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LA PARADOJA DE LA AEROBIOSIS
¢POR QUE ES TOXICO EL OXIGENO?

Introduccion

E | oxigeno molecular, vital para la existencia de los organismos aero-
bios, esinherentemente téxico. Esta paradoja deriva de la misma naturaleza
quimica del oxigeno. Animales, plantas y muchos microorganismos cuentan
con el oxigeno para una eficiente produccion de equivalentes energéticos
en forma de ATP. La atmodsfera de nuestro planeta fue anaerobia hasta el
advenimiento del oxigeno hace unos 2.500 millones de afos, como resultado
delarotura del agua en el proceso fotosintético de unas algas microscépicas
cianoficeas. A partir de aqui y con el advenimiento de la fotosintesis oxidati-
va, la acumulacién progresiva del oxigeno hizo cambiar la atmdsfera desde
predominantemente reductora (rica en hidrégeno) o neutra (CO,y N.), hasta
contener un 21% del aire que respiramos. Esta progresiva elevacion del oxi-
geno atmosférico estuvo acompanada por laformacion de la capa de ozono
en la estratosfera. Ambos oxigeno y ozono actuaron como filtros protectores
de laiintensa luz ultravioleta que llegaba a la Tierra procedente del Sol. En el
Universo son el hidrégeno y el helio los elementos predominantes, siendo
la Tierra un centro de oxidaciéon en un medio reducido. Como el oxigeno es
potencialmente téxico su elevacién en la atmdsfera hizo que los organismos
anaerobios se encontraran sometidos a una presién de seleccién que pre-
sentaba la gran ventaja de mayor energia util derivada de los alimentos para
realizar transformaciones metabdlicas, destoxificar numerosos compuestos e
incluso para generar luzy calor. Estas ventajas tenian un precio, la necesidad
de generar sistemas de defensa frente a la considerable toxicidad de este gas

paramagnético. Aquellos organismos que tuvieron éxito en el desarrollo de



las requeridas defensas pudieron sacar provecho de los beneficios y ello dio
lugar ala enorme variedad de formas de vida aerobia tan evidentes hoy sobre
la Tierra. Sin embargo, aquellos organismos que no pudieron acomodarse
a la toxicidad del oxigeno evolucionaron como anaerobios microscépicos

restringidos a nichos anaerdbicos.

El lado perjudicial del oxigeno se relaciona directamente con el hecho
que cada atomo de oxigeno posee un electréon desapareado en su orbital
externo y la molécula de oxigeno posee dos electrones desapareados, de
manera que el atomo de oxigeno es un radical libre y la molécula de oxigeno
un biradical libre. La reduccién tetravalente concertada del oxigeno por la
cadena de transporte electrénica mitocondrial para producir agua, se consi-
dera un proceso relativamente seguro; sin embargo, el ambiente reducido
del medio intracelular proporciona amplias oportunidades para que el oxi-
geno sufra la reduccién univalente que es la causante de la generacién de
los intermediarios reactivos. El radical superéxido, el peréxido de hidrégeno
y el radical hidroxilo son los subproductos de esta reduccién univalente, de-
nominados especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive oxygen Species), y

responsables de la toxicidad del oxigeno.

Para sobrevivir en este ambiente aerobio poco favorable, los organismos
vivos han desarrollado una serie de sistemas enzimaticos y una variedad
de compuestos antioxidantes hidro y liposolubles, cuyo papel es secuestrar,
interceptar e inactivar las ROS que se sintetizan inevitablemente. La célula
posee también la capacidad de sintetizar una serie de sistemas enzimaticos
reparadores/eliminadores de la lesién en proteinas, lipidos y DNA. Como
la intensidad del estrés oxidativo puede variar de un momento a otro, los
organismos pueden adaptarse al estrés fluctuante induciendo en un deter-
minado momento la sintesis de enzimas antioxidantes y reparadores cuya

misidn es evitar o eliminar la lesion.

Tedricamente los problemas de la aerobiosis terminarian aqui, pero
desgraciadamente, la biologia no es tan precisa. La realidad es que a pesar
que la célula posee valiosos mecanismos antioxidantes y reparadores que
representan una defensa eficiente frente a la agresion oxidativa, en deter-

minadas ocasiones estos mecanismos no son suficientes y el dafo oxidativo



permanece. El estrés oxidativo se ha visto involucrado en una amplia varie-
dad de procesos degenerativos, enfermedades y sindromes que incluyen
los siguientes: mutagenesis, aterosclerosis, infartos y lesiones derivadas de
la isquemia/reperfusion, enfermedades crénicas inflamatorias, problemas
agudos inflamatorios, estrés fotooxidativo ocular, alteraciones del sistema
nervioso central, y una amplia variedad de alteraciones relacionadas con la

edad, incluyendo los mismos procesos del envejecimiento.
La naturaleza radical del oxigeno

El metabolismo aerobio confiere gran energia; sin embargo, este
beneficio tiene un precio, el potencial dafo oxidativo que ocasionan los

subproductos de la cadena respiratoria mitocondrial.

La paradoja del oxigeno deriva de su naturaleza de radical que le per-
mite reacciones quimicas de oxidaciéon/reduccién. El oxigeno molecular, ese
elemento imprescindible para la vida aerobia muestra gran avidez por los
electrones (e-). En la reduccién univalente el oxigeno sufre cuatro sucesi-

vas reducciones con un electrén, catalizadas por la citocromo oxidasa de la

E- e + ZH* e- + H* g- + H*

0 \.G':-' \‘H?GE%DH—FHG
gL 2

l T H,0 1

— — ————

¥ S00 catalasa + peroxidasa n

L > —> — > — > — > >
complejo citocromao oxidasa

Figura 1.- Formacion de especies reactivas de oxigeno por adicion de electrones a la molécula de oxigeno



cadena de transporte electrénico mitocondrial. En esta via se generan los
intermediarios reactivos siguientes: el primero es el radical superoéxido (O,?),
resultante de la reduccién del oxigeno molecular con un electrén; el segundo
es la especie activa peroxido de hidrégeno (H,0.), resultante de la adicion
de un segundo electrén y dos protones; el tercero es el radical hidroxilo
(-OH), que posee una elevada reactividad, resultante de la incorporacién
de un tercer electrén y un protén. El cuarto electrén y otro protén genera

la molécula de agua (Figura 1).

