INTRODUCCION
ANGEL SANTOS RUIZ

Es altamente honroso para mi introducir esta monografia sobre Bioquimica y
Fisiopatologia del Estrés Oxidativo. La eleccién para este encargo eventual, por
parte de sus autores, parece que ha sido democrdtica; y me pregunto si en tal
decision no habrd influido, subconscientemente, aquella expresién de Joubert:
«Quand mes amis son borgnes, je les regarde de profil». En cualquier caso doy por
seguro que la amistad habrd tambien tenido parte y por supuesto, en lo que me
atafie, figura como razoén principal de ingerencia, puesto que implica uno de los
aspectos mds nobles de la vida humana: el afecto desinteresado de Aristételes: la
estima reciproca o bilateral de Platén; la virtud moral de Santo Tomas ...

Creo muy laudable que se haya impulsado esta publicacién porque considero
que es una transmision clara del interés por profundizar en esa dimensién, perma-
nentemente actual y dificil, cual es la fenomenologia biolégica del acontecer oxi-
dativo. Mi referencia selectiva en las paginas que siguen, procurard que no sea
excesiva y sé bien que no es labor mollar hacerlo con galanura. Por ello evitaré, en
lo posible, entrar en el laberinto inaugurado por Descartes que pretende demostrarlo
todo. hasta lo evidente: el juego es tentador, pero ocurre que, una vez en la marafia.
a veces falla la recuperacion del sentido real.

* k¥

El porqué de una monografia

Insisto en que, en el complicado panorama actual, los valiosos y constantes
avances cientificos enmarcan el riesgo de que el horizonte pierda su sentido de
servicio y dé paso a la rutina informadora. No esta de mads, por tanto, el tomar
actitudes pertinentes a la conservacién de los que son, opino, fines cientificos en-
riquecedores, principal objetivo de una relevante monografia. Esta se ha editado con
desprendida pulcritud por la Fundacién Casares Gil de la Real Academia de Farma-
cia del Instituto de Espaiia, entidad, que a todas luces, merece agradecimiento y
pldcemes por iniciativa tan encomiable.



No cabe duda que las gentes se identifican tanto por los rasgos congénitos como
por el sello que les imprimen los grupos sociales de que proceden. Las costumbres,
el nivel cultural y la situacién econémica, entre otras causas, gravitan indefectible-
mente sobre su realizar en el correr del tiempo. El paisaje en que se ha desenvuelto
el ser y estar de esta publicacion ha sido tan eminentemente investigador que lo
ambienta y lo explica. No es una mera exigencia pldstica, sino que permite llegar
mejor a su yo, y liberarle de interpretaciones parciales y caprichosas. Es indudable
que su vital telén de fondo ha sido en lo fundamental lo bioquimico y todo lo que
a €l concierne.

Ante todo conviene resaltar que, como resultado de una grata y eficaz colabo-
racion, surgieron las materias especificas que componen este volumen. Al procurar
la rigurosidad en el orden de insercién de los diversos asuntos a tratar se llegé a
la conclusién de escoger dieciséis temas. Todos ellos, cuidadosamente preparados,
han contribuido a una armoénica realizaciéon conjunta de atrayente formato. Los
apartados estdn acertadamente seleccionados con profusién de ilustraciones encaja-
das con mesura y entendidas como apropiado instrumento de comunicacién adecua-
da y estética.

Un encargo bien cumplido

Lejos estdn los autores de este opisculo de los interlocutores de una tertulia
retérica. Aunque de diferente procedencia, poseen el denominador comiin de ser
investigadores de cabeza y corazén. Su trabajo ha sido felizmante plasmado y, en
este aspecto, no es exagerado afirmar que su letra lleva consigo, como en tantos y
cuantos casos, un poderoso catalizador de actitudes reverenciales. Ello explica que
argumentos refutables en un intercambio de impresiones se antojan inexpugnables
cuando se presentan en hoja impresa, la cual induce al acatamiento. La senalizacién
es estdtica, pues viene dada de antemano por el desarrollo que cada autor ha con-
ferido a su argumento. La habilidad del lector deberd consistir fundamentalmente,
en convertir la lectura en una conversacion interior; en crear un dinamismo acertado
de reciproca interaccion entre el intelecto vigilante y la materia legible que yace en
la obra que maneja,

La pluralidad de temario y redactores de estas pdginas no ha constituido motivo
de fragilidad y dispersién. No diré que tengan la plenitud de los discursos cicero-
nianos, pero si afirmo que todo lo descrito ha resultado bien combinado. Tanto que
apenas se advierten los puntos de articulacién y soldadura, cuya visibilidad hubiese
restado al conjunto esa fuerza que da apariencia natural de cuerpo vivo. Consecuen-
temente, podria decirse que entre los ejecutores, ha existido una «concordia dis-
cors», esto es: presentan entre si diferencias particulares inmersas en una coinciden-
cia de puntos de vista generales.
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Dentro del plantel de relatores de esta obra seria arduo destacar a alguien salvo
a la ejemplar coordinadora Maria Cascales Angosto. No obstante parece razonable
una sucinta referencia nominal —con mi excepcion— en neutral y riguroso orden
alfabético: Alberto Alvarez-Barrientos, David Andrés-Garcia, Esther Ardite, Gusta-
vo Barja de Quiroga, Robert C. Callaghan, Carlos Cafete-Nicolds, José Vicente
Castell Ripoll, M.* Dolores Catald, Anna Colell, Virginia Corrochano, Carmen Diez-
Fernandez, Eraci Drehmer, José Carlos Ferndndez-Checa, Lourdes Ferndandez-Si-
mon, Carmen Garcia-Ruiz, Maria José Gomez-Lechon, Antoni Iradi, Montse Mart,
Jestis Marin, Merce Miranda, Salvador Moncada, Juan Manuel Montero Vazquez,
Albert Morales, Pilar Muiiiz, José Enrique O’Connor Blasco, Maria Rosario Oliva,
Sten Orrenius, Federico V. Pallardo, Elias Manuel Robles-Chillida, Guillermo T.
Saez, Miguel Angel Santos-Ruiz, Nuria Sanz Menéndez, Juan Sastre, Andrew F.G.
Slater, Victoria Valls, José Vifia y Asuncién Zaragoza Castellano. Se trata de per-
sonas con labor de resonancia cientifica y superior calidad; gran parte con eco
internacional y las demds camino de ello. No son, ciertamente, inconclusas prome-
sas sino bien estimadas realidades; y al escribir esto, deseo y espero estar bien lejos
de dar satisfaccion a agazapadas vanidades o de supervalorar individuales.

Lo histérico no avanza de forma lineal pero, en cualquier caso, lo decisivo es
que sucesos primordiales dejan una luz encendida como antorcha que no se extin-
gue y a la que puede recurrirse en nuestros dias en que el hombre busca el origen
y solucion de sus inquietudes, de sus apetencias y de sus necesidades. Los colabo-
radores de este libro han eliminado, pricticamente, lo accesorio dado que el acimu-
lo episddico no refuerza la energia ni el hdbito vital de lo abordado no caen, a
priori, en la maxima de Carlyle: «History. a destillation of rumour». De un expo-
sitor de minucias a un creador de situaciones hay andloga distancia que de un
alfarero a un escultor. Ha cuadrado, pues, retomar enjundiosos textos como los que
en el sumario se aluden y revalorizar por igual etapas nuevas o postergadas, a través
de erudicién, rigor conceptual y lenguaje exigente. Todo ello equivale a expresar
que los escritores no inventan sino que recuerdan y relatan con estilo propio; su
fruto, como aqui ocurre, cambia mayoritariamente de sabor, de forma y de perfume,
dentro de la irreductible individualidad. Se da el «revelare» y el «criterion»: un
aporte de voces y miradas: un conjunto inquietante y original que ayuda al descu-
brimiento imaginativo. El sincronismo entre los diferentes colaboradores es a todas
luces —digamoslo una vez mas— evidente. Sin acudir a erudiciones envolventes,
ni a enfadosas pedanterias, facilitan la entrada en la polifacética dgora del estrés
oxidativo.

Al fin y al cabo un libro es comparable con un ser vivo: puede ir sefialado con
colores mds o menos intensos o llevar, como paloma mensajera, multiformes nue-
vas. El lector lo cogerd o lo dejard, segiin tenga o carezca de aquello que buscaba.
A mi parecer son aleccionadores estos capitulos: su atinada interpretacién de los
mecanismos oxidantes, autoriza a asignar a tan esclarecedora prosa aquel fragmento
de la lirica de Jaroslav Seifert: «Oigo lo que no oyen los demads, pies descalzos
pisando terciopelo». Como eficiente comprobacion de lo antedicho incluyo, a ren-
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glén seguido, relacion de los argumentos contemplados: Radicales libres y antioxi-
dantes; Farmacos y hepatotoxicidad: Mecanismos moleculares de la hepatotoxici-
dad por firmacos; Sistemas de transporte del glutation a través de la membrana
plasmitica y mitocondrial; Glutation, antioxidantes y envejecimiento; Hepatotoxi-
cidad y senescencia; Radicales libres y modificacion oxidativa del DNA. Implica-
ciones en la carcinogenesis experimental y humana: Proteinas del estrés y hepato-
toxicidad; Regulacion redox de la muerte celular por apoptosis, Estrés oxidativo y
homeostasis del calcio; Oxido nitrico y enfermedades vasculares; Estrés oxidativo
inducido por intoxicacion etilica en higado; Metabolismo oxidativo de la cocaina en
higado: Hepatotoxicidad de la ciclosporina A. Firmaco de eleccién en la terapia de
los trasplantes: La enfermedad inflamatoria intestinal y radicales libres de oxigeno:
Andlisis del estrés oxidativo por citometria de flujo; Microscopia confocal y estrés
oxidativo en células.

Aspectos previos del acontecer oxidativo

En la actualidad es cada vez mds frecuente asignar a los radicales libres una
mision primordial en el mecanismo de toxicidad de diversos compuestos quimicos.
Los radicales libres, incluyendo las especies activas de oxigeno, se producen tanto
en las condiciones fisiolégicas normales como en las patolégicas. En consecuencia,
las c€lulas desarrollan una serie de sistemas de defensa frente a su accién perniciosa

a) Estrés oxidativo. Cuando la generacidn de especies activas de oxigeno y
radicales libres sobrepasa la capacidad de los sistemas antioxidantes defensivos, se
induce una situacion de estrés oxidativo que, en mayor o menor grado, puede llegar
a producir lesiones celulares reversibles o irreversibles. No hay que olvidar que los
seres vivos se encuentran inmersos en una atmdsfera que contiene oxigeno, cuya
molecula es un biradical y posee dos electrones desapareados. Afortunadamente, en
la configuracién de la molécula de O, estos electrones aparecen en diferentes orbi-
tales. lo que al limitar su reactividad permiten que las moléculas orginicas no
sufran una oxidacién espontdnea y explosiva. Por otra parte, en la reduccion del
oxigeno molecular a agua se incorporan cuatro electrones y se genera asi un aporte
energético que utilizan los seres vivos para sus procesos metabdlicos. Sin embargo,
en dicha reduccion se generan especies intermedias reactivas como subproductos de
la cadena respiratoria mitocondrial, que presentan gran toxicidad cuando no se
eliminan de manera adecuada.

La generacion de dichas especies activas aparece incrementada en variados
estados patoldgicos y en el envejecimiento. Cada vez son mas las enfermedades en
cuya etiologia se encuentran agentes prooxidantes y cuya terapéutica tiende a aso-
ciarse con la administracion de compuestos inhibidores de la oxidacion.
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b) Proteinas del choque térmico. Las proteinas del choque térmico —HSP,
Heat Shock Proteins, o proteinas del estrés—, las denominadas «chaperoninas» o
mas bien «carabinas», estdn siendo ahora objeto de una gran atencion por escogidos
grupos de investigadores. Son proteidos que ayudan al plegamiento de otros, y a su
restauracion o eliminacion cuando la lesion es irreversible. Su descubrimiento tuvo
lugar en condiciones de estrés térmico pero, recientemente, se ha sefialado que estian
involucrados en situaciones de estrés intracelular. Entre las distintas respuestas del
genoma celular, la calificada de heat shock (HS) implica una adaptacién que inclu-
ye la regulacién de genes HS y la funcién de las antes citadas HSP. La induccién
de la transcripcion de las HSP constituye una respuesta rapida frente a situaciones
de estrés agudo o crénico. Entre los estimulos que conducen a la expresion de los
genes HSP cabe citar los agentes que desnaturalizan las proteinas, los estados fisio-
logicos alterados y la respuesta inmune; en todos estos casos es imprescindible un
incremento de la sintesis proteica. Unas HSP son constitutivas mientras que otras
se sintetizan bajo la influencia de diversos perturbadores celulares, entre los que se
citan los derivados del estrés oxidativo. La expresion de las HSP se regula a nivel
transcripcional. El incremento de la transcripcion en respuesta a una situacion de
estrés necesita la union del heat shock factor, (HSF), a una secuencia del DNA, que
se localiza en la regién promotora de los genes inducibles por calor. EI HSF se
encuentra en forma inactiva en el citoplasma de células no estresadas, pero un
aumento en la temperatura o en el estrés, lo activa mediante su traslocacion al
nicleo y su oligomerizacion. La conversién del HSF monémero inactivo a HSF
oligomero activo es condicion esencial para la transcripcion de la HSP en mamife-
ros y concretamente en el ser humano.