Es interesante destacar que el O,y el O, son radicales de oxigeno (O,
es un biradical y O,” es un monoradical), mientras que el H,O,, a pesar de ser
una especie reactiva de oxigeno, no es un radical ya que todos los electrones
de su orbital externo se encuentran apareados (Figura 2). El radical hidroxilo
(-OH) es una verdadera especie radical. Las especies de oxigeno actian como
oxidantes biolégicos, pero el O,”es un reductor suave, aunque la simple
adicién de un protén lo convierte en un agente oxidante activo (HO,). Sin
embargo, el potencial redox del -OH a unos 1,77V, marca claramente a este
radical como una especie muy oxidante. El oxigeno singlete (' O,) no se ge-
nera por reacciones redox, sino por absorcién de energia electromagnética,
la cual invierte transitoriamente el giro (spin) de uno de los dos electrones
desapareados del oxigeno, de modo que los giros de los dos electrones
desapareados muestran una orientacién antiparalela. El oxigeno molecular,
estado basal o triplete, es incapaz de aceptar dos electrones directamente,
reduccién bivalente, porque la adicién de un par de electrones antiparalelos
se encuentra restringida por los giros paralelos del estado basal (Figura 3).
El oxigeno singlete, sin embargo, con sus giros electronicos antiparalelos
no tiene tales restricciones en su reactividad y es muy buen oxidante biva-
lente frente a muchas biomoléculas. La absorcion de grandes cantidades de
energia electromagnética por el oxigeno molecular para generar oxigeno
singlete se encuentra restringida a acontecimientos fotoquimicos. El interés
en el oxigeno singlete se centra principalmente en aquellos relacionados
con la quimica ambiental, biologia vegetal y reacciones oxidativas en tejidos
expuestos al medio ambiente, como la piel y el ojo. El oxigeno singlete es muy

inestable y se convierte en oxigeno molecular, basal en estado triplete, con



una vida media de 2 - 7 psegundos, emitiendo luz en su descomposicién.

Gt Ok HGEH  GH HOH
O n e Facscad P s Rl e
" _— bk ——

Figura 2.- Disposicion de los electrones en los subproductos de la reduccién del oxigeno

La rotacion de cargas eléctricas genera campos magnéticos. La mayoria
de sustancias no se encuentran influenciadas por campos magnéticos por-
que los electrones que poseen se encuentran en parejas de giro opuesto.
El emparejamiento de electrones con giros opuestos neutraliza este efecto.
Tales sustancias son diamagnéticas. Esto no ocurre con el oxigeno, que posee
espines electrénicos desapareados que tienen el mismo sentido de rotacién.
Esta estructura electréonica es paramagnética y constituye una barrera para

la insercién de una pareja de electrones (Figura 3)

L B

~ g0 00 00 00
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Figura 3.- Rotacién de los electrones en el orbital 7" 2p en el oxigeno basal estado triplete, radical superdxido,
peroxido de hidrégeno y oxigeno singlete

Toxicidad del oxigeno

El elemento oxigeno existe en el aire que respiramos en forma mole-
cular O,. Fue descubierto, aislado y caracterizado independientemente por
Priestley y Scheele en 1774 y poco tiempo después Lavoisier describié que

lainhalacion del oxigeno podia presentar efectos téxicos. Aunque se conoce



desde hace décadas que la terapia del oxigeno puede resultar beneficiosa
en muchas situaciones patoldgicas, los tratamientos prolongados pueden
suponer un riesgo de toxicidad. Binger et al (1927) reconocieron que los
estudios clasicos de Bert en 1878 fueron el primer documento que demostré
que el oxigeno a elevadas concentracion era un veneno potente, que condu-
ciaa convulsionesy ala muerte de animales de laboratorio. En 1899 Lorrain
Smith describié que elevadas tensiones de oxigeno producian congestiones
pulmonares severas en ratones ratas y cobayas. Toda esta informacién ha sido
ignorada a pesar de los numerosos estudios sobre la toxicidad del oxigeno
que han circulado entre 1899 y 1945. La aceptacion final de la toxicidad del
oxigeno no llegé hasta 1967 cuando Nash et al., relacionaron la concentra-
cién y duraciéon del oxigeno inhalado con la patologia del pulmén. Ya en
1954 Gersman et al habian emitido la hipétesis que el envenenamiento por
oxigenoy lairradiacion X tenian una base de accién comun, que era a través

de la formacién de radicales libres de oxigeno.

El 95% del oxigeno que ingresa en el organismo sufre la reduccion
secuencial concertada con cuatro electrones para producir agua, en una

reaccién catalizada por la citocromo oxidasa (citocromo c:oxigeno oxidore-

Figura 4.- Radical superoxido, peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo: los tres subproductos de la reduccién del
oxigeno por la citocromo c oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial.



ductasa) del complejo IV de la cadena de transporte electrénico mitocondrial.
La citocromo oxidasa es el aceptor de electrones terminal en la cadena y
debe ceder sus equivalentes reductores al oxigeno para poder continuar
el transporte electrénico (Figura 4). Si se detuviese el flujo de electrones a
través de la cadena respiratoria, se disiparia la fuerza motora de protonesy la
sintesis del ATP no podria continuar. Por tanto, el papel principal del oxigeno
en todos los organismos aerobios es actuar simplemente como un vertedero
para los electrones. Por cada molécula de oxigeno que se convierte en agua
se genera una energia de 105 kcalorias. Por tanto, la vida aerobia utiliza el
oxigeno para oxidar sustratos ricos en carbono e hidrégeno (alimentos), con

el objeto de obtener energia quimica (ATP) y calor, esenciales para la vida.

Aunque la cadena de transporte electrénico mitocondrial es un siste-
ma muy eficiente, la naturaleza de la alternancia de las reacciones de oxi-
daciéon/reduccion monovalentes que cataliza (generando una constante y
alternativa serie de radicales enjaulados), predispone a cada transportador

de electrones a reacciones laterales con el oxigeno molecular.

Las especies reactivas de oxigeno reaccionan con las macromoléculas
celulares, bien lesiondndolas directamente (DNA) o por reacciéon en cadena
donde el radical se trasfiere de una molécula a otra con lo cual se lesionan

las estructuras celulares (lipoperoxidacién).

Especies reactivas de oxigeno (ROS)
Radical superéxido

Si un electrén es aceptado por el estado basal del oxigeno molecular,
ha de entrar en uno de los orbitales m*. El producto es el radical superéxido,
que posee un electrén desapareado (Figura 2) y se genera en la cadena de
transporte electrénico mitocondrial como primer producto de reduccién del
oxigeno. Los fagocitos también producen radical superéxido como primer

producto del estallido respiratorio.
Peréxido de Hidrégeno.

La adicién de un segundo electrén origina el ién peréxido, que no es un

radical porque no posee electrones desapareados (Figura 2). El ién peréxido
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formado a pH fisioldgico se protona inmediatamente para dar el peroxido
de hidrégeno. El peréxido de hidrégeno se forma también por dismutacion
del radical superéxido. La velocidad de la dismutacién es mas rapida a pH
acido.

Radical hidroxilo

La fision homoliticaydel enlace O-O del peréxido de hidrégeno produ-
ce dos moléculas de radical hidroxilo, -OH. La homolisis puede conseguirse
por calor o por radiaciones ionizantes. Una simple mezcla de peréxido de
hidrégeno y cualquier sal de hierro bivalente también forma el radical -OH,
segun la reaccidon de Fenton. Las sales de cobre monovalente también reac-
cionan con el peréxido de hidrégeno y generan -OH a mayor velocidad que
las sales de hierro. El radical hidroxilo reacciona a velocidades extremada-
mente elevadas con cualquier tipo de moléculas en la célula viva, azucares,
aminoacidos, fosfolipidos, bases del DNA, acidos organicos, proteinas, etc.