¢)  Drogas de abuso: Desde tiempo ha, el etanol o alcohol etilico es la droga
de abuso mds utilizada por el ser humano de todos los tiempos; en nuestro mundo
es cada vez mis acusada la incidencia de la enfermedad hepatica alcohdlica, espe-
cialmente entre la poblacién joven. La intoxicacion etilica, tanto aguda como cro-
nica, estd intimamente ralacionada con el estrés oxidativo resultante de una elevada
produccion de radicales libres y tambien con una disminucion de la defensa antioxi-
dante. Los cambios inducidos en la peroxidaciéon de lipidos y las lesion del DNA
son pruebas de esta alteracion en el equilibrio prooxidante/antioxidante. El aumento
adaptativo de los mecanismos hepaticos de defensa solamente contrarresta parcial-
mente la masiva generacion de radicales libres prooxidantes en casos de intoxica-
cion etilica cronica.

Otra droga de abuso, la cocaina, origina efectos hepatotéxicos, tanto en anima-
les de experimentacion como en seres humanos. La toxicidad de este estupefaciente
se debe tanto a la formacion de radicales libres derivados de su metabolismo oxi-
dativo como a las especies activas de oxigeno (ue se generan como subproductos.
Es destacable la potenciacién de su toxicidad cuando se ingiere unida al etanol,
debido a la formacion de un metabolito que surge de la reaccion entre ambas
sustancias. el cocaetileno. Ademds cada dia es mas alto el abuso simultineo de
ambas drogas dado que el efecto euforizante de la cocaina resulta mds duradero
cuando se ingiere unida el etanol.
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A pesar de lo anterior, hay que tener muy en cuenta que las situaciones de esirés
oxidativo tambien es posible que sean provocadas en el organismo por compuestos
empleados con fines terapéuticos. Este es el caso. por ejemplo, de la ciclosporina,
farmaco de eleccién en la terapia de los trasplantes, cuyo uso se encuentra limitado
por su neuro, nefro y hepatotoxicidad. En el caso concreto del higado, la ciclospo-
rina libera especies reactivas de oxigeno, por lo que una posible perspectiva tera-
péutica residiria en su administracion conjunta con agentes antioxidantes.

d) Senescencia. Se han expuesto teorias variopintas para explicar el envejeci-
miento, que se han ido descartando por falta de apoyo experimental. Hoy dia la
causa que atribuye a los radicales libres de oxigeno una accién predominante en la
senescencia tiene cada vez mds adeptos. El efecto de la senescencia sobre los
sistemas involucrados en la defensa hepatocelular frente al estrés oxidativo, origi-
nado por la hepatotoxicidad de farmacos, recibe cada vez mas atencion. Sin duda,
una parte elevada de nuestra sociedad, que suele ser la que consume mayor cantidad
de farmacos, exhibe una mayor casuistica de reacciones adversas inesperadas. Estas
respuestas nocivas pueden ser debidas a que el envejecimiento incrementa la sen-
sibilidad al dafo hepatotéxico de los farmacos o afecta a su vida media. Los me-
dicamentos pueden convertirse en letales si su biotransformacién es lenta, o no
ejercer su efecto terapéutico si su biotransformacion es rdpida: este segundo caso
cabe ocurra cuando el anciano recibe simultineamente dos o mds medicamentos y
uno de ellos acelera la biotransformacion de los otros. Por ello, el conocimiento de
los mecanismos de toxicidad, de la interaccién de los farmacos y de las alteraciones
que se derivan del envejecimiento, ayudard a disefiar pautas de terapia geridtricas
y, por tanto, una medicina preventiva mds racional y menos costosa que las utili-
zadas hasta el momento,

e) Terapia antioxidante. Logicamente el tratamiento del estrés oxidativo pre-
ocupa a los investigadores. Los ensayos llevados a cabo hasta ahora confirman que
su prevencién parcial se logra mediante suplemento de antioxidantes como los
tocoferoles y el dcido ascorbico, los precursores del glutation como la N-acetil
cisteina 0 la induccién de enzimas implicados en la eliminacién de las especies
activas de oxigeno o radicales libres, como la superéxido dismutasa, catalasa, glu-
tation peroxidasa y glutation-S-transferasa. Los antioxidantes pueden actuar, en
general, a través de cuatro mecanismos biolégicos fundamentales: reduciendo la
produccion de radicales libres, como los quelantes de los derivados activos del
hierro; atrapando directamente los radicales libres. como la glutation transferasa;
interrumpiendo los procesos de peroxidacion (vitamina E); reforzando las reservas
naturales de defensa antioxidativa.

Cuando una situacién de estrés oxidativo llega a un punto irreversible origina
la muerte celular, tanto por necrosis como por apoptosis. Concentraciones elevadas
del especies reactivas de oxigeno inducen la necrosis, mientras que concentraciones
bajas son responsables del suicidio celular o apoptosis, la cual puede ser prevenida
por la accién de antioxidantes.

16



f) El éxido nitrico. Supongo que, en conexion con estos temas es aconsejable
resefar, aunque sea muy brevemente, las apasionantes investigaciones de Salvador
Moncada concernientes al denominado NO u 6xido nitrico, quien consiguié demos-
trar que la génesis de este compuesto, a partir de la arginina, por las células endo-
teliales vasculares, estaba involucrada en las propiedades del denominado endote-
lium derived relaxing factor (EDRF). Posteriormente su grupo de trabajo aclaré que
el NO es la molécula endégena responsable de la estimulacion de la guanilato
ciclasa soluble en tejidos varios, como el cerebro, la glindula adrenal o las plaque-
tas. El NO es, asimismo, un factor citotéxico liberado por los macrifagos activos
después de la agresion inmune. Estas dos propiedades, comunicacion intercelular y
citotoxicidad. estdan subordinadas a la produccion de NO cuantitativamente diferen-
te por dos isoformas de la oxido nitrico sintasa (NOS). Una es constitutiva, citoso-
lica, dependiente del calcio y la calmodulina y libera picomoles de NO en respuesta
a estimulo a través de receptor. En la otra su expresion génica es inducible por
estimulos inmunolégicos; es citosdlica, independiente del calcio, libera nanomoles
de NO durante periodos sostenidos y su produccion es inhibida por glucocorticoi-
des. Ambas formas dependen del NADPH vy de la tetrahidrobiopterina. El 6xido
nitrico es una molécula pequeiia gaseosa con una elevada reactividad que se difunde
en ¢l misculo vascular liso donde activa la guanilato ciclasa soluble dando lugar al
¢GMP que es el responsable de la relajacién muscular y de la dilatacion de los
vasos sanguineos. Las evidencias acumuladas desde el descubrimiento de la via L-
arginina indican la relevancia del NO en biologia. El 6xido nitrico es el mecanismo
de transduccion de la guanilato ciclasa soluble y activa otros enzimas. Como tal, el
NO proporciona las bases bioquimicas a una variedad de funciones biol6gicas; es
un efector inmunoldgico que explica el fenémeno de la inmunidad no especifica,
por la que desempefia funciones idéneas fisioldgicas y posee propiedades de defen-
sa del huésped.

Como final de este apartado parece prudente destacar el papel de las nuevas
tecnologias en el estudio del estrés oxidativo que han colaborado en la deteccién de
especies activas y en la observacion del efecto de agentes téxicos sobre su genera-
cién intracelular en tiempo y espacio. La citometria de flujo permite evaluar en
pocos minutos multitud de parametros celulares. requiriendo para ello muy pocas
células en suspension. Por otra parte, la microscopia de fluorescencia y confocal
detecta con elevada resolucion cambios intracelulares evidenciables mediante fluo-
rocromos especificos. Tales técnicas se encuentran en pleno desarrollo y suponen
un futuro alentador para la resolucién de problemas fisiopatolégicos de etiologia
hasta la fecha desconocida.

Todavia algo mas

La ciencia desde tiempos de los drabes ha tenido dos funciones: capacitarnos
para conocer: prepararnos para hacer. Los helenos, con la excepcion de Arquime-
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des, sélo se interesaron en conocer, pero la ciencia espafiola ha procurado que sus
integrantes hagan. Ha habido voluntad y dedicacion a tareas varias; se ha dado
entendimiento para la bisqueda de nuevas rutas del conocimiento y sea esto dicho
sin petulancia. Hoy, a propésito de esta publicacion concreta, paréceme que muchos
podemos estar de acuerdo en una justa y calurosa apologia. Y lo afirmo enfrentin-
dome con el creciente grado de intelectualizacién que tiende a hurtar afectividad.
No quisiera dar la razén en este caso a Guiraud, para quien el hombre moderno se
encuentra desorientado en el deseo.

La ciencia hispana, con insistencia laudable, ha intentado mejorar su calidad a
través de una labor honesta e ingente a la que fielmente se han entregado mujeres
y hombres. Con el brotar un dia y otro de una doble corriente: el servicio a la
sociedad: la individual satisfaccién. Es veridico que alguna vez se ha estado expues-
to. por circunstancias miltiples —incomprensiones, desacertados planteamientos,
celotipias— a caer en tierra. pero ha resurgido cual Ave Fénix, en enfitico decir,
y conseguido proseguir la tarea con renovado impetu. Un trabajo rentable es obvio
si se mantienen las causas nobilisimas que pueden permitirle: dedicacion, despren-
dimiento, sabiduria; como escribia Rubén Dario, se debe realizar: «porque es bello
el bien». En este aspecto, en Espafia grupos selectos de investigadores se han
afanado en tareas conducentes a difundir la verdad que, como es légico. no es
pertenencia individual de nadie sino comin patrimonio.

Consecuentemente es de presumir, justificadamente, que esta obra sea de ahora
en adelante de aleccionadora consulta y a ella acudan los interesados en sus saberes
bioquimicos genuinos. Al introducir y aconsejar su lectura he intentado no ser un
cronista ensalzador, pero a mi entender, ofrece una informacién suficiente junto a
un mapa de saberes atractivos para el erudito, como el reparto del indice lo demues-
tra elocuentemente. En conjunto es un mensaje destacable apoyado en una comu-
nicacion jugosa y atrayente. La clave estd en su misma itinerancia: es una mision
y no un pasatiempo; es un proposito y no una casualidad.

Reitero que esta obra implica un recorrido por el mundo oxidativo, transforman-
te e inquisidor. De ahi que su manejo imponga una exigencia redoblada, fiel a lo
manifiesto en el texto de una parte y de otra atenta a lo que los distintos capitulos
apuntan de posible plenitud. La capacidad de articular la simultaneidad de lo ale-
jado con el despliegue actual de acontecimientos y figuras, fundiéndose en un sélo
devenir, establecen una trama densa. Hay un animus bueno y un animus malo. El
fracasado, el avasallador, el ambicioso, tienen un animus peyorativo que se mani-
fiesta en sus apreciaciones; en cambio el hombre honesto, lleva dentro de si un
animus meyorativo que se trasluce igualmente en sus juicios. Quisiera y espero. que
mi intervencion presentadora sea, como seifialaba al comienzo, la del amigo: cons-
tructiva, amable y oportuna.

Y termino ya. El pecado de desmesura —la hyvbris de los griegos— atenta
contra los limites que nos impone nuestra condicion de seres finitos y temporales
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y no quisiera yo rebasarlos en esta disertacion. Mi encargo no podia ser otro que
un genérico apuntar desde impresiones equilibradas. Supongo que habrd quedado
didfana mi alineacion de la subjetividad. Solamente he intentado refrendar las po-
sitivas derivaciones de esta monografia que desde ahora se somete a publica utili-
zacion y enjuiciamiento.

En conexién con todo lo anterior desearia que ninguno de los que lean estas mis
deshilvanadas lineas sienta en su dnimo la comezén de actualizar la rima de San
Juan de la Cruz:

«No quiera enviarme
de hoy mds ya mensajero
que no saben decirme lo que quiero...»
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1. LA TOXICIDAD DEL OXIGENO

Se suele admitir que los primeros experimentos controlados que demostraron el
efecto téxico del oxigeno sobre los organismos animales fueron realizados por Paul
Bert a finales del siglo pasado. Sin embargo, Carl Wilhem Sheel ya describe por
primera vez los efectos negativos del oxigeno sobre los seres vivos en 1777 (1).
Esto ocurria sélo dos afos después de que Sheele y Joseph Priestley (2) descubrie-
ran a la vez e independientemente esta molécula. Desde el siglo pasado y durante
los primeros seis decenios del presente se han ido acumulando datos descriptivos
sobre la letalidad y las consecuencias patoldgicas de la exposicion animal a altas
presiones parciales de oxigeno. Asi, se ha descrito que la toxicidad del O, es mayor
cuanto mds alta sea la tasa metabdlica de la especie animal considerada. Esto tiene
que ver probablemente con la alta letalidad de este gas en los homeotermos (como
los mamiferos), y con el aumento de sensibilidad al oxigeno de los poiquilotermos
conforme se eleva la temperatura.

En los mamiferos y en el hombre existen tres érganos especialmente sensibles
in vivo, Si se trata a muchos mamiferos con oxigeno puro a tensiones normobiricas
se produce la muerte en periodos tan cortos como 72 horas por dafio al tejido
pulmonar, uno de los expuestos a tensiones de oxigeno mds altas en el organismo,
acompanado en las etapas finales de edema y hemorragia (efecto Lorraine-Smith).
La utilizacion de concentraciones menores de oxigeno (incluso inferiores al 50%)
a presién normal, puede causar ceguera irreversible en nifios prematuros por dafo
a la retina (fibroplasia retrolental). Si se suministra oxigeno puro. pero a presiones
hiperbdricas (a mads de 2-3 atmésferas), aparece una toxicidad aguda sobre el sis-
tema nervioso (efecto Paul Bert) que se manifiesta con estados convulsivos que
recuerdan a la epilepsia «de gran mal» y que pueden dar lugar a la muerte en horas
o minutos segtin la dosis de exposicion empleada. Hoy sabemos que el tejido ner-
vioso es altamente sensible al oxigeno y su mayor resistencia in vivo en relacion al
pulmon se debe a su menor grado de hiperéxia tisular resultante de la saturacion de
la hemoglobina a presiones parciales del orden de sdlo 100 mm de Hg.

A pesar de la gran acumulacion de descripciones sobre los efectos nocivos del
oxigeno a muchos niveles de observacion, durante mucho tiempo se carecié de
teorias que pudiesen explicar su toxicidad. El primer mecanismo general propuesto
consistié en suponer que el oxigeno inactivaba enzimas que presentaban grupos
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tiélicos esenciales en su forma reducida. -SH, (3). Aunque este mecanismo se ha
demostrado experimentalmente para algunas enzimas como la nitrogenasa bacteria-
na, la glutamato descarboxilasa de cerebro de pollo, o la enzima glucolitica glice-
raldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (4), estd claro hoy en dia que no puede explicar
mas que una pequefia parte de los procesos celulares alterados por el oxigeno. No
deja de ser interesante, sin embargo. que uno de los principales sistemas protectores
frente a este tipo de inactivacion sea el tripéptido glutation, una substancia impor-
tante en la defensa frente a los radicales libres.

2. RADICALES LIBRES

Hoy sabemos que la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas biolégicos
se debe a que la utilizacion del oxigeno por las células da lugar a la generacién de
radicales libres. Un radical libre es una molécula o dtomo que posee un electrén
desapareado en su orbital mds externo. La teoria de la toxicidad del oxigeno por
radicales libres fue propuesta por primera vez por la investigadora argentina Rebeca
Gershman en 1954 (5) como consecuencia de sus experimentos con O, hiperbdrico
y de las observaciones previas de Ozorio de Almeida sobre la similitud de las
alteraciones histolégicas producidas por el oxigeno hiperbdrico y por las radiacio-
nes, ya que se sabia que estas dltimas dafian en gran medida a través de la gene-
racion de radicales libres. Rebeca tuvo también la habilidad de unir a estas obser-
vaciones con el concepto cldsico expuesto por Michaelis en 1940 «toda oxidacién
(o reduccidon) solo puede producirse en pasos de oxidaciones (o reducciones) de
cardcter univalente» (6), que fue desechado debido en gran medida a la oposicién
y autoridad de Otto Warburg, quien defendia el cardcter tetravalente de las oxida-
ciones biolégicas como el que hoy sabemos que se da a nivel de la citocromo
oxidasa mitocondrial. La teoria no recibid sin embargo un impulso definitivo hasta
el descubrimiento de la superdxido dismutasa en 1969 por Joe McCord e Irwing
Fridovich (7), lo que ponia de manifiesto la existencia y relevancia de un radical
libre (el superéxido) en las células aerobias.

La via univalente de reduccion del oxigeno (Fig. 1) da lugar a tres formas
«incompletamente reducidas» del oxigeno entre éste y el agua, el radical superéxido
(0,), el peréxido de hidrégeno (H,0,), que no es un radical pero puede generarlos
y el radical hidroxilo (OH). El radical superdxido, contrariamente a puntos de vista
previos, carece de reactividad suficiente para atacar directamente a las macromolé-
culas. Sin embargo, en presencia de trazas de catalizadores metdlicos como el hierro
o el cobre, la combinacién del O, y el H,0O, en la reaccién de Fenton o Haber-
Weiss da lugar a OH' (Fig. 2). El verdadero papel del O, en esta reaccion es el de
actuar como reductor del hierro. Como se observa, el O, necesita al H,O, para
poder producir la especie oxidante (OH'), mientras que el H,0, no necesita al
O, para poder hacerlo. Esto, junto con la presencia del H,O, en las células a
concentraciones muy superiores a las del O, convierte al peréxido de hidrégeno
en una especie con gran capacidad de generar dafio oxidativo a pesar de no ser un

24



O2, VIA UNIVALENTE

4e’

COX

H,0

Figura . 1 En la via univalente de reduccién del oxigeno se forman especies activas incomple-
tamente reducidas por adicion secuencial de electrones de uno en uno en el siguiente orden:
radical superéxido (O,°), peroxido de hidrogeno (H,0,), y radical hidroxilo (OH ). En cambio,
la adicidn de cuatro electrones al oxigeno, como ocurre en la citocromo oxidasa mitocondrial
(COX), permite su reduccion a agua sin que se liberen radicales de oxigeno.

HABER-WEISS, FENTON

z 3+ 2+
02+ Fe b 02+ Fe

2+ 3+ :
H202+ Fe — Fe + OH + OH "

0:2+ H202 ——— OH-‘+‘ OH + 02

Figura 2.  En la reaccion de Haber-Weiss o de Fenton, el superdxido reduce el hierro férrico
a ferroso, y éste reduce monoelectranicamente al peroxide de hidrogeno, dando lugar a la
formacion del radical hidroxilo, altamente reactivo. El hierro no se consume en el proceso,

actuando como catalizador del mismo. El cobre puede substituir al hiervo oscilando entre las

valencias +2 y +1.

[8]
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radical libre. El OH es considerado hoy el principal iniciador del ataque a todo tipo
de macromoléculas, aunque existen otros iniciadores propuestos. Esta substancia sin
carga neta es una de las especies mds reactivas presentes en el organismo. Su
electron desapareado puede reaccionar inespecificamente con casi cualquier tipo de
molécula a 2-3 didmetros moleculares de su lugar de formacioén. La alta reactividad
del OH impide su difusion a largas distancias a través de la célula, papel que le
corresponderia al H,0,. Este dltimo seria, por tanto, también responsable de la
propagacion del dafio oxidativo entre fracciones subcelulares. Se ha demostrado
generacion de O, y H,O, por parte de enzimas y mediante la autooxidacion de
moléculas biolégicas en casi todas las fracciones celulares incluyendo la citosélica,
mitocondrial, peroxisémica, microsémica asi como en las membranas plasmdtica y
nuclear. La presencia simultinea de estas dos substancias (o sélo de H,0,) puede
generar OH en la mayoria de los rincones celulares. La necesidad de la presencia
de metales de transicion en la reaccion de Fenton convierte al hierro y al cobre (los
mds abundantes en los sistemas biolgicos) en agentes esenciales como catalizado-
res del dafo oxidativo.

Por otra parte, si al oxigeno basal (forma triplete), que es un biradical con
espines paralelos, se le suministra energia suficiente, uno de sus dos electrones
desapareados sufre una inversién de espin quedando ambos antiparalelos, lo que le
confiere una gran reactividad (oxigeno singlete). Las reacciones oxidativas en las
que interviene el oxigeno singlete se manifiestan y son cuantificables por la emisién
espontdnea de quimioluminiscencia de baja intensidad en todo tipo de células. La
mayoria de los autores han dejado de considerar al singlete como iniciador biol6-
gico del dafio oxidativo. De todas formas, uno de los mejores marcadores del
singlete es la emisién de quimioluminiscencia. Dicha emision es la base de métodos
de medida del estrés oxidativo de maxima sensibilidad, aunque presentan la desven-
taja de no poseer especificidad en cuanto a la especie emisora.

3. FUENTES DE RADICALES LIBRES

En los tejidos sanos la fuente principal de radicales libres son las mitocondrias.
Esto se debe a que estos organulos son responsables de mds del 90% del consumo
de oxigeno celular y a que los radicales libres en los sistemas biolégicos proceden
siempre, en tltimo término, del metabolismo del oxigeno por la via univalente. De
los cuatro Complejos responsables del transporte electrénico en la cadena respira-
toria, se ha observado produccién de radicales libres en mitocondrias aisladas en
el Complejo I (8) y en el Complejo IIT (9). En el caso del Complejo I, los can-
didatos mds probables como generadores de radicales libres parecen ser los centros
hierro-sulfurados (10), mientras que en el caso del complejo III se ha debatido
intensamente sobre si podrian corresponder a la semiquinona (9) o al citocromo b
(11). Entre las posibles consecuencias de esta produccion mitocondrial de radicales
libres se encuentran enfermedades como el Parkinson (12) o el mismo proceso del
envejecimiento (13), durante el cual se sabe que el dano oxidativo al ADN mito-
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condrial es mucho mds acusado que en el nicleo, y parece acumularse exponen-
cialmente con la edad (14). Esto podria contribuir a la acumulacién de deleciones
y mutaciones que se da en los tejidos post-mitoticos de este ADN en los individuos
viejos.

Cuantitativamente, la segunda fuente principal de radicales libres son los fago-
citos del sistema inmune. Al encontrarse con un agente infeccioso, las células po-
limorfonucleares y los macréfagos experimentan un aumento muy acusado de su
consumo de oxigeno llamado «estallido respiratorio». Dicho consumo ocurre prin-
cipalmente en la membrana plasmdtica donde un complejo enzimdtico, la NADPH
oxidasa, se activa y produce radicales de oxigeno a partir de oxigeno basal y elec-
trones derivados de la via de las pentosas (15-17). Estos radicales libres contribu-
yen de forma acusada a la destruccién o inactivacion del agente infeccioso de
modo directo, o por combinacién con halégenos como el cloro para generar agen-
tes extremadamente reactivos como el hipoclorito o las monocloraminas. El com-
plejo NADPH oxidasa estd compuesto, al menos, por una flavoproteina y un ci-
tocromo b heterodimérico de membrana, a los que se les suman dos proteinas
citosélicas (p67 y p47) durante la activacion del complejo. En dicha activacion
intervienen fosfolipasas C y D reguladas por proteinas G, y el mecanismo intra-
celular incluye aumentos de concentracion de calcio y fosforilacion de las proteinas
p67 y p47, procesos que parecen estar modulados por GTP y magnesio. La impor-
tancia de la generacion de radicales libres en la defensa frente a las infecciones se
pone de manifiesto en la enfermedad crénica granulomatosa en el hombre, en la
que se produce una deficiencia congénita de NADPH oxidasa que da lugar a in-
fecciones recurrentes por bacterias y hongos y a la muerte entre la infancia y la
madurez. Aunque la produccién de radicales libres por los fagocitos es (til para
el organismo, en muchos procesos patologicos se produce infiltracién secundaria
de estas células del sistema inmune en los 6rganos afectados. De este modo, se ha
propuesto que el dafio oxidativo durante la hiperdxia, el sindrome de isquemia-
reperfusion, el ejercicio, la endotoxina en el choque séptico, la esclerosis multiple,
el humo del tabaco, las fibras de asbestos u otros procesos puede deberse, en parte.
a la produccién excesiva de radicales libres por las células fagociticas. También se
sabe que la inflamacién crénica estd asociada con el aumento de la frecuencia de
muchos tipos de canceres. Esto podria deberse al dafio prolongado producido por
las células fagociticas en el material genético del tejido inflamado, que podria dar
lugar a los procesos de iniciacion y/o promocion tumoral y a su fijacién mediante
mitosis (18).

Otro papel relevante de los radicales libres en relacion con los procesos pato-
l6gicos es su produccion durante el sindrome de isquemia-reperfusion. La compren-
sion de este fendmeno es primordial, ya que la isquemia cerebral y de miocardio es
la principal causa de muerte en las sociedades avanzadas. El dafio irreversible
durante la isquemia se debe fundamentalmente a la falta de oxigeno, que da lugar
a caida de la concentracién de ATP, degradacion de AMP y acumulacién de hi-
poxantina, a la vez que se estimula la glucolisis anaerobia con la consiguiente
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acidificacion del tejido. La reperfusion a tiempo es esencial para evitar la necrosis
tisular. Sin embargo, se sabe que durante la reperfusion se produce un dafo adicio-
nal debido a la produccion de radicales de oxigeno. La hipdtesis cldsica para expli-
carlo (19) consiste en la conversién de la enzima xantina deshidrogenasa a la forma
xantina oxidasa durante la isquemia. Al llegar la reoxigenacion, estando presentes
tanto la enzima como su substrato, se produce la conversion de la hipoxantina en
xantina y dcido tirico. Los electrones liberados por la hipoxantina no pasan al NAD
como ocurre con la forma deshidrogenasa de la enzima, ya que la forma oxidasa los
cede al oxigeno molecular, formando radicales libres, Otro mecanismo alternativo
consiste en el aumento del grado de reduccién de los transportadores de electrones
de la cadena mitocondrial durante la isquemia hasta valores cercanos al 100%,
debido a la falta de aceptor natural, el oxigeno. Al aparecer siibitamente el oxigeno
durante la reperfusion, dichos electrones son facilmente cedidos al mismo a partir
de dicha cadena, aumentando de forma acusada la generacién de radicales libres. Se
ha propuesto también la intervencion de los fagocitos durante el sindrome de isque-
mia-reperfusién. Los radicales libres también estdn implicados en la oxidacién de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL), lo que es esencial para su fagocitosis por
macréfagos que los convierte en células espumosas. Dichas células intervienen en
la formacion de la placa arteriosclerdtica en las paredes de los vasos sanguineos, un
proceso bdsico que estimula la aparicion de las enfermedades cardiovasculares.