Sus reacciones son de varios tipos:

(a) sustraccién de un atomo de hidrégeno; por ejemplo en el metanol
que pasa a radical metilico,
CH,OH+-OH H,0+-CH,OH

(b) adicion de un dtomo de hidrégeno; por ejemplo al anillo aromatico

de bases del DNA,

(c) transferencia electrénica, por ejemplo, con el ién Cl-

Cl-+-OH Cl- + OH-

La reactividad de -OH es tan grande que reacciona inmediatamente con
cualquier molécula que se encuentre en su vecindad, produciendo radicales
secundarios de reactividad variable. En presencia de sales de Cu* o Fe**el
peréxido de hidrégeno genera -OH. Por eso el organismo posee sistemas para

eliminar el peréxido de hidrégeno, que aunque per se no es muy agresivo si

lo es cuando reacciona en determinadas condiciones.

Efectos lesivos de las ROS sobre las células.

Fue en 1954 cuando Gersman et al., describieron por primera vez, que

los efectos toxicos del oxigeno se debian a laformacion de radicales libres de
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oxigeno. Posteriormente, la propuesta de McCord y Fridovich en 1969, acerca
de que la formacion de los radicales de oxigeno era una parte integral del
metabolismo normal de la célula, no fue tomada muy en serio. Ya no existe
duda de la participacién de las especies reactivas del oxigeno en numerosos

. s
procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Los radicales libres se caracterizan por iniciar reacciones en cadena,
reacciones autbpropagadoras en las cuales un radical reactivo origina un
producto que es también un radical y que a su vez reacciona y origina otro
radical. Esta fase quimica se conoce como propagacién y una ultima fase,
terminacion, e_.:. aquella en la que reaccionan dos radicales dando un com-
puesto no radical. Por tanto, las reacciones originadas por los radicales libres

en sus reacciones en cadena, pueden dividirse en:
INICIACION, PROPAGACION y TERMINACION.

En las reacciones de iniciacion, un radical se forma a partir de una es-

pecie quimica estable no radical:
AB+C A +B+ C

En la propagacion, un radical libre reacciona con una molécula esta-
ble

A-+CD AC+ D-

En la terminaciéon dos radicales libres comparten sus electrones des-

apareados y originan un producto estable:
A-+ B- AB

La reactividad quimica de los radicales libres se determina por la mo-
lécula que posee el electréon desapareado, por consiguiente, la reactividad
varia enormemente entre los diferentes radicales libres. Una manera de
expresar y comparar la reactividad quimica es evaluando la vida media (t, ,)
de las especies quimicas.

La vida media mas corta la poseen los radicales de elevada reactividad,
lo queindica que los radicales -OH son los mas reactivos. La formacién de -OH
implica reaccién con cualquier molécula orgdnica cercana. Otras especies

reactivas producidas en condiciones normales no son radicales libres, pero



poseen elevada reactividad, como es el oxigeno singlete ('O,), estado de
oxigeno excitado electrénicamente, con una vida media de 5 x 10 segun-
dos, y el poderoso oxidante peroxinitrito (ONOO-) con vida media de 0,05

- 1 segundos (Tabla 1)

A pesar de su naturaleza biradical, la molécula de oxigeno es, desde
el punto de vista quimico, bastante estable y se ha descrito como radical
perezoso con poca capacidad para reaccionar con las moléculas orgdnicas.
La mayoria de las biomoléculas aisladas, proteinas, azicares, DNAy algunos
lipidos son estables por largos periodos de tiempo en presencia del oxi-
geno de nuestra atmoésfera. Esto se debe a la rotacion paralela de sus dos
electrones desapareados. La activacion del oxigeno basal triplete puede
verificarse por dos mecanismos diferentes: absorcion de energia suficiente
para revertir el giro de uno de los electrones desapareados, con formacion
de oxigeno singlete, o la reduccién monovalente dela cadena de transporte
electrénica mitocondrial. El oxigeno singlete es mucho mas reactivo hacia las
moléculas orgdnicas que el oxigeno basal triplete. Sin embargo el oxigeno
basal es bastante reactivo para combinarse con los &tomos de hierro de la
hemoglobina y la citocromo oxidasa (constantes de reaccién de segundo
orden 107-108M™" s7), para proporcionar las bases quimicas para el transporte

y respiracién del oxigeno.

Son diversas las fuentes endocelulares de ROS en las células (Figura 5).
Asi, las mitocondrias, presentes en todas las células aerobias, son la fuente
biolégica mds importante del anidén superéxido que se dismuta, por accién
de la superdxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD), locali-
zada principalmente en la matriz mitocondrial. La forma semiquinona de
dos componentes de la cadena respiratoria mitocondrial, la ubisemiquino-
nay la flavin semiquinona de la NADH- deshidrogenasa, producen O, por
autooxidacion en una reaccién vectorial dirigida a la matriz mitocondrial. El
radical superéxido no puede atravesar la membrana mitocondrial interna
y se encuentra confinado en la matriz donde la Mn-SOD y el NO- son los
agentes que reaccionan con él dando lugar a peréxido de hidrégeno y
peroxinitrito como productos finales, respectivamente, en dos reacciones

muy rapidas controladas por difusién. La producciéon mitocondrial de O, se



cifra en condiciones normales, en un 2% del oxigeno total incorporado por

la mitocondria en higado y corazén perfundidos de rata.

Tabla 1.- Vida media de radicales libres ene sistemas bioldgicos (Boveris, 1998)

Radical libre t,,, segundos

Radical hidroxilo (-OH)
Radical alcoxilo (RO-)
Radical peroxilo (ROO-)
Oxido nitrico (NO-)
Ubisemiquinona (UQH-)
Melaninas (Complejo)
Semiquinonas (Complejo)

El reticulo endoplasmico, por autooxidacion de la flavoproteina NA-
DPH citocromo P450 reductasa y el citocromo P-450, produce O,”y H,O.,.
En hepatocitos, por ejemplo, su bien desarrollado reticulo endoplasmico a
través de sus monooxigenasas de funcién mixta, proporciona una fuente
importante de anion superoxido. Los peroxisomas generan H,0, en el nu-
cleo del peroxisoma por transferencia de dos electrones desde las flavina

oxidasas al oxigeno.