Muchos de los procesos anteriores relacionan a los radicales libres con procesos
daiiinos para el organismo. De todos modos, cuando sus niveles se controlan ade-
cuadamente, los radicales libres también intervienen en procesos ttiles para el in-
dividuo. Esto es quizds lo que ha impedido su eliminacion en el curso de la evo-
lucién, segin se ha revisado recientemente (20). Dichos usos dtiles incluyen
procesos muy variados como la defensa frente a la infeccidn, la destoxificacion de
xenobidticos, la reduccién de ribonucledsidos, las acciones de hidroxilasas y dioxi-
genasas, la carboxilacion del glutdmico, la sefalizacion celular por 6xido nitrico (un
radical libre), la deteccion de la pO, en el cuerpo carotideo, la transduccién intra-
celular de sefiales a través de factor nuclear kappa-B y los productos génicos c-fos
y ¢-jun, la modulacion de segundos mensajeros como el GMP ciclico, las acciones
de prostaglandinas y leucotrienos, la agregacion plaquetaria. la coagulacion sangui-
nea, el potencial de membrana, la elevacion antipolispérmica de la membrana de
fecundacion, la defensa interindividual en los insectos, o la bioluminiscencia (21-
34). Se ha descrito también un papel para los radicales libres durante la generacion
de calor mediante termogénesis sin escalofrio (35).

4. PEROXIDACION LIPIDICA

Todo proceso de peroxidacién de macromoléculas ocurre en tres etapas bien
definidas: iniciacién, propagacion y terminacién. En el caso mds conocido y quizds
mds importante desde el punto de vista de la toxicidad aguda —la peroxidacion
lipidica— la iniciacién consiste en la extraccién de un electrén de un carbono
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contiguo a un doble enlace por parte de un iniciador como el OH (Fig. 3). De entre
todas las macromoléculas presentes en los tejidos animales, los dcidos grasos po-
lilnsaturados son las mds sensibles al ataque por radicales libres debido a la pose-
sion de dobles enlaces. Se forma asi un radical alquil (L) que se convierte en
peroxil (LOO) por adicién de oxigeno y que en varias reacciones, como su reduc-
cion a hidroperdxido (LOOH), puede dar lugar a propagacion de la peroxidacién al
generar otro radical alquil (L) en el dcido graso contiguo en la membrana. La
propagacion explica el cardcter de reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica,
mediante la cual una sola iniciacion puede dafiar un gran nimero de moléculas. La
reaccion se termina por la reaccion de radicales (por ejemplo de tipo alquil) con-
tiguos, dando lugar a puentes cruzados (L-L), o mediante la fragmentacién del dcido
graso en gran nimero de productos como el malondialdehido (el marcador mads
ampliamente utilizado), el 4-hidroxinonenal o alcanos que aparecen en el aire es-
pirado (base del tinico método de medida no invasivo). Aunque estos procesos se
han estudiado fundamentalmente con dcidos grasos insaturados y sus ésteres, pare-
cen darse procesos andlogos con otros lipidos como los esteroides. Los productos
de los lipidos autooxidados son normalmente muy complejos porque se pueden

PEROXIDACION LIPIDICA
LH _~OH -

(INICIACION)
. "H,0
0o --...I; <
LOO- LH
(PROPAGACION)

LOOH LF

;

LO: =—> LOH (TERMINACION)

o i

(FRAGMENTACION)
(MDA, etc.)

Figura 3. Esquema resumen de las reacciones principales de la peroxidacion lipidica. LH =
lipido intacto; L = radical lipidico alquil; LOO = radical lipidico peroxil; LOOH = ludrope-
roxido lipidico: LO = radical lipidico alcoxil; LOH = hidréxido lipidico (estable).
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formar muchas substancias distintas con solo unas pocas reacciones bdsicas de
propagacion. Ademds, los productos de la autooxidacion, los hidroperoxidos y los
perdxidos ciclicos, son a su vez especies muy reactivas, lo que da lugar a la forma-
cién de productos secundarios. Parte de las investigaciones mds recientes estin
enfocadas a aclarar la peroxidacion en sistemas agregados como las LDL. En estos
modelos se sabe que tanto el tamafio de particula como la presencia de tocoferoles
puede tener una importancia capital para la cinética de la autooxidacion (36).

El hierro es un estimulador de la peroxidacion lipidica, pudiendo participar en
las reacciones de iniciacion o propagacion. De acuerdo con esto, la desferroxiamina
es un potente inhibidor de la peroxidacién lipidica estimulada por hierro. La peroxi-
dacién lipidica inducida por hierro se estimula mediante bajas concentraciones de
un reductor como el ascorbato (peroxidacién no enzimatica), o tiene lugar con la
participacién de NADPH como reductor y de cadenas de transporte electrénico
como la microsomal (peroxidacion enzimdtica). La peroxidacién lipidica puede
también ser estimulada por el oxigeno singlete, el ozono, o radicales halégenos. Se
suelen utilizar muchas técnicas para estimar la peroxidacion lipidica, como el con-
sumo de oxigeno, la valoracién de peréxidos mediante yodo o enzimas, valorando
dienos conjugados, la produccién de hidrocarburos voldtiles en el aire espirado, la
pérdida de 4dcidos grasos insaturados, la produccién de quimioluminiscencia, la
acumulacién de pigmentos fluorescentes, la valoracién de aldehidos o malonalde-
hido mediante el test del dcido tiobarbitiirico. Todos estos métodos son perfecta-
mente vilidos en modelos de peroxidacién estimulada in vitre, pero tienen proble-
mas de interferencia con substancias no relacionadas con la peroxidacion lipidica
cuando se aplican a materiales bioldgicos in vivo. Recientemente se ha puesto en
marcha la que parece ser la tinica técnica disponible con suficiente sensibilidad y
especificidad para estudios in vive: la medida de hidroperéxidos de fosfolipidos por
deteccién quimioluminiscente post-columna tras separacion mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento-HPLC (37,38).

5. DANO OXIDATIVO A PROTEINAS

Aunque se ha dedicado mucha mds atencién a la peroxidacién lipidica, hoy
sabemos que también se producen ataques similares por parte de radicales libres a
proteinas o dcidos nucléicos. Los productos de estas oxidaciones se acumulan en
proporciones menores, lo que ha dado lugar a que hayan pasado desapercibidos
durante largo tiempo. Sin embargo estos procesos pueden ser de extrema importan-
cia por el cardcter cualitativo del dano o por la mayor dificultad de reparacion del
mismo, como puede ocurrir en el caso del ADN. Las proteinas pueden ser atacadas
incluso a nivel de estructura primaria, y algunos grupos han mostrado que la oxi-
dacién en residuos de aminodcidos discretos sirve de marcador para sistemas pro-
teoliticos no dependientes de ATP, para los que se han propuesto nombres como el
de macroxiproteinasa, que habrian sido especialmente disefiados en la evolucion
para eliminar proteinas oxidadas (39).
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Muchos estudios, entre los que destacan los liderados por el grupo de Stadtman,
han dado lugar a la conclusién de que el H,O, y las formas reducidas del hierro y
el cobre, generados por oxidasas de funcién mixta, interaccionan en los sitios de
union de estos metales a las proteinas, produciendo radicales libres que oxidan
inmediatamente a los residuos de aminodcidos vecinos. Este proceso se considera
pues especifico del sitio de unién del metal. En muchas enzimas este sitio de unién
de metales puede ser el centro activo. Entre los aminodcidos mas sensibles al dafio
oxidativo en las proteinas se encuentran la histidina, la prolina, la arginina, la lisina
y la cisteina. Como consecuencia se forman grupos carbonilo, o se producen con-
versiones de unos aminodcidos en otros, como ocurre con la transformacion de
histidina en asparragina. Los grupos carbonilo aparecen en varios sistemas de oxi-
dacion in vitro, como los relacionados con el citocromo P-450, los sistemas metal/
ascorbato, o los que utilizan xantina oxidasa. Segiin Stadman y colaboradores, el
contenido en carbonilos aumenta durante el envejecimiento en roedores y humanos
(40). La medida del dafio oxidativo a proteinas en muestras biolégicas se suele
realizar mediante la valoracién de grupos carbonilos por barrido espectrofotométri-
co o mediante is6topos. Estas técnicas son suficientemente sensibles pero no estin
libres de interferencias. Los intentos de desarrollar métodos mds especificos por
HPLC no han rendido, hasta el momento, resultados suficientemente satisfactorios.

6. DANO OXIDATIVO AL ADN

Los radicales libres reaccionan con los componentes del ADN mediante adicién
o0 abstraccién. En presencia de oxigeno, se forman radicales peroxil por adicién del
mismo a las bases o al aziicar del ADN. Las reacciones posteriores de los radicales
formados en el ADN dan lugar a un gran nimero de productos. También se forman
puentes cruzados ADN-proteina. Muchos de estos productos encontrados in vitro
también aparecen en el ADN de tejidos animales tras el tratamiento con substancias
que estimulan la generacion de radicales libres. Segin los estudios liderados por
Bruce Ames (18), el dafo oxidativo al ADN y la mitogénesis son dos causas
importantes del cincer. En los mamiferos, las altas tasas metabdlicas y la longevi-
dad corta estin asociadas con una alta frecuencia de dafo oxidativo al ADN y con
una alta frecuencia de cdnceres, y lo inverso ocurre en animales como el hombre
con baja tasa metabdlica y alta longevidad. Incluso en los humanos se ha calculado
que se producen como media 10.000 impactos de dano oxidativo al ADN de origen
enddgeno por dia (41), una cantidad cientos de miles de veces superior a la causada
por la radiacién natural de fondo.

El nimero de productos del ataque a las bases del ADN por radicales libres
supera la veintena. Uno de los primeros en valorarse por HPLC con deteccion
ultravioleta fue la timina glicol. La baja sensibilidad de este tipo de deteccién ha
dado lugar en los dltimos afios a la valoracién de gran niimero de productos por
cromatografia de gases-espectrometria de masas, o de la 8-hidroxideoxiguanosina
(8-OHAG) por HPLC con deteccién electroquimica. La primera técnica permite la
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valoracion simultiney de muchos productos, mientras que la segunda sélo valora
uno. Ademads, la deteccién de masas permite una identificacion inequivoca, mien-
tras que en el caso de la HPLC-EC ésta se basa solo en el tiempo de retencién en
la columna. Sin embargo, recientemente ha quedado claro que los valores mucho
mds altos (hasta un orden de magnitud) obtenidos con la deteccién de masas se
deben a artefactos generados durante la manipulacién (imprescindible) de las mues-
tras. Por eso, parece que la técnica de preferencia seria la de HPLC con deteccién
electroquimica (EC), aunque algunos autores no descartan que en este caso se
subestime, en lugar de sobreestimarse, el nivel de dafio oxidativo al ADN.

Al menos en el caso del ADN nuclear se cree que el hierro juega de nuevo un
papel importante en el dafo oxidativo, al ser uno de los contraiones de la macro-
molécula. Si el H,0, llega al nicleo, reacciona con el hierro ferroso, generando
radical hidroxilo que ataca en ese mismo lugar al azicar o a la base, produciendo
roturas de la hebra y modificaciones en las bases. Estas lesiones pueden dar lugar
a mutaciones y a fendmenos carcinogénicos. Esto explicaria la asociacion epide-
miolégica positiva entre los depositos de hierro y el riesgo de cdncer. Otros autores
piensan que el cobre puede también cumplir un papel similar al del hierro en la
mediacion del dafio oxidativo al ADN nuclear.

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial es unas 15 veces superior al del ADN
nuclear (42). Esto se debe, sobre todo, a la cercania de dicho ADN al lugar principal
de generacion de radicales libres en la célula sana, la cadena de transporte electro-
nico mitocondrial. Ademads, el ADN mitocondrial en el hombre estd tan «empaque-
tado» que todo €l codifica. También carece de histonas y poliaminas que puedan
protegerlo y su capacidad de reparacion es minima en relacién con la del ADN
nuclear. Como consecuencia de todo esto, las deleciones y mutaciones del ADN
mitocondrial son también mayores que en el ADN nuclear. Ademds, el dafio oxi-
dativo y las deleciones del ADN mitocondrial aumentan exponencialmente con la
edad en el corazén humano (43). Este y otros hechos han llevado a pensar que el
dafio oxidativo al ADN mitocondrial juega un papel determinante en el envejeci-
miento (44).

De todas formas, la mayor parte de los genes se encuentran en el nicleo, no en
la mitocondria. Es interesante resaltar que se ha descrito también un aumento de la
8-OHdG con la edad en varios tejidos de rata (41), aunque el hallazgo no es com-
partido por todos los autores (45). Pero es especialmente importante que los niveles
de 8-OHdG en el ADN nuclear son tanto menores cuanto mayor es la longevidad
mixima de la especie animal, mostrando el hombre los niveles minimos de todos
los mamiferos estudiados hasta la fecha, que son menos longevos que €l (46, 47).
Esto es lo que cabria esperar si una baja produccidon mitocondrial de radicales libres
da lugar a un menor dafio oxidativo al ADN (44), molécula sobre la que hay
acuerdo generalizado en su importancia capital para el envejecimiento. El problema
actual es la falta de conocimiento acerca del mecanismo por el cual el dafio oxida-
tivo se transmite desde las mitocondrias hasta el nicleo, dando lugar a una menor
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alteracion en el ADN nuclear en las especies longevas. Se ha propuesto una posi-
bilidad para explicarlo (48), pero hasta ahora no hay resultados experimentales que
la hayan puesto a prueba. La idea mds popular de que el dafio oxidativo mitocon-
drial darfa lugar a una crisis energética por déficit en la produccién de ATP y
fracaso subsiguiente en la homeostasis celular en innumerables procesos dependien-
tes de energia, parece ser contradicha por trabajos experimentales que indican que
la respiracion y la fosforilacion oxidativa contindan intactas en las mitocondrias de
individuos viejos (49). En cualquier caso, se sabe que en la membrana nuclear
existe también una cadena de transporte electrénico de funcidn fisiologica incierta
que también genera radicales libres, aunque de modo mucho menos intenso que en
las mitocondrias. Debido a la ausencia de métodos adecuados, alin no es posible
saber cudl es su contribucién relativa al dafio oxidativo total del ADN. La informa-
cién disponible sugiere, sin embargo, que las especies animales con longevidades
elevadas poseen una baja intensidad de generacién de radicales libres y/o una alta
actividad de reparacion de su ADN (44).

7. ANTIOXIDANTES

Los datos presentados en las secciones anteriores muestran que siempre existe
un cierto nivel de dafio oxidativo, lo cual supone que una fraccién de los radicales
libres generados en el organismo son capaces de alcanzar sus dianas moleculares
antes de que puedan ser eliminados por mecanismos antioxidantes. Sin embargo, la
mayor parte de los radicales libres -al menos en muchas partes de la célula- son
eliminados mediante antioxidantes. De hecho, el mantenimiento de la homeostasis
redox del tejido solo es posible mediante un equilibrio entre la intensidad de gene-
racion y la intensidad de eliminacidn de radicales libres. Este equilibrio se puede
dar con altos niveles de generacién y destruccién o viceversa, como ocurre en las
distintas especies animales (44). También puede darse dentro de una misma especie
en distintas condiciones. Asi, cuando aumenta la produccion de radicales libres,
debido a causas exdgenas —o enddgenas como puede ocurrir en el ejercicio o el
hipermetabolismo— se puede dar una regulacién compensadora a la alza en las
defensas antioxidantes. Cuando este equilibrio entre generacion y destruccion de
radicales libres se altera. la célula entra en un proceso degradativo patolégico. De
aqui la importancia del estudio de los distintos sistemas antioxidantes celulares.

7.1. Superoxido dismutasas

Las superéxido dismutasas (SOD) son enzimas que eliminan el radical supe-
roxido. Durante la reaccion una molécula de superdxido se oxida hasta O, molecu-
lar, mientras que la otra se reduce a H,0O,. Por tanto, mds que eliminar formas
activas del oxigeno, esta enzima transforma una (el superéxido) en la otra (el H,0,).
Esto probablemente explica resultados aparentemente paraddjicos, en los que un
exceso de enzima puede llevar al individuo a una situacién deletérea. Esto se ha
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visto en animales o células transgénicas con aumento del niimero de copias del gen
de la SOD y se ha propuesto que podria estar implicado en el sindrome de Down,
ya que el gen de la SOD citopldsmica se encuentra en el cromosoma 21 en el
hombre. La enzima citopliasmica fue descubierta por Joe McCord e Irwin Fridowich
en 1969 (7), lo que supuso un impulso definitivo para el desarrollo de la investi-
gacion biomédica sobre radicales libres.

La constante de velocidad de la reaccién catalizada por la SOD es del orden de
2 x 10" M' 57, lo que hace que casi esté limitada dnicamente por la difusion.
Existen dos formas moleculares en los animales: la SOD Cu-Zn (el dtomo de Cu es
el que realiza directamente la dismutacién) abunda en el citoplasma, es dimérica y
tiene un peso molecular bajo (30 kDa); la SOD Mn (el dtomo de manganeso realiza
la dismutacion) abunda en las mitocondrias, es tetramérica y tiene un peso molecu-
lar mayor (80 kDa). La SOD Cu-Zn se inhibe en presencia de cianuro o de dietil-
ditiocarbamato (DDC), mientras que la SOD-Mn no resulta inhibida. Esto se suele
aprovechar para medir las dos formas en homogeneizados celulares. Sin embargo,
la interaccion del cianuro o el DDC con el sistema generador o detector de O,
junto con la frecuente inhibicion incompleta de la SOD-Cu-Zn y la gran despropor-
cién de las dos formas (del orden de 9:1) en tejidos como el higado dificulta la
obtencién de resultados fiables con ese tipo de métodos. En las procariotas existen
SOD con nimero variable de subunidades y con Fe, Mn o ambos como metal. La
secuencia de aminodcidos de la SOD de procariotas guarda homologia con la SOD-
Mn de los animales pero no con la SOD Cu-Zn, lo que estd de acuerdo con la
hipdtesis del origen simbidtico de las mitocondrias. Se ha descrito otra SOD-Cu-Zn
dimérica, presente en liquidos extratracelulares como el plasma, la linfa o el liquido
sinovial, que podria ser de especial relevancia en el control de las reacciones infla-
matorias. El marcaje inmunofluorescente con anticuerpos monoclonales sugiere que
la SOD Cu-Zn es predominantemente peroxisémica, al menos en fibroblastos hu-
manos y en células de tumores hepiticos. Su localizacién citosdlica podria deberse
a la rotura de los peroxisomas durante la homogeneizacién (50).

7.2. Catalasas

Las catalasas catalizan dos tipos de reacciones. En la reaccion cataldtica se
produce la dismutacion de dos moléculas de peréxido de hidrégeno. Una se oxida
a oxigeno y la otra se reduce a dos moléculas de agua. En la reaccién peroxidativa
se utiliza un substrato inespecifico como reductor para transformar una sola mo-
lécula de peréxido de hidrégeno en dos de agua. Es decir, en este caso la enzima
actia como una peroxidasa. La enzima tiene una K, y una V___ muy altas por el
H,0,, lo que la convierte en principio en mds adecuada para eliminar el H,0O,
celular cuando su concentracion sube mucho. Es una de las enzimas mds activas
que se conocen, exhibiendo una actividad molecular de 5.600.000 moléculas de
peréxido de hidrégeno por minuto por molécula de enzima. Abunda en los peroxi-
somas en animales como la rata, pero en otras especies como el cobayo hay datos
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que apoyan su presencia en el citosol. Su peso molecular es muy alto (240 kDa)
y es una hemoenzima tetramérica en la que el dtomo de Fe realiza el intercambio
redox.

7.3. Glutation peroxidasas

Las glutation peroxidasas (GPx) eliminan hidroperéxidos utilizando GSH (glu-
tation reducido) como reductor. Esta actividad fue descubierta por Mills en la dé-
cada de los cincuenta, Una forma enzimadtica es dependiente de Se, elemento que
es esencial para su actividad y controla la sintesis de la proteina, es tetramérica y
tiene entre 76 y 105 kDa. Elimina tanto hidroperdxidos organicos (ROOH) como
inorganicos (H,0,). La otra forma no contiene selenio, tiene un peso molecular
menor, es dimérica (al menos en algunas de sus formas) y sélo es capaz de eliminar
ROOH. En rata se ha demostrado que esta segunda forma corresponde a las mismas
moléculas que las glutation transferasas (que intervienen en la destoxificacién de
xenobidticos) con subunidades Y, o Y.

Las GPx estin presentes en el citosol y en las mitocondrias (principalmente
GPx-Se en este tltimo caso). Su K, y V__ por el H,O, son bajas, lo que las hace
idéneas para eliminar concentraciones pequeiias de H,O, y complementarias respec-
to a la catalasa. No pueden trabajar en la fraccién lipidica. por lo que eliminarian
los ROOH lipidicos, reduciéndolos a sus formas estables (ROH), sélo tras la libe-
racion previa del dcido graso peroxidado desde la membrana al citosol por parte de
fosfolipasas. El grupo de Ursini ha caracterizado recientemente, sin embargo, otra
GPx dependiente de Se que trabajaria directamente en la fraccion lipidica. Esta GPx
de hidroperdxidos de fosfolipidos (PH-GPx) se distribuye en muchos tejidos, es
mads resistente a la deficiencia en selenio y requiere mds selenio para mostrar toda
su actividad (51). Existen otras GPx en el plasma antigénicamente diferentes de las
citosdlicas. Son glucoproteinas, con un M, de 22.500 segiin la determinacién por
electroforésis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS y podrian proceder
del rinén (52).

7.4. Glutation reductasas

Las glutation reductasas reducen una molécula de glutation oxidado (GSSG) a
dos de GSH a expensas de equivalentes de reduccion en forma de NADPH. Puesto
que el pool de GSH celular es limitado y la elevacién de la tasa GSSG/GSH es
altamente toxica para la célula, esta enzima es de vital importancia para el funcio-
namiento de la eliminacién de H,O, por la via de la GPx, asi como para la recons-
titucion del GSH oxidado no enzimdticamente. Las GSH reductasas presentan FAD
unido a la enzima, que es esencial al actuar como coenzima. Estdn presentes en el
citosol y en las mitocondrias. Puesto que la glutation reductasa precisa a su vez de
NADPH como fuente de equivalentes de reduccion, las enzimas de la via de las
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pentosas glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (pro-
ductoras citosolicas de NADPH) constituyen una segunda linea de defensa antioxi-
dante.

7.5. Regulacion génica de las enzimas antioxidantes

Las concentraciones de enzimas antioxidantes en las células estdn sujetas a
regulacién génica, de forma que aumentan rdpidamente en respuesta a factores de
transcripcion que detectan cambios en el nivel de estrés oxidativo (53). Durante la
evolucion han aparecido equipos especificos de genes con promotores especialmen-
te disefiados para este propdsito. La exposicion de E. coli y S. typhimurium al H,0,
induce hasta 30 proteinas detectadas por electroforésis bidimensional en geles de
poliacrilamida. Algunas se han identificado y se solapan con las inducidas por
choque térmico u otras formas de estrés oxidativo. La induccion estd controlada por
una proteina OxyR que se une al ADN al oxidarse en presencia de peréxido de
hidrogeno. El locus génico que corregula estas proteinas de estrés se denomina
oxyR y controla a la catalasa, la GSH reductasa, y la alquilhidroperoxidasa. Otro
locus génico diferente, llamado regulén soxR (que responde a superéxido), controla
nueve proteinas incluyendo a la SOD-Mn, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la
endonucleasa IV (implicada en la reparacién del ADN), asi como proteinas ribosé-
micas (S6) o de membrana (OmpF). El locus estd formado por los genes soxR y
sox$, separados s6lo por 85 pares de bases. El sistema también responde a agentes
que generan radicales libres por ciclos redox (como el paraquat), o0 a descensos en
los niveles de NAD(P)H celular. En los eucariotas los mecanismos de regulacion se
conocen mucho menos, aunque parecen jugar un papel importante los propios co-
factores metdlicos de las enzimas antioxidantes Cu, Fe, Mn y Se. Varias hormonas
y citocinas también parecen tener un papel en los animales. Asi, el factor de necro-
sis tumoral (TNF) y algunas interleucinas inducen la SOD en el pulmén de rata (54)
y aumentan la expresion de la catalasa, la GPx y la GSH reductasa. Las actividades
de la SOD y de la catalasa también aumentan en el rifién o el pulmoén de roedores
tras el tratamiento con estrégenos o dexametasona (55).

7.6. Ascorbato

Los antioxidantes de bajo peso molecular son también muy importantes para la
homeostasis redox. La idea de que el ascorbato es un reductor importante en el
organismo fue introducida por primera vez por Szent-Gyorgyi en 1928 (56) y el
concepto de su enorme importancia para la salud humana fue enfatizado durante
varias décadas por otro premio Nobel, Linus Pauling. Esta substancia, que sélo es
una vitamina (Vit. C) en muy pocos animales como el hombre o el cobayo, puede
existir en tres estados redox: ascorbato (reducido), radical semidehidroascorbato
(AFR; tras la oxidacion monoelectrénica del ascorbato) y dehidroascorbato (DHA;
tras la oxidacién bielectronica del ascorbato). Puede eliminar el O, , el OH o el
H,O, y también extinguir singlete (57). El DHA, aunque muy inestable. puede ser
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reducido de nuevo a ascorbato a partir de equivalentes de reduccién del NADPH
mediante la catdlisis por una DHA reductasa (58) o por enzimas dependientes de
GSH que corresponderian (59) o no (60) a tioltransferasas. También se ha descrito
recientemente una AFR reductasa en la membrana plasmitica que reduce AFR
extracelular a partir de NADH (61). La medida de la razén DHA/ascorbato puede
constituir un buen estimador del estrés oxidativo celular (62).