La NADPH oxidasa, ubicada en la membrana de las vacuolas fagociticas,
genera cantidades importantes de radical superoxido cuando los fagocitos
(neutrofilos y macrégagos) se activan por causas patoldgicas. Este sistema
fagocitico, al ser activado, experimenta el denominado “estallido respirato-
rio”, en el que se generan grandes cantidades de radical superéxido a partir
del oxigeno molecular y electrones derivados de equivalentes reductores
en forma de NADPH procedentes de la via de las pentosas: 20, + NADPH
20, + NADP* + H*



Figura 5. Sistemas celulares que generan especies reactivas de oxigeno

Este sistema cuenta con la participacion de un complejo de proteinas,
que por estrés oxidativo sufren modificaciones conformacionales, expo-
niendo distintos sitios de interaccién proteica, que le permiten unirse a 2
proteinas integrantes de membrana. De esta manera queda formado un
complejo proteico con actividad NADPH-oxidasa . La activacion de este
complejo estd mediada por el sistema Ras. Las proteinas Ras forman parte de
una superfamilia de proteinas con afinidad por GTP. Cuando Ras se une a GTP,
se activa su GTPasa, se hidroliza un fosfato, y entonces Ras pierde afinidad
por el nucleétido resultante GDP, y luego por la proteina activadora de su
actividad GTPasa (GAP). La energia liberada durante este ciclo se usa para
producir modificacicies conformacionales en distintos sistemas proteicos,
que conducen a la activacién de complejos enzimaticos. La activacién de
la NADPH oxidasa arriba mencionada se verifica en condiciones de estrés
oxidativo provocado por invasion por patdégenos, a través de un mecanismo
regulado por Ras. Los radicales de oxigeno producidos por la NADPH oxida-
sa, contribuyen a la destruccién de agentes infecciosos de modo directo, o
se combinan con haluros en presencia de la mieloperoxidasa dando lugar a

agentes mas reactivos, como el hipoclorito y oxigeno singlete ('O,). Aunque



la produccién de radicales libres de oxigeno por los fagocitos es util para el
organismo, en muchos procesos patoldgicos se produce infiltracion secunda-
ria de estas células del sistema inmune en los 6rganos afectados y son causa
de un mayor agravamiento de la lesién. En nuestras investigaciones hemos
observado que el bloqueo de la actividad de las células de Kupffer, macréfa-
gos residentes en higado, previo a la induccién de una lesién hepéatica por
un agente hepatotdxico, disminuye de manera significativa la intensidad de

la lesion hepatica y la formacién de perdxidos.

Otra fuente de ROS esta relacionada con la xantina oxidasa (XO), presen-
te en el citosol. La acumulacién de hipoxantina y xantina, bajo condiciones
anaerdbicas, de isquémia/ reperfusién o de bajo contenido energético, puede

desembocar en la producciéon de ROS, segun la siguiente reaccién:
Xantina + XO  acido urico+H,0, +O,"
El radical libre de nitrégeno

La molécula de nitrégeno se encuentra presente en la atmosfera que
respiramos en un 79% y estd formada por dos atomos de nitrégeno que
como atomo Iibre_posee tres electrones desapareados (1s?, 2s2, 2p, 2py y2p),
que forman tres enlaces covalentes completos (G y 2m) en la estable einerte
moléculadeN,. Cua_r)wdo un atomo de N con sus tres electrones desapareados,
se combina con un atomo de oxigeno con sus dos electrones desapareados,
la molécula resultante, NO, posee un nUmero impar de electrones. Se forma
un doble enlace completo N=0O y el electrén desapareado y deslocalizado
es el que le da el caracter de radical libre al NO-. El NO- es un radical libre
desde el punto de vista fisico por poseer un electrén desapareado, pero su
caracter de radical libre quimico es restringido porque no se le conoce nin-
guna reaccion de propagacion en sistemas condensados. Sin embargo, el
NO- reacciona facilmente con el O, para formar peroxinitrito en una reaccion

clasica de terminagion.

-
Reaccion en gadena de las especies reactivas de oxigeno

(a) Reaccién de Fenton-Haber-Weis

La produccién primaria de O,"y H,O, es capaz de iniciar y sostener una



reaccién en cadena en condiciones fisioldgicas que abarcan las reacciones
de lipoperoxidacion. Las especies O,y H O, son los reactivos responsables
de los procesos de ini_c)iacic’m de las reacciones siguientes:
- 3+ 2+

O,”+ Fe (O t)Fe

H,O, + Fe** -OH + Fe’*+HO

En estas reacciones se genera -OH y se denominan de Fenton-Haber

-

Weiss quienes describieron originalmente la descomposicién del peréxido
de hidrégeno por sales de hierro. Ademas, la accién protectora de la SOD y
la catalasa se comprende que mantenga baja la tasa de generacién del -OH.
El concepto se ha reconocido frecuentemente como el dogma Fridovich del
efecto antioxidante de ambos SOD y catalasa. El -OH es capaz de iniciar las
reacciones de propagacién con acidos grasos no saturados (RH) para generar

hidroperoéxidos estables, segun las reacciones:
‘OH + RH R + HO
R-+ O, ROO:
ROO-+ RH R- + ROOH

Los radicales peroxilos (ROO-) son capaces de sufrir reacciones de termi-
nacién con la formacién de productos excitados electrénicamente, como el
oxigeno singlete ('0,), aldehidos (ROH) y cetonas (RO) con grupos carbonilo

excitados (=C*):
ROO- + ROO- RHO + RO + 'O,
ROO- + ROO- =CO*4+ RO+ O,
Estas reacciones y la siguiente:
'0, +'0, 20, + hv
proporcionan, a través de quimioluminiscencia, las bases quimicas y molecu-

lares de un ensayo para determinar la tasa de reaccién de lipoperoxidacion

por radicales libres’en condiciones fisiolégicas.

(b) Reacciones del radical libre de nitrégeno

El reconocimiento de la produccién de éxido nitrico, por la 6xido nitrico



sintasa constitutiva (cNOS); como factor relajante del endotelio (ERF) y de
la reaccién del ani(')_r)w superoéxido con el éxido nitrico, ha abierto un nuevo
campo en la bioquimica de los radicales libres. El reciente descubrimiento
de la produccién de NO- por una NOS mitocondrial (mtNOS) localizada en
la membrana interna de la mitocondria ha supuesto una revolucién en tér-
minos, tanto de la regulacién de la incorporaciéon de oxigeno por los tejidos,
como de la toxicidad de los radicales libres. El NO- esta producido por una
serie de NOS, la constitutiva (cNOS), la inducible (iNOS) y la mitocondrial
(mtNOS), que comparten la propiedad comun de utilizar arginina y NADPH

como sustratos, segun la reaccién:
arginina + NADPH citrulina + NADP* + NO-:

La reaccion entre el anion superéxido y el 6xido nitrico se comprende
facilmente si se considera que una colisién entre dos moléculas con electro-
nes desapareados y deslocalizados, que dan lugar a la formacion de enlace,

tiene que ser mucho mas rapida que una colision molecular.