Se sabe que niveles apropiados de ascorbato en la dieta, mucho mayores que los
necesarios para evitar el escorbuto, reducen drdsticamente el dafio oxidativo in vivo
a lipidos y proteinas en animales como el cobayo que, igual que el hombre, no
pueden sintetizar este antioxidante (63). Una revision reciente indica que los niveles
de ascorbato disminuyen de forma consistente con la edad en el hombre y que este
efecto no se debe a un descenso en su ingesta (63). Ademads, los niveles tienden a
ser inferiores en varones que en mujeres (63). El posible papel protector del ascor-
bato y otros antioxidantes naturales en la dieta frente al desarrollo de cédnceres (64),
enfermedades cardiovasculares (65), cataratas (66) y otras enfermedades degenera-
tivas (63) se basa, en gran medida, en estudios epidemiolégicos o de intervencion
en humanos y es objeto de intenso debate en la actualidad. Segtin algunos autores,
el cardcter preventivo ampliamente aceptado de las dietas ricas en frutas y verduras
frente a muchos cénceres podria deberse a su alto contenido en antioxidantes como
el ascorbato.

7.7. Glutation

Se trata de un tripéptido de 4cido glutdmico, cisteina y glicocola que constituye
el principal tiol no protéico celular. Su actividad antioxidante se debe a la capacidad
reductora del grupo tidlico de la cisteina. Puede actuar como antioxidante en reac-
ciones enzimdticas (como la de la GPX) o no enzimdticas. Protege de la oxidacién
a grupos -SH esenciales de las proteinas. También puede reaccionar con radicales
libres como el O, o el OH'. Al reaccionar con oxidantes, el GSH se oxida a GSSG,
que presenta un puente disulfuro entre dos moléculas de glutation. El GSSG es muy
toxico para las células, motivo por el cual éstas tienden a mantener una razén
GSSG/GSH hepdtica enormemente baja (hasta 0.03 o menor), mediante la reduc-
ciéon del GSSG a GSH con la glutation reductasa, o exportando activamente el
GSSG al exterior celular. Hasta tal punto es esto asi que la medida de la razén
GSSG/GSH se considera un estimador fiable del grado de estrés oxidativo tisular.
También se ha descrito la capacidad del GSH para realizar reacciones de «extin-
cién» del O, singlete, devolviéndolo a su estado basal no reactivo (triplete). El GSH
interviene también en muchas funciones normales de catlisis, metabolismo y trans-
porte en las células.

Gracias a los trabajos del grupo de Meister (67) se sabe que el GSH y el
ascorbato interaccionan de forma cooperativa (67, 68). Asi, el ascorbato es capaz
de proteger a los cobayos y a las ratas recién nacidas (que no sintetizan el dcido
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ascorbico) de la deficiencia en GSH causada por la inhibicién de su sintesis tras el
tratamiento con butionina sulfoximina (67). Los ratones adultos, que si sintetizan el
ascorbato, resisten sin embargo esta ausencia de GSH, aunque muestran anormali-
dades en varios tejidos, especialmente en las mitocondrias. Dichas alteraciones
remiten tras la suplementacién de la dieta con ascérbico, manipulacién que eleva
los niveles de GSH (69). El tratamiento con ésteres de GSH también es capaz de
evitar el escorbuto en cobayos sometidos a dietas sin vitamina C (67).

7.8. Vitamina E

En la naturaleza existen ocho substancias con actividad vitamina E, el d-a, d-
B, d-gamma, y d-delta tocoferol y los correspondientes tocotrienoles. De ellos, el d-
a-tocoferol es el que muestra mds actividad biologica y constituye el estiandar de
comparacion. La vitamina E suele ser el principal antioxidante de las membranas
en las células animales. Su actividad antioxidante se debe al cardcter reductor del
grupo hidroxilo de su anillo cromanol. Su solubilidad en la membrana le permite la
accesibilidad directa a grupos peroxil (ROO) que serian reducidos a hidroperéxi-
dos, los cuales serian entonces degradados hasta alcoholes (estables) por la GPx. La
importancia capital de esta reaccion es que impide que los radicales ROO' oxiden
a otra substancia orginica; es decir, impide la reaccion de propagacion (multiplica-
tiva), que es la principal causante de la peroxidacion lipidica. Otro mecanismo
posible es la reaccién con radicales alcoxil (RO, lo que podria ser de utilidad
(limitando también la propagacién) en caso de que la degradacion de hidroperdxi-
dos por la via de la GPx no hubiese sido totalmente eficiente. En ambos casos al
reaccionar la vitamina se convierte en radical tocoferilo (VitEO). Puesto que el
pool de vitamina E celular es pequeno, el sistema sélo es funcional si la forma
reducida de la vitamina E (VtEOH) se regenera a la misma velocidad con la que
se degrada. Se ha propuesto que este papel regenerador podria correr a cargo del
ascorbato, ocurriendo la interaccién en la interfase citosol-membrana, lo que plan-
tearia la posibilidad de que ambas substancias trabajen en tindem desde el punto de
vista redox. Esto se ha visto muchas veces in vitreo (70, 71) pero atin no estd del
todo claro in vive (72, 73).

La vitamina E es particularmente importante en los orgdnulos, tejidos y dietas
que contienen niveles relativamente altos de dcidos grasos poliinsaturados, para
evitar su degradacion oxidativa. Esto ocurre en el cerebro, las mitocondrias o ani-
males tratados con dietas ricas en aceites de pescado. Una de las fuentes dietéticas
mds concentradas de vitamina E es el aceite de germen de trigo que contiene mds
de | gramo por Kg. La absorcién eficiente de la vitamina E necesita la presencia
de sales biliares en el intestino, por lo cual su suplementacion aislada no es efectiva
a menos que se realice con las comidas. Datos recientes sugieren que la suplemen-
tacion con sélo 100 mg de vitamina E/dia tras las comidas durante un mes es capaz
de disminuir el estrés oxidativo en humanos adultos sanos (74).
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7.9. Carotenoides

Junto con la vitamina E, los carotenecides son los antioxidantes principales de las
membranas biolégicas, y en los animales se obtienen también a partir de la dieta.
Tienen una gran capacidad para dar lugar a reacciones de extinciéon como la del O,
singlete a triplete y también pueden interaccionar con radicales libres a presiones
parciales bajas de oxigeno como las que puede haber en los tejidos. Se han descrito
casi 600 carotenoides diferentes (75). Sin embargo, solo algunos de ellos aparecen
en cantidades apreciables en los tejidos y el plasma. Entre estos tltimos se encuen-
tran el «- y B-caroteno, la luteina. el licopeno, la zeaxantina y la criptoxantina.
Ademds de su papel antioxidante, muchos carotenoides son precursores de la vita-
mina A, funcionan como pigmentos accesorios en la fotosintesis, y protegen contra
la sensibilizacién por la radiaciéon luminosa. Su capacidad antioxidante se ha de-
mostrado en soluciones homogéneas, liposomas, lipoproteinas, membranas bioldgi-
cas, células y animales enteros. La capacidad antioxidante en microsomas y mito-
condrias hepdticas de rata se muestra a niveles entre 0.1 y 100 uM segin el
prooxidante y el sistema utilizado (75).

El B-caroteno y los tocoferoles se protegen mutuamente frente a la pérdida por
oxidacion (76) y muestran efectos sinérgicos en microsomas (77). También se han
descrito interacciones positivas de los carotenos con la SOD. el ascorbato y otros
antioxidantes en los tejidos (75). La revisioén de la literatura indica que la mayor
parte de los trabajos muestran una capacidad antimutagénica (78) y anticarcinogéni-
ca (79) de los carotenoides en modelos animales, aunque atin no existen evidencias
directas de que esta capacidad se deba a su actividad antioxidante. Lo mismo se
puede decir de los estudios epidemioldgicos realizados en humanos, que sugieren
que los carotenoides pueden disminuir el riesgo de cdncer y otras enfermedades
degenerativas (80).

7.10. Otros antioxidantes

Existen otras muchas substancias con capacidad antioxidante que pueden pro-
ducirse en el organismo o provenir de la dieta. No se tratan en esta revisién por
concision pero deben ser mencionadas. Entre ellas se encuentran el dcido drico, la
bilirrubina, la transferrina y la ferritina (por ligar hierro en plasma o tejidos), los
quelantes de iones metdlicos, proteinas como la ceruloplasmina que tienen actividad
ferroxidasa, polifenoles, flavonoides, aminas aromdticas, haptoglobinas, o el dcido
lipoico. Entre los antioxidantes fendlicos potentes presentes en el mundo vegetal se
encuentran la curcumina, las catequinas, la quercetina, el kaempferol o el dcido
caféico. Aunque en las décadas pasadas se hablé de la ubiquinona fundamentalmen-
te como el generador mitocondrial de radicales libres (9), hoy sabemos que esta
substancia actia fundamentalmente como antioxidante (81-83), mientras que dicha
generacion mitocondrial ocurre sin duda en transportadores de electrones como el
Complejo I (8, 10).
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Recientemente se ha propuesto que la hormona de origen pineal melatonina, que
interviene en el control de los ritmos circadianos, seria el antioxidante mds potente,
especialmente en el niicleo celular (84). Sin embargo en muchos casos, como parece
ocurrir con la melatonina, esta capacidad antioxidante se da a concentraciones que no
parece que se alcancen in vive. A fin de cuentas, una infinidad de substancias son
susceptibles de interaccionar con los radicales libres simplemente porque éstos son
muy reactivos. Pero para que la substancia sea estrictamente un antioxidante in vivo,
dicha interaccién debe darse a las concentraciones que ocurren en los tejidos y el
liquido extracelular. Esto se cumple sin ninguna duda al menos en el caso de los
antioxidantes a los que se ha dedicado una seccidn propia en esta revision. Hace
aproximadamente una década se hablé del papel antioxidante de los estrégenos, po-
sibilidad que hoy pricticamente ya no se investiga. Entre los antioxidantes sintéticos
se encuentran el ebselen (que mimetiza a la GPx), la N-acetilcisteina, los ésteres de
GSH, el probucol, la a-fenil N-tert-butilnitrona, la nitecapona, la penicilamina, los
lazaroides, los aminosalicilatos, los nitroxidos, el tamoxifeno, o los plasmalégenos.

8. CONCLUSION

En resumen, el oxigeno es una de las moléculas mds necesarias para los seres
vivos, pero también muestra toxicidad porque su metabolismo en las células da
lugar a la formacién de radicales libres en cantidades pequefas pero significativas.
La fraccién de estos radicales que no es interceptada antes de alcanzar una macro-
molécula causa modificaciones en los lipidos insaturados, las proteinas y el ADN.
Este daiio oxidativo parece estar implicado en la aparicién de muchas enfermedades
degenerativas como las cardiovasculares, el Parkinson o el cdncer. El dafo oxida-
tivo al ADN parece ser importante en relacién con el envejecimiento, fendmeno que
se encuentra en la raiz de esas enfermedades y que ocurre en todos los humanos
adultos por muy sanos que se encuentren. Para evitar el exceso de radicales libres,
han aparecido una serie de defensas antioxidantes. Unas son enddgenas, como las
enzimas antioxidantes y el glutation, y estdn controladas por loci génicos que pue-
den inducirse para hacer frente a incrementos agudos del estrés oxidativo. Otras son
exogenas, como las vitaminas E y C y los carotenoides, y se pueden obtener con
una dieta equilibrada. Mientras que para hacer frente a excesos transitorios de
radicales libres la mejor solucién parecen ser los antioxidantes, los animales que
han aumentado su longevidad y han enlentecido su envejecimiento a lo largo de la
evolucién parecen haber elegido como solucién mds eficiente disminuir la intensi-
dad de generacién endégena de radicales libres, asi como aumentar su capacidad de
reparacion del dafo al ADN.

Esta introduccién general sobre radicales libres, dafio oxidativo y antioxidantes
debe servir como ventana para asomarse a la amplia variedad de temas interesantes
cubiertos en este volumen, que cubren la farmacologia, toxicologia y patologia del
estrés oxidativo en el organismo joven y viejo y algunos de los métodos mais
sofisticados disponibles para valorarlo.
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1. LA HEPATITIS DE ORIGEN IATROGENICO

Las substancias capaces de producir dafio al higado, y en concreto a los hepa-
tocitos, se denominan hepatotoxinas. Entre ellas se suele distinguir hepatotoxinas
intrinsecas e idiosincrdsicas (1, 2). Las primeras, producen lesiones en todos los
individuos expuestos por encima de una cierta concentracién, mientras que las
segundas producen dano hepatico sélo en algunos individuos, en ocasiones sin que
exista aparente correlacion con la dosis administrada. Las hepatotoxinas intrinsecas
pueden actuar sobre los hepatocitos de manera directa (hepatotoxinas activas), o
tras ser metabolizados por enzimas hepdticos (hepatotoxinas latentes).

La hepatotoxicidad idiosincrasica puede ser, bien la consecuencia de un meta-
bolismo anormal del compuesto en individuos susceptibles que producen cantidades
excesivas de metabolitos téxicos (idiosincrasia metabdlica), o bien el resultado de
un ataque por parte del sistema inmune hacia hepatocitos que han estado en con-
tacto con el farmaco (hepatitis alérgica). Hay ciertos hechos diferenciales que ayu-
dan a discriminar entre la hepatitis alérgica y la toxicidad debida a idiosincrasia
metabdlica. y es el hecho de que la primera se presenta siempre tras varias admi-
nistraciones asintomdticas del farmaco (periodo previo de sensibilizacion). se obser-
va una recurrencia de la lesion hepdtica tras la administracion fortuita de una pe-
quefia dosis. hay eosinofilia, fiebre e infiltrado inflamatorio en el higado. Las
lesiones hepdticas cuya causa es el metabolismo anormal del farmaco son, por el
contrario, dosis-dependiente en los individuos susceptibles y pueden aparecer tras
la primera administracién del medicamento.