NO- + O,~ ONOO-

El ONOO- es ademds capaz de sustraer atomos de hidrégeno de los
acidos grasos insaturados y de generar -OH, e iniciar las reacciones de pro-
pagacioén de la peroxidacién lipidica:

ONOO-+ RH + H* NO, + HO + R

ONOO-+ H* NO, + -OH

¢ Qué es estrés oxidativo?

Estrés oxidativo es un término general utilizado para describir una
sobrecarga oxidativa en la célula debida al exceso de especies reactivas de
oxigeno, responsables de causar lesién en las macromoléculas celulares. Es un
estado de la célula en la cual se encuentra alterada la homeostasis éxido-re-
ducciénintracelular, es decir el equilibrio entre prooxidantes y antioxidantes,
que no solo se produce a causa de una excesiva produccién de especies
reactivas de oxigeno, sino también por deficiencia en los mecanismos de

defensa antioxidantes.



La mayoria de especies reactivas de oxigeno proceden de fuentes endo-
genas, como subproductos de reacciones metabdlicas esenciales (generacién
de energia por la mitocondria, destoxificaciéon dependiente del citocromo
P-450, NADPH oxidasa fagocitica, xantina oxidasa, etc.), pero existen tam-
bién fuentes exégenas de ROS entre las que cabe destacar, las radiaciones
ionizantes, los contaminantes ambientales, infecciones bacterianas o viricas,

alcohol, asbestos, etc.

El estado de 6xidacién de la célula esta determinado por el equilibrio
entre las parejas de 6xido-reduccién de los distintos compuestos bioldgicos
presentes en ella, principalmente de aquellos que se encuentran en mayor
proporcién. El glutation (GSH, /= L-glutamil-L-cisteinil-glicina), debido su
alta concentracién intracelular (5-10 mM), se considera un regulador ho-
meostatico del estado de 6xido- reduccién celular. La forma reducida de
este metabolito (GSH) predomina ampliamente sobre la oxidada (GSSG).
Esto trae como consecuencia que un ligero desplazamiento del equilibrio
hacia la forma oxidada afecte en gran manera el estado de 6xido-reduccién
general, debido a su participacién en muchos equilibrios de 6xido reduccion
acoplados. En particular esto es critico para la regulaciéon de algunos factores
de transcripcién, cuya actividad depende del estado de 6xido-reduccién en
el que se encuentren. Cuando un grupo -SH critico sufre una modificacion
oxidativa la proteina afectada puede perder su funcionalidad.

Sistemas de defensa antioxidante

La vida en presencia del oxigeno molecular exige contar con una bateria
multiple de defensa antioxidante para hacer frente a las diversas ROS, bien
impidiendo su formacién o neutralizandolas una vez formadas. Halliwel
define como antioxidante a toda sustancia que halldndose presente a bajas
concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula),

retrasa o previene la oxidacién de dicho sustrato.

El antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electrén oxi-
dandose a su vez y transformandose en un radical débil no téxico y que en
algunos casos, como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por

la accidn de otros antioxidantes. No todos los antioxidantes actian de esta
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manera, los llamados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas

que utilizan sustratos que a su vez reaccionan con los radicales libres.

De las numerosas clasificaciones de los antioxidantes, se recomien-
da adoptar la que los_divide en: exdgenos y enddgenos. Si bien todos los
organismos vivos soportan numerosos factores enddégenos y exégenos
que promueven la situacién de estrés oxidativo, al mismo tiempo poseen
numerosos Sistemas de defensa antioxidantes regulables, enzimaticos y no

enzimaticos.
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Figura 6.- Eliminacion de las especies reactivas de oxigeno por los sistemas de defensa antioxidante. La accion
concertada de estos sistemas: SOD, catalasa y glutation peroxidasa se encuentra complementada por una serie de
antioxidantes enddgenos (GSH) y exdgenos (Vitamina E).

Existen enzimas que actian especificamente sobre determinadas es-
pecies reactivas. Asi, la superéxido dismutasa elimina el radical superéxido
con formacion de peréxido de hidréogeno:

O0,+ O, + H* O, + HO,

la catalasa transforma al peréxido de hidrégeno en agua:

HO, O,+ HO

La glutation—peroxidasa cataliza la reduccidon de peréxidos (ROOH,

inclusive al H,0,) a alcoholes (ROH), aprovechando el potencial reductor
del GSH.
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H,0, + 2GSH 2H.,0 + GSSG

Existen otras enzimas, tales como las quinonas reductasas y hemo oxi-

genasa, que pueden también prevenir la formacién de ROS.

La familia de las superéxido dismutasas (SOD) ha ido en aumento y ya
se han descubierto al menos tres miembros ademas de las dos proteinas
inicialmente detectadas (la Mn SOD mitocondrial y la Zn/ Cu- SOD citoplas-
matica, que dan cuenta del 100% de la actividad SOD intracelular). La Cu,Zn
SOD citosélica, se inhibe por cianuro, su actividad representa el 90% de la
actividad total. La MnSOD, mitocondrial se puede determinar por diferencia

entre la actividad SOD total y la actividad SOD en presencia de cianuro.

Algunos metales, tales como el Se y el Zn, por su participacién como
cofactores de enzimas antioxidantes (GPX y SOD citoplasmatica, respectiva-

mente), contribuyen a aumentar las defensas antioxidantes.

La catalasa se encuentra en todos los 6rganos, pero especialmente en
el higado y en los eritrocitos. Localizada principalmente en peroxisomas,
es una hemo proteina que tiene asociada una molécula de NADPH para

estabilizar la molécula.

Entre las defensas antioxidantes no enzimaticas, tiene un lugar predomi-
nante el glutation (GSH). Este tripéptido protege a la célula de las diferentes
especies oxidantesy se ha comprobado su participacién clave en numerosas
enfermedades neurodegeneratiqvas. Tanto el GSH como otras moléculas que
contienen grupos -SH, tienen alto poder reductor y poseen propiedades an-
tioxidantes, ya que pueden cederle un electrén a las ROS, disminuyendo de
esta forma su reactividad. Se dice que este tipo de compuestos de bajo peso
molecularactian como“atrapadores”de radicales libres. Entre ellos podemos
citar a la tiorredoxinay a la vitamina C o acido ascérbico (hidrosoluble) y a la

vitamina E o alfa tocoferol (liposoluble, unida a membrana), etc..

La glutation reductasa dependiente de NADPH, contribuye a las de-
fensas antioxidantes, actuando en la regeneracion del glutation a su estado
reducido. La tiorredoxina reductasa y algunas proteinas, tales como las meta-
lotioneina, ricas en residuos cisteinas, también participan en la restauracién

de los niveles de GSH reducido
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Ademas de los mecanismos de proteccién antioxidante, enzimaticosy
no enzimaticos, existen otros mecanismos que también contribuyen a paliar

el posible dafo oxidativo. Asi, entre otros se pueden citar los siguientes:

(a) La presencia de los citocromos a-a3 en el complejo IV de la cadena
respiratoria proporciona 4 sitios de transferencia de electrones para hacer

mas efectiva dicha transferencia y prevenir la formaciéon de ROS.

(b) La gran compartimentalizacién celular, trae como consecuencia que

las ROS y sus fuentes no siempre estén cerca de sus blancos de accién.

(c) Varios factores estructurales de los acidos nucleicos favorecen su
proteccién ante el estrés oxidativo: la cromatina compacta, la presencia de

histonas, la formacién de complejos.

Radicales de oxigeno como segundos mensajeros

Todas las células aerobias producen constitutivemente radicales de
oxigenoy pequeias cantidades de estos radicales se liberan por varios tipos
celulares cuando son estimuladas por el factor de necrosis tumoral (TNFo) la
interleuquina 1 (IL-1) y los ésteres del forbol. Todos ellos activan una forma
citoplasmatica del factor de transcripcion NFKB que resulta al eliminar una
subunidad proteica inhibidora IxB. Esta activacion se inhibe por agentes que
eliminan radicales de oxigeno y puede recuperarse mediante exposicidon a

un débil estrés oxidativo.

Cada tipo celular genera especies reactivas de oxigeno de forma
constitutiva, que en determinados casos pueden producirse en cantidad
suficiente como para llegar a ser tdxicas. Algunas células sanguineas, por
ejemplo, son forzadas a sintetizar radicales de oxigeno durante la inflamacién
aguda crénica. Pacientes que sufren artritis reumatoide producen elevadas
cantidades de ROS en sus articulaciones y estos radicales son causa directa
delos sintomas de esta enfermedad crénica porque los agentes que inhiben

su produccién son farmacos antiinflamatorios potentes.

Estudiando los efectos de los radicales de oxigeno en cultivos celulares,
se ha observado que una célula puede sufrir la agresidon oxidativa débil o

citotéxica dependiendo de la dosis de las especies de oxigeno que se gene-
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ran. En el caso citotdxico se observa alteracion de las proteinas, proteolisis,

fragmentacion del DNA y lipoperoxidacion que conducen a la lisis celular.

Se menciond anteriormente que las ROS incluyen el anién superéxido
(0,"), el peréxido de hidrégeno (H,0,), el radical hidroxilo (-OH) y el oxigeno
singlete (102). Estos diversos tipos de ROS pueden reaccionar entre ellos
en presencia de metales, cobre o hierro y también dar lugar a productos
reactivos secundarios como peréxidos lipidicos e hipoclorito. A lo largo de
la evolucién han surgido sistemas enzimaticos ubicuos, especializados en
la eliminacién de estos intermediarios entre los cuales se incluyen la supe-
roxido dismutasa cuya mision es eliminar el radical superoxido y la catalasa
y la glutation peroxidasa encargadas de eliminar al peréxido de hidrégenoy
a los peréxidos en general. Hasta el momento se desconoce la existencia de
algun sistema enzimatico encargado de eliminar el radical hidroxilo, aunque
la eficiente accién concertada de la superdxido dismutasa y catalasa evitan

la formacién de esta especie tan agresiva (Figura 8).

Las ROS no solo son producidos como agentes citotéxicos por células
especializadas en condiciones patoldgicas, sino tambien se generan en cada
tipo celular como subproductos de las reacciones de transferencia electroni-
ca.La mitocondria es la fuente principal de formacién del radical superéxido,
radical poco reactivo que se difunde rapidamente por la célula hasta que
encuentra una reaccién apropiada. Este radical se origina por transferencia
de un electrén al oxigeno molecular. Para la eliminacion rédpida del superédxido
la mitocondria contiene su propia superéxido dismutasa, sistema enzimatico

inducible, dependiente de manganeso.

EI'H,0, no es un radical de oxigeno, pero puede servir como precursor
de ellos. Se produce intracelularmente por los peroxisomas y la mitocondria
y puede difundirse en el interior de las células desde el espacio extracelular
a partir de células especializadas que lo producen en grandes cantidades
durante la inflamacién. Las ROS intracelulares proceden, por tanto, de una
produccién intracelularincrementada, del H,0O, extracelular o por inhibicion

de los enzimas que los eliminan.

Los granulocitos y los macréfagos poseen el sistema enzimatico de

membrana NADPH oxidasa, anteriormente citado, que produce radical su-
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peréxido a partirdel NADPH y oxigeno en respuesta a un estimulo apropiado.
La induccion de este enzima se controla por la proteina quinasa C (PKQ),
enzima que se activa por los ésteres del forbol dando lugar a la formacién de
ROS. Existen pruebas evidentes que demuestran que el éster del forbol PMA
(phorbol 12-miristato 13-acetato) estimula la produccion de ROS, ya que el

efecto del PMA depende del estado prooxidante de las células.
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Figura 5.- En respuesta a la estimulacion con TNFo, IL1y PMA las células generan pequefias cantidades de ROS

que activan el factor de transcripcion NFxB liberandolo de una proteina inhibidora I«B. Esta activacion se inhibe en
presencia de agentes que eliminan las ROS, NAC (N-acetil cisteina)

La citoquina inmunomoduladora TNFo. (Tumor Necrosis Factor alfa)
puede inducir la sintesis de otras citoquinas en linfocitos T y en macréfagos
activando los respectivos genes. Sin embargo, el TNFa es citotoxico sobre
otras lineas celulares no linfoides y en estos casos la citotoxicidad depende,
en parte, de las ROS, porque se ha observado que la superexpresion de la
SOD vy la disminuciéon de la presidn parcial de oxigeno protegen a estas cé-

lulas de los efectos citotoxicos del TNFo.
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La uniéon del TNFa a las células, como también el PMA y la IL1 inducen
la sintesis de especies reactivas de oxigeno, lo cual demuestra que la con-
centracion intracelular de estas especies se eleva durante la estimulacion
fisioldgica de las células por las citoquinas. Los radicales de oxigeno nos
llevan a considerarlos como segundos mensajeros ya que su concentracion
se eleva por acciéon de un ligando extracelular. Ademads existe una reaccién in-
tracelular de transduccion de senales que es provocada especificamente por
los radicales de oxigeno. La forma citoplasmatica del factor de transcripcion
inducible, el NFkB (factor nuclear kB) es un objetivo fisioldgico importante
para los ROS. (Figura 7). Estas ROS son las que promueven la separacién del
IB al activar la proteina quinasa C que fosforila al inhibidor IkB y promueve

la posterior disociacién y degradacion.
Evaluacion experimental de las ROS

Debido a la gran reactividad de las ROS y a su escasa vida media, estas
especies no han podido ser detectadas experimentalmente hasta el adve-
nimiento de las técnicas de citometria de flujo y microscopia confocal. Estas
técnicas han permitido mediante el uso de un amplio niumero de molécu-
las fluorescentes, detectar especificamente las ROS en el momento de su
generacioén en las células vivas. La correcta aplicacion de estos marcadores
fluorescentes ha permitido observary evaluar muchas funciones dinamicas
celulares con gran precision. Algunas funciones o estructuras celulares pue-
den ser estudiadas sin necesidad de incorporar marcadores fluorescentes
exdgenos, puesto que se pueden relacionar con la presencia de moléculas
fluorescentes enddgenas o con interacciones fisicas especificas entre las

célulasy la luz.