El dafio causado por los firmacos a los hepatocitos puede ser citotéxico, geno-
téxico o metabélico (1). La mayoria de la hepatotoxinas intrinsecas producen efec-
tos citotéxicos sobre los hepatocitos, lo que se traduce en cambios morfolégicos
importantes (vacuolizacion, esteatosis, acidofilia etc.) y se acompana de aumentos
de enzimas citosélicos hepidticos en el suero. Las genotoxinas son substancias que
producen dafnios al ADN, lo que puede dar origen a la aparicion de hepatocarcino-
mas primarios. Finalmente, los xenobidticos pueden alterar el metabolismo de los
hepatocitos sin causarles la muerte celular, Esto se manifiesta como alteraciones de
su capacidad funcional y, en particular, de la captacion, conjugacion y secrecion de
dcidos biliares, cuyo resultado final es la alteracion del flujo hepatico biliar (coles-
tasis).
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El higado desempefia un papel clave en el metabolismo de los xenobidticos
modificandolos quimicamente para convertirlos en metabolitos mds solubles y, en
definitiva, mds facilmente eliminables (reacciones de biotransformacién). Aunque
estas reacciones generalmente conllevan una disminucion del potencial téxico (ra-
26n por la cual se les conoce también con el nombre de reacciones de detoxifica-
¢ién) hay muchos casos en los que el propio metabolismo del farmaco es la causa
primaria del dafio hepitico (reacciones de bioactivacion). Este suele ser el caso
en las reacciones catalizadas por los citocromos P450 que. en el transcurso de la
oxidacion, pueden generar intermedios metabdlicos mds reactivos capaces de reac-
cionar con nucledfilos, unirse covalentemente a macromoléculas o iniciar en la
célula reacciones radicalarias en cadena con el resultado de dano celular (2,3). Para
contrarestar estos efectos, los hepatocitos poseen eficaces mecanismos de defensa
(enzimas especializados, moléculas reductoras y mecanismos de reparacion de ADN
y proteinas). En dltima instancia, es el balance entre la bioactivacion, detoxificacion
y los mecanismos de defensa, lo que determina si la biotransformacién de un xe-
nobidtico, llegard a producir dafio a los hepatocitos.

Por lo general el dafio producido por xenobidticos conduce a un tipo de muerte
celular conocido como necrosis, que es precedida por una alteracion dristica de la
homeostasis celular, y acompanada de cambios en la morfologia de las organelas
citopldsmicas, aumento del volumen celular, ruptura de la membrana plasmatica y
salida de componentes citosélicos al espacio extracelular, y un proceso inflamatorio
en las dreas circundantes (4).

El otro tipo de muerte celular, apoptosis, se caracteriza por una condensacion
progresiva de la cromatina nuclear, colapso celular con pérdida de contacto entre
células vecinas, y ruptura de la célula con la formacién de vesiculas acidofilas
conocidas como cuerpos apoptdticos. Hay cada vez mds evidencias que muestran
que la mayoria de los compuestos capaces de producir necrosis de los hepatocitos,
pueden también iniciar un proceso apoptdtico. De hecho, hay pocas evidencias de
que la necrosis inducida por firmacos en el higado ocurra en total ausencia de
apoptosis (4).

2. MECANISMOS MOLECULARES EN LA HEPATOTOXICIDAD
INTRINSECA

Alteracion del metabolismo celular. Una de las manifestaciones mds frecuentes
de hepatotoxicidad es la alteracion de las funciones metabdélicas del hepatocito por
un farmaco o sus metabolitos. Ciertos compuestos pueden actuar como inhibidores
enzimadticos, del transporte de iones, o competir con metabolitos celulares en rutas
metabolicas del hepatocito (antimetabolitos, tales como galactosamina, etionina,
etc). Otro modo de actuacion de las hepatotoxinas es la alteracion del balance
energético de las células, al incrementar la demanda de energia (aumento del con-
sumo de ATP), disminuir la produccién de ATP, o ambos procesos a la vez (5). La
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disminucién de ATP es, de hecho, uno de los fendmenos comunes a muchos pro-
cesos toxicos inducidos por firmacos que con frecuencia precede los estadios irre-
versibles de la lesion celular (6).

Un ejemplo caracteristico de un aumento de demanda energética por parte de las
células, es la sintesis de novo de glutation. El glutation intracelular es el agente mas
eficaz frente a intermedios reactivos de naturaleza electrofilica y especies activas
del oxigeno. La concentracion intracelular del glutation oxidado no puede superar
un cierto nivel, por lo que en el caso de no ser reducido de manera efectiva por la
glutation reductasa, es eliminado de la célula. Esto tiene como resultado, la dismi-
nucion en términos absolutos de su contenido intracelular, lo que require sintesis de
novo que conlleva una importante demanda de ATP (Figura 1). Una situacién simi-
lar ocurre cuando un metabolito es eliminado por conjugacién con glutation y los
mecanismos de recuperacion (hidrélisis del dcido glutamico y glicina, y conversion
renal a dcido mercaptiirico) estdn saturados (6).

La mitocondria es una importante diana de la toxicidad por fiarmacos. La alte-
racion de la funcién mitocondrial tiene efectos inmediatos sobre el balance energé-
tico de las células, lo que constituye un fenémeno clave en el inicio de la necrosis
hepdtica (7). Varios mecanismos pueden estar implicados en el origen de la lesion
mitocondrial: a) inhibicién del metabolismo mitocondrial. por ejemplo la fosforila-
cion oxidativa y/o el transporte electronico (8): b) cambios en las propiedades
fisicoquimicas de la membrana mitocondrial, como consecuencia del daiio oxidati-
vo (peroxidacién lipidica tras deplecion del glutation mitocondrial; 8); ¢) disminu-
cién del potencial de membrana por moléculas que se intercalan en la membrana
lipidica y d) dafio al ADN mitocondrial. En los dos primeros casos la consecuencia
es una menor capacidad para sintesis de ATP que se observa de manera inmediata.
En el tercero, la toxicidad, por efecto de una disfuncién mitocondrial, puede apa-
recer a medio plazo.

Peroxidacion lipidica. La peroxidacion lipidica es uno de los procesos mds
frecuentemente implicados en la hepatotoxicidad por farmacos (9). Se trata de un
reaccion radicalaria que conduce a la degradacion oxidativa de los lipidos de la
membrana celular y que en presencia de oxigeno y lipidos insaturados se propaga
muy facilmente. La oxidacién de los lipidos da lugar a la formacién de un gran
nimero de productos de degradacion (hidroperéxidos, aldehidos, cetonas, etc.). La
primera consecuencia de este proceso es la profunda alteracién de las propiedades
fisicoquimicas de las membranas y, como consecuencia de ello, de la funcionalidad
de los enzimas alli ubicados (10). Las células utilizan diversas estrategias para
prevenir los efectos de una peroxidacion lipidica incontrolada: a) inactivacién de las
especies aclivas (radicalarias) de oxigeno: b) neutralizacién de los radicales forma-
dos y con ello la inhibicién de la reaccion radicalaria en cadena, y ¢) reparacién de
los lipidos dafiados (reduccion de los hidroperéxidos lipidicos). La superdxido dis-
mutasa, catalasa y la glutation peroxidasa junto con el GSH constituyen los agentes
celulares mds eficaces contra radicales y especies activas de oxigeno. Finalmente,
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antioxidantes tales como la vitamina E, presente en las membranas biolégicas,
actian inhibiendo la propagacién de la peroxidacion lipidica.

Estrés oxidativo. El término de estres oxidativo fue definido por Sies (11) como
una alteracion del balance entre agentes oxidantes y antioxidantes en la célula. En
células aerobias, existe una cierta generacién de especies activas de oxigeno como
consecuencia de los procesos oxidativos de la respiracion. Cosa que también puede
ocurrir por una disminucion de la capacidad antioxidante de la célula debida a
cambios fisioldgicos o nutricionales. Ello no constituye estrés oxidativo. Sin embar-
go, cuando como consecuencia del metabolismo de un xenobiético hay un aumento
de especies activas de oxigeno, acompafiado de una disminucion de equivalentes de
GSH, el balance celular queda desplazado hacia procesos oxidativos (11). El resul-
tado inmediato es un aumento de la peroxidacion lipidica, alteracién de la funcio-
nalidad de la membrana e, indirectamente, la incapacidad de la célula para generar
su propia energia y mantener la homeostasis iénica.

Los compuestos que con mds facilidad pueden provocar un estrés oxidativo son
aquellos capaces de sufrir repetidos ciclos de oxidacion y reduccion en el interior
de la célula. Un ejemplo representativo de este tipo de toxinas son las quinonas que
pueden causar dafio celular a través de dos mecanismos (Fig. 1). En primer lugar
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Figura 1. Mecanismos generales en la hepatotoxicidad mediada por farmacos.



las quinonas son compuestos electrofilicos capaces de reaccionar con nucledfilos
tales como los grupos tiol del glutation y las proteinas. Puesto que el glutation juega
un papel clave en la proteccién de la célula frente a las especies activas de oxigeno,
su deplecién hace a la célula mds vulnerable.

En segundo lugar, ciertas flavoproteinas (citocromo P450 reductasa) catalizan la
reduccion de las quinonas a semiquinonas, a expensas de NADPH. Esta reaccion,
a diferencia de la catalizada por la diaforasa (reduccion a hidroquinona), genera una
especie parcialmente reducida (semiquinona) que ficilmente reacciona con el oxi-
geno molecular y en una reaccion de oxidacién, se abstrae un electrén de la semi-
quinona, oxiddndose a quinona. El oxigeno por su parte genera el ani6n radical
superdxido. La quinona es reducida de nuevo por la citocromo reductasa entrando
asi el xenobidtico en un ciclo repetido de oxidacién-reduccién (redox cyeling) cuyo
balance estequiométrico es la reduccién parcial del oxigeno a expensas de NADPH
y la subsequente produccion de anién superéxido (Figura 1).

En el hepatocito existe suficiente actividad superoxido dismutasa para garantizar
la rdpida conversion del anién superdxido a agua oxigenada, que a su vez puede ser
descompuesta bien por la catalasa, o reducida por la glutation peroxidasa. No obs-
tante lo cual, en presencia de iones metdlicos (Fe™), el agua oxigenada genera radi-
cal OH, especie reactiva capaz de abstraer H de lipidos con enlaces insaturados y,
generando radicales derivados del lipido, iniciar un proceso de peroxidacion lipidica.

Una de las consecuencias importantes del estrés oxidativo inducido por xeno-
bidticos es la modificacién de los grupos -SH (oxidacién, S-tiolacién) de proteinas.
Las ATPasas dependientes de calcio son proteinas cuya actividad enzimdtica es
particularmente sensible al estado de sus grupos tioles por lo que su oxidacién se
traduce en su incapacidad de bombear iones (12, 13).

En la mitocondria hepdtica ocurre una situacién particular: esta organela carece
de catalasa por lo que el agua oxigenada generada (bien durante la fosforilacién
oxidativa, bien a través de redox cycling es reducida solamente por la glutation
peroxidasa a expensas del glutation mitocondrial que es convertido en GSSG. Como
quiera que no existe transporte de GSSG hacia el citosol. el balance GSH/GSSG
disminuye notablemente y el glutation tiene que regenerarse a expensas de la reduc-
cién de GSSG por el metabolismo mitocondrial. Como consecuencia de ello, la
mitocondria es particularmente vulnerable a los xenobiéticos capaces de deplecio-
nar GSH.

Alteraciones de la homeostasis intracelular del calcio. El calcio intracelular
tiene funciones reguladoras sobre la actividad de distintos enzimas, al tiempo que
actiia como segundo mensajero de hormonas, factores de crecimiento etc. La con-
centracién de calcio intracelular es muy baja (10”M) en comparacién con la de los
fluidos extracelulares (1-2x10°M). Los mecanismos de entrada de iones calcio hacia
el interior de las células son generalmente los canales voltaje-dependientes activa-
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dos por cambios en el potencial eléctrico de la membrana plasmadtica y canales
activados por interacciones ligando-receptor (14). Solo de los segundos existen
evidencias experimentales claras de que sean operativos en los hepatocitos.

En condiciones normales, la entrada de calcio en el citosol, es contrarrestada por
un proceso activo de extrusion de iones hacia el exterior por una calcio-ATPasa de
membrana, o por un sistema Na'/Ca™ antiport. La concentracién de calcio en el
citosol estd también controlado por una activa captacion de dichos iones tanto hacia
la mitocondria como hacia el reticulo endoplasmico (Figura 2). La fuerza motriz
que arrastra la captacion del calcio por la mitocondria es el potencial de membrana
que se genera como consecuencia de la fosforilacién oxidativa, mientras que en el
reticulo endopldsmico, la captacién se hace por una bomba de calcio dependiente
de ATP.