La citometria de flujo utiliza células vivas para el andlisis de la actividad
oxidativa celular. Este analisis puede ser complicado por la posibilidad de
hallar multiples formas de oxigeno reactivo en la misma célula. Ademas el
oxido nitrico puede producir los mismos cambios en las propiedades épticas
del fluorocromo utilizado, iguales a las producidas por otras moléculas que

reaccionan con el oxigeno. El uso de agentes bloqueantes e inhibidores de
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enzimas puede ayudar a dilucidar la especie responsable del cambio 6ptico

producido en la sonda.

La dificultad del andlisis cuantitativo de las especies reactivas de oxi-
geno se debe principalmente a tres razones: (a) a la concentracién variable
de metales que puede catalizar o inhibir reacciones de los radicales libres;
(b) ala elevada concentracién intracelular de glutation, el cual puede formar
radicales tiol o sulfinilo o atrapar o reducirlas ROSy (c) a la presencia de otros

agentes colectores de radicales libres, como la espermina.

Larodamina, la fluoresceinay otros fluorocromos pueden ser reducidos
quimicamente a sus formas no fluorescentes. Estos derivados reducidos se
oxidan facilmente por algunas especies de oxigeno reactivas, a su forma
fluorescente. De esta forma pueden utilizarse como pruebas fluorogénicas
para detectar la actividad oxidativa en células y tejidos. Los fluorocromos
mas utilizados en citometria de flujo para la deteccién del estrés oxidativo
son los siguientes: la rodamina 123 (Rh123), la diclorofluoresceina (DCF) y
el hidroetidio (HE) entre otros. El diacetato de 2’, 7-dihidro dicloro fluores-
ceina H,DCF-DA se utiliza p_:;lra detectar los pergxidos en neutréfilos y ma-
créfagos y para detectar el estrés oxidativo en fendmenos toxicoldgicos en
hepatocitos, asi como para caracterizar el estrés oxidativo dependiente de
la hipoxia en levaduras y para observar efectos de la isquemia/reperfusion
en pulmoén y tejido cardiaco. La DCF se excita a 488 nm y emite a 530 nm.
El H,DCF reacciona con el peroxido de hidrogeno intracelular, mediante la
accion de peroxidasas, citocromo c o Fe*. De hecho se utiliza como sustrato
fluorescente para detactar y evaluar los peroxidos. El hidroetidio se utiliza
especificamente para detectary evaluar la generacién de radical superéxido,
se usa habitualmente para analizar el estallido respiratorio de los fagocitos.
Se ha observado en células no linfoides que su fluorescencia depende de
la cantidad de radical superéxido producido por la NADPH oxidasa ligada a
la membrana de la mitocondria. El HE citosélico muestra una fluorescencia
azul, pero una vez oxidado a etidio, se intercala en el DNA celulary cambia a
fluorescencia roja. EI HE y el H,DCF se utilizan conjuntamente para estudios

de estrés oxidativo.
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Figura 9.-.Analisis por microscopia confocal de la produccion de perdxidos. Imagenes obtenidas al incubar
hepatocitos de rata con ciclosporina A (0, 5, 25y 50 uM) durante 24 horas y con hidroetidio (HE) durante 30
minutos. (A) control, (B) ciclosporina A5 uM, (C) ciclosporina A 25 uM y (D) ciclosporina A 50 uM. El color rojo en el
interior de las células se corresponde con la cantidad de radical superdxido.

La microscopia confocal permite la visualizacién directa de la produc-
cién de radicales libres mediante la utilizaciéon de los mismos fluorocromos
utilizados para la citometria de flujo, que reaccionan con ellos de forma
especifica dentro de la célula. El diacetato de diclorodihrofluoresceina, antes
mencionado, es el fluorocromo mas utilizado para detectar el perdxido de
hidrégeno especificamente, ya que no es capaz de reaccionar con el anién
superéxido, mientras dihidroetidio es ademas capaz de reaccionar con el

radical superéxido.

El H,DCF-DA es un compuesto apolar que se incorpora a las células
donde se convierte en diclorodihidrofluoresceina (H,DCF) por accién de
unas esterasas intracelulares. EI H,DCF no presenta fluorescencia, pero al
ser oxidado por el peréxido de hidrégeno (no por el anién superédxido) se

convierte en fluoresceina (DCF) altamente fluorescente (verde).
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Figura 8.- Anlisis por microscopia confocal de la produccion de perdxidos. Imagenes obtenidas al incubar
hepatocitos de rata con cocaina (0, 50, 500, 1000 uM ) durante 24 horas y con yoduro de propidio y diacetato de
dihidrodiclorofluoresceina (H,DCH-DA) durante 30 minutos (A) control; (B) cocaina 50 uM; (C) cocaina 500 pM y
(D) cocaina 1000 uM. El mayor contenido en perdxidos se muestra en las células incubadas con cocaina 50 uM. En

Cy D las manchas en rojo debidas el yoduro de propidio, indican la existencia de células muertas.

H,DCF-DA + esterasas H,DCF + peréxidos DCF (verde)

Experimentos en nuestro laboratorio sobre mecanismos de hepatotoxi-
cidad producidos por farmacos, han permitido detectar y evaluar los niveles
intracelulares de peroxidos utilizando H,DCF-DA. La Figura 8 muestra por
microscopia confocal, las imagenes de cultivos primarios de hepatocitos de
rata incubados en presencia de cantidades crecientes de cocaina (0 - 1000
uM) después de haber sido tratados con H,DCF-DA. En la fotografia aparecen
en verde brillante sobre fondo negro las células viables que han generado
perdéxidos al ser incubadas con cocaina, los cuales han reaccionado con el
fluorocromo. La fluorescencia roja se debe al yoduro de propidio, que se

intercala en las cadenas de DNA y es un indice de células no viables.
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Otro ejemplo obtenido en nuestro laboratorio ha sido la evaluacion
del anion superdxido en cultivos primarios de hepatocitos incubados en
presencia de ciclosporina A (CsA). En este caso el fluorocromo elegido fue
el hidroetidio, selectivo del anién superdxido. La Figura 9 corresponde a las
imagenes de cultivos primarios de hepatocitos, obtenidas por microscopia
confocal, a las 24 horas de incubacién de con cantidades crecientes de CsA
(0 - 50 uM) después de haber sido tratados con el fluorocromo hidroetidio
(HE). Estos resultados indican que la célula en condiciones normales genera
anién superoéxido, que la concentracion de este idn se eleva frente a con-
centraciones bajas de CsA, y que disminuye en las condiciones de mayor

toxicidad por la pérdida de la viabilidad de las células en el cultivo:
Hidroetidio (HE) citosodlico azul

HE (azul) + radical superéxido  ETIDIO (rojo) que se intercala en las

moléculas de DNA

Respuesta adaptativa al estrés oxidativo

La integridad y la existencia de un organismo vivo dependen de la
regulaciéon de su propia homeostasis, por tanto la supervivencia de una
célula requiere el mantenimiento continuado de la homeostasis celular. En
condiciones fisioldégicas normales dicha homeostasis se encuentra continua-
mente agredida por agentes exégenos y enddgenos. Para hacer frente a estos
agresores, la célula ha desarrollado su propia protecciéon o mecanismos de
defensa, que implican la movilizacién de constituyentes celulares y la inte-
gracion funcional de componentes especificos de defensa, entre los que se
incluyen enzimas, tanto los asociados a membrana como los solubles citoso-
licos, que neutralizan los radicales libres. Estos sistemas enzimaticos regulan
los efectos perjudiciales de los agentes estresantes externos, aminoran las

alteraciones del medio celular interno y preservan la actividad celular.

El funcionamiento de estos antioxidantes es mas eficiente cuando las
actividades de sus componentes individuales actian coordinadamente.
Para conseguir el mayor grado de efectividad las defensas antioxidantes
coordinadas pueden, a su vez, actuar de manera concertada con los siste-
mas celulares de reparacion dedicados a restaurar las moléculas alteradas

por oxidacion.
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La respuesta adaptativa se refiere a la capacidad de un organismo o
una célula de resistir a los efectos perniciosos de un agente agresivo, cuando
éste se ha administrado previamente a pequenas dosis. Es este un fenémeno
ampliamente distribuido entre todos los seres vivos y entre los agentes agre-
sivos que inducen la respuesta adaptativa, cabe destacar: el estrés oxidativo,
el choque térmico, la radiacién, agentes alquilantes, metales pesados, etc. La

adaptacién implica la modulacién de la expresiéon de una serie de genes.

A nivel fisiolégico, el beneficio principal de la respuesta celular adapta-
tiva es proteger a la célulay al organismo de la agresion infligida por agentes
extranos. Tal respuesta protectora indica que la célula, una vez expuesta al
agente agresor, estad preparada para hacer frente a una dosis subletal de
dicho agresor. Aunque los primeros estudios sobre la respuesta adaptativa,
implicaron a los mecanismos de resistencia adquirida, la relevancia fisiolodgica
de las respuestas adaptativas son de naturaleza mas sutil. Por ejemplo, se ha
demostrado que el ejercicio fisico, que implica una elevacion en la situacion
de estrés oxidativo, conlleva una reduccién en la tasa de peroxidacién lipidica
producida durante el ejercicio. Los linfocitos de las personas expuestas por
su trabajo a dosis bajas de radiaciones ionizantes muestran una capacidad

mas elevada de reparacion.

Las células pueden sufrir una respuesta adaptativa frente la concentra-
ciones subletales de oxidantes. En situaciones de estrés oxidativo, es impor-
tante constatar, que las células presentan dos lineas defensivas. La primera
implica sistemas enzimaticos antioxidantes involucrados directamente en la
prevencion de la lesion oxidativa, como la superdxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa, y moléculas antioxidantes de bajo peso molecular,
como el glutation y el ascorbato. La segunda linea defensiva consiste en los
enzimas reparadores que eliminan o reparan las moléculas lesionadas por
oxidacion.

Es importante estudiar la caracterizacidon de la respuesta celular al estrés
oxidativo, como se regulan estos procesos y su particular comportamiento
en un tipo de células o tejido. Muchos genes se inducen en respuesta a las
distintas intensidades de estrés oxidativo y entre estos se incluyen factores

de trascripcioén, proteinas implicadas en la replicacién, proteasas, inhibidores
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de las proteasas, proteinas que afectan la proliferacién celular y diversos an-
tioxidantes (por ejemplo, la hemooxigenasa, la metalotioneina y la MnSOD).
La MnSOD se induce como consecuencia del estrés oxidativo y por accion
de un nimero de citoquinas que causan inflamacién. El incremento del flujo
electrénico dentro de la mitocondria conduce a la generacién de cantida-
des mas elevadas de ROS que necesitaran niveles mas elevados de MnSOD
para mantener en funcionamiento normal de la mitocoondria después de

una agresion oxidativa.

Las alteraciones en la proliferacién celular estan relacionadas intrin-
secamente con la patogénesis de muchas enfermedades. Algunas de las
respuestas celulares al estrés oxidativo reflejan citotoxicidad y citostasis,
mientras que otras ocasionan incrementos en la proliferacién celular. Algunos
genes que se inducen por estrés oxidativo se relacionan con la parada del
crecimiento celular, respuesta que puede permitir a la célula reparar el dafno
antes de replicarse. Este fenédmeno previene la fijacién de mutaciones aso-
ciadas con el dafno oxidativo al DNA. Sin embargo, la exposicién a oxidantes
puede activar la expresion de proto-oncogenes celulares, lo que conlleva a

un incremento en la sintesis del DNA y en la proliferaacién celular.
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Figura 10.- Respuestas celulares a la lesién oxidativa en relacion a la homeostasis y al desarrollo de enfermedad
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La Figura 10 proporciona un esquema general de las respuestas ce-
lulares al estrés oxidativo: las ROS pueden reaccionar con un numero de
macromoléculas celulares, entre las que se incluyen las proteinas, lipidos
y DNA. Estas interacciones promueven un numero de seiales tales como
la activacion de factores reguladores de genes (factores de transcripcion),
los cuales a su vez activan a los genes de respuesta al estrés oxidativo. En
consecuencia se sintetiza un numero de proteinas con diversas funciones:
enzimas reparadores del DNA, anzimas antioxidantes, proteasas, inhibidores
de las proteasas, citoquinas y proteinas que afectan la proliferacién celular.
Esta respuesta celular a las ROS pueden conducir a la restauracion de la fun-
cion celular normal y adaptacion al estrés oxidativo, la muerte celularo a la
proliferaciion aberrante. Las dos ultimas respuestas son las que conllevan a
una variedad de enfermedades entre las que se incluye el cancer. Los meca-
nismos implicados en la superacién de la agresion oxidativa son complejosy
dependen de una serie de factores tales como el estado de la diferenciacion

celular, la fase del ciclo celular, el contenido de antioxidantes, etc.

La expresion de genes y la sintesis de nuevas proteinas en respuesta
al estres parece ser especifica de células y tejidos. Estudios de hibridacion
han mostrado muchos clones cDNA que codifican transcritos mRNA que se
inducen después de una situaciéon de estrés oxidativo. La identificacion de
esos clones ha de mejorar nuestro conocimiento de los mecanismos de res-
puesta celular a situaciones estresantes y sus repercusiones en la reparaciéon

de la lesién oxisativa y la adaptacién a la lesion.
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