Hay diversos mecanismos por los que una hepatotoxina puede alterar los niveles
intracelulares de calcio, por ejemplo, aumentando la entrada de calcio desde el me-
dio extracelular, Pero en los hepatocitos, el mecanismo mds frecuente es la salida
desde los resevorios intracelulares mitocondria y reticulo endopldsmico (Figura 2).
Una segunda posibilidad es la alteracion de su recaptacion hacia las organelas antes
mencionadas, o su bombeo hacia el exterior. Aunque existen xenobidticos capaces de
interferir el funcionamiento de las ATPasas, la mayoria de ellos actian indirectamen-
te modificando las propiedades de la membrana (por ejemplo como consecuencia de
una peroxidacion lipidica), deplecionando los niveles de glutation (lo que puede lle-
var a una pérdida de actividad enzimdtica por modificacién de grupos -SH), o bien
por una disminucién del estado energético de la célula (bajos niveles de ATP).

Cualquiera de los fenémenos antes sefialados pueden dar lugar a un aumento
sostenido de los niveles de calcio intracelular. La consecuencia inmediata es la
formacion de protuberancias en la membraba (blebs), fenémeno causado por la
desorganizacién del citoesqueleto y ruptura de proteinas implicadas en el anclaje
del citoesqueleto a la membrana celular (15). También se produce activacién de
fosfolipasas y de proteasas no lisosomales que causan dafo irreversible en los
componentes celulares (Figura 2). Una elevada concentracién de calcio puede pro-
vocar la activacién de endonucleasas y la fragmentacién del DNA similar a lo que
se observa en la muerte celular por apoptosis (15).

Unién covalente del farmaco a proteinas. En el curso de la biotransformacién
de xenobidticos pueden formarse especies quimicas mds reactivas (electrofilos, ra-
dicales, conjugados inestables) capaces de reaccionar con macromoléculas celulares
formando aductos estables (16). Entre los grupos funcionales mas frecuentemente
implicados cabe destacar carbonilos «, B insaturados, aldehidos, epéxidos, y algu-
nos ésteres (conjugados con dcido glucurdnico, o con sulfato).

Las proteinas, ADN y ARN son las macromoléculas diana de la unién covalen-
te. Por lo general el grado de formacién de aductos covalentes firmaco-macromo-
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Alteracion de la homeostasis del calcio y sus efectos
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Figura 2.  Alteracion de la homeostasis del calcio inducida por farmacos y sus consecuencias.
(A) La entrada de iones calcio hacia el interior de las células se produce, en condiciones
fisiolégicas, a través de canales (voltaje y ligando dependientes), de los que sélo los segundos
son operativos en los hepatocitos (1). La entrada de calcio, es contrarrestada por calcio-ATPasa
v un sistema Na'/Ca*" antiport (2). En el hepatocito, la concentracién de calcio en el citosol estd
también controlado por una activa captacién por la mitocondria (3) y el reticulo endopldsmico
(4), que hace que la concentacién citosélica sea baja respecto al medio externo (5). Hay
diversos mecanismos por los que una hepatotoxina puede alterar los niveles intracelulares de
calcio entre ellos alteraciones de la membrana como consecuencia de una peroxidacién lipidica
(6, 7). e interferencia en el funcionamiento de las ATPasas. La consecuencia es la formacion de
protuberancias en la membraba («blebs», 8), activacién de fosfolipasas, proteasas e hidrolasas
(9), incapacidad de la célula de producir suficiente ATP (10), vy la activacién de endonucleasas
v la fragmentacion del DNA (11). A diferencia de lo que ocurre cuando un hepatocito es
estimulado mediante una senal fisiolégica (epinefrina) en donde el aumento del Ca'" intrace-
lular es rapido y transitorio (B), las hepatotoxinas producen un aumento mds lento pero dura-
dero (C).
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lécula depende de la proporcion del farmaco transformado en metabolito reactivo,
de su vida media (difusion del lugar de formacién), y de la capacidad para reaccio-
nar con grupos funcionales de la macromolécula diana. La localizacion celular de
los aductos depende tanto del lugar de generacién como de la naturaleza y reacti-
vidad del metabolito reactivo. El reticulo endopldsmico, por ejemplo. lugar de la
ubicacién del complejo enzimatico P450, es donde con mas frecuencia se localizan
los aductos farmaco-proteina (17), aunque tambien se han encontrado en la mem-
brana celular (16). Ello parece consecuencia logica de la proximidad al lugar de
formacion de las especies reactivas y, de hecho, las isoformas del P450 ubicadas en
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el reticulo endopldsmico son las proteinas diana mas frecuentes (17, 18), si bien
otras proteinas celulares (ATPasas dependientes de Ca™, carboxilesterasas, GSH-
transferasas) han sido también implicadas en la formacion de aductos (17, 19).

Aunque la unién covalente es un fenémeno que con frecuencia ocurre en el
curso del proceso téxico, solo en algunas ocasiones ha podido asociarse con una
lesién celular especifica. Tal es el caso de la toxicidad por bromobenceno y para-
cetamol (17, 18), en las que parece existir una directa correlacion entre el grado de
union covalente y la magnitud del dafio celular. Sin embargo, con los anilogos
bromofenol y N-acetil aminofenol, la situacion es la contraria: la unién covalente
observada, no guarda relacion con el efecto t6xico (17). Finalmente, existen casos
tales como el del diclofenac, en los que la unién covalente guarda una relacién
inversa con la hepatotoxicidad. La unién del firmaco a las proteinas (20), tiene
lugar via transacilacién del glucurdénido del diclofenac (Figura 3). Por el contrario,
la toxicidad del diclofenac, estd asociada a su metabolizacion por el P450 (21).
Ambas vias ocurren simultaneamente, y por tanto, cuanto mas diclofenac se conju-
ga, mayor es la unién covalente, pero menor su metabolizacién por el P450, con la
consiguiente generacién de metabolitos toxicos (17, 22).

3. ESTUDIO «IN VITRO» DE HEPATOTOXINAS INTRINSECAS

Enfrentados ante como disefar una estrategia experimental para el estudio in
vitro de la hepatotoxicidad, varios son los puntos que debemos considerar: a) El
modelo in vitro adecuado para el fin que se pretende; b) establecer qué parametros
son los adecuados para la deteccion de los efectos téxicos: y ¢) determinar el valor
predictivo del modelo, En relacion al primero de los puntos las posibilidades son: 1)
la utilizacion de cultivos primarios, hepatocitos, obtenidos directamente del higado,
que retienen en gran medida las funciones tipicas del 6rgano de donde provienen,
pero que tienen en cultivo una vida corta; 2) uso de lineas celulares (hepatomas) que
por lo general retienen sélo una parte de la expresién de funciones organoespecifi-
cas, pero cuya vida es ilimitada; y 3) utilizacion de células manipuladas genetica-
mente, que comparten ciertas propiedades de las lineas continuas y de los cultivos
primarios. El uso de los dos primeros permite discernir si la toxicidad observada
afecta a una funcion basal de la célula, o por el contrario es especifica de la célula
diferenciada. El uso de células manipuladas genéticamente y que expresan CYP
especificos, ha encontrado un extraordinario campo de aplicacion en los estudios del
metabolismo de farmacos para determinar, de una manera inequivoca, si un determi-
nado citocromo estd implicado o no en la produccién de un metabolito (23-26).

Siendo el hombre el destinatario final de la mayor parte de los productos sanita-
rios, y no siendo éticamente aceptable el ensayo de substancias activas sobre volun-
tarios sanos sin los previos y dilatados estudios sobre animales, se plantea en la
prictica una situacion peculiar en la que los efectos de los compuestos se examinan
en modelos animales, sin tener la constancia previa de si serdn o no los mis idéneos
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Screening in vitro de hepatotoxicidad por farmacos

1) Citotoxicidad basal / hepatoespecifica
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Figura 4. Screening in vitro de la hepatotoxicidad potencial de nuevos farmacos. Mediante
la utilizacion de modelos celulares es posible distinguir si el efecto téxico observado afecta a
funciones bdsicas de toda célula (citotoxicidad basal), si la toxicidad es inherente a la propia
molécula (toxinas activas) o si, por el contrario, la toxicidad solo se observa en hepatocitos
como consecuencia de la metabolizacion del xenobidtico (toxinas latentes). Ello debe seguirse
de un estudio mas detallado para tratar de averiguar las consecuencias que sobre las funciones
hepdticas pudieran tener concentraciones de dicho compuesto, en el rango que las que cabe
esperar en el higado in vive.
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para predecir los efectos en humanos. Diferencias en el metabolismo, o susceptibi-
lidad del ser humano, en comparacién con la especie animal utilizada en los ensayos
preclinicos, suele ser la causa mas frecuente de una toxicidad inesperada, y la para-
lizacion del desarrollo del nueve farmaco. En este sentido, los modelos celulares in
vitro derivados de células humanas pueden desempenfar un papel puente entre los
ensayos en animales y en humanos, permitiendo una investigacién mas directa de los
efectos potenciales del nuevo compuesto sobre el destinatario final: el hombre.

Los ensayos de toxicidad que pueden realizarse in vitro, entran dentro de dos
categorias generales (Figura 4): a) ensayos de citotoxicidad basal, destinados a
evaluar efectos sobre funciones vitales de las células (tests de viabilidad celular
tales como MTT, liberacién de enzimas, rojo neutro); b) ensayos dirigidos a la
deteccién de toxicidad organo-especifica, es decir, del efecto de los xenobidticos
sobre funciones hepatoespecificas tales como gluconeogénesis, ureogénesis, sintesis
de proteinas plasmaticas, transporte de aniones etc.; asi como la investigacién de los
mecanismos de toxicidad, antes mencionados, que subyacen tras los efectos obser-
vados.

Los modelos in vitro son una simplificacién de la mucho mas compleja realidad
del un animal o el ser humano. Por ello, a la hora de interpretar los resultados in
vitro, hay que tener presente: a) la importancia de la funcion celular afectada (si es
esencial para el hepatocito, o de relevancia para la homeostasis del organismo); b)
la toxicocinética del compuesto en estudio (si se dispone de datos experimentales
in vive o su estimacién mediante modelos PBPK), para determinar el factor de
riesgo de toxicidad calculado en base a la concentracién toxica in virro, y a la que
estdn expuestos los hepatocitos in vive; por tltimo c¢) la reversibilidad de los efectos
téxicos una vez eliminado el firmaco.

4. HEPATOTOXICIDAD IDIOSINCRASICA

La hepatotoxicidad idiosincrisica es un fenémeno téxico, dificilmente predeci-
ble sobre la base de la estructura quimica del compuesto, que ocurre solamente en
ciertos individuos, y que no es facilmente reproducible en animales de laboratorio.
por lo que es muy complejo anticipar su existencia durante el desarrollo de un
nuevo farmaco. En el origen de este fendmeno cabe distinguir dos posibles situa-
ciones: el compuesto resulta ser toxico para un individuo concreto porque en él, el
farmaco se metaboliza de manera singular (idiosincrasia metabdlica), o bien existe
una respuesta desproporcionada frente al firmaco (reaccion de hipersensibilidad),
que aparece tras un periodo previo de administracion asintomdtico.

Idiosincrasia metabolica. Los seres humanos muestran diferencias en cuanto a
su capacidad para metabolizar xenobidticos. La mayoria de esta diferencias se deben
a variaciones fenotipicas (sobre- o infraexpresiéon de un determinado enzima de
biotransformacion. Las isoformas [Al, 1A2, 2C8, 2C9, 3A3, 3A4 y 3AS, son las
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que muestran un mayor grado de variabilidad y que generalmenre es debido a
factores tales como la edad, sexo, hibitos alimenticios y sociales, factores ambien-
tales etc. (3). También algunos enzimas de fase II, tales como la glucoronil trans-
ferasa y la glutation-S-transferasa, muestran variaciones de tipo fenotipico.

Existe también un pequeno nimero de enzimas, cuya diferente actividad en
seres humanos tiene una base genética. Las isoformas 2C19, 2D6, y la N-acetil-
transferasa constituyen tres ejemplos cldsicos de enzimas de los que se conoce
distintas mutaciones que se traducen en una menor (a veces pérdida) o mayor
actividad enzimdtica (27). Como resultado de ello, cuando un farmaco es metabo-
lizado por enzimas que muestran una variabilidad feno- o genotipica, sus perfiles
metabdlicos pueden diferir notablemente de un individuo a otro. Una primera con-
secuencia de la sobre- o infraexpresion de un enzima es la diferente velocidad de
metabolizacién y eliminacién del farmaco, lo que influye sobre su eficacia terapéu-
tica. Una segunda consecuencia. no menos importante, es la posible toxicidad de-
bida a la sobreproduccién de un metabolito téxico, que en los demds individuos es
minoritario.

Mecanismos implicados en la hepatitis alérgica. Los fenémenos que subyacen
en una hepatitis alérgica por medicamentos son notablemente complejos, no obstan-
te van siendo conocidos paulatinamente en sus aspectos mecanisticos. En esencia,
se requiere que un farmaco sea susceptible de desencadenar una respuesta inmune
que finalmente ird dirigida contra el hepatocito produciendo en él citolisis (necrosis
hepitica), o alteraciones de su funcién (colestasis). Cabe concebir este proceso
como una sucesion de etapas necesarias, pero que en ninglin caso constituyen per
se la causa determinante de la hepatitis alérgica medicamentosa (Figura 3).

En primer lugar, la mayoria de los firmacos y sus metabolitos son compuestos
orginicos de bajo peso molecular, y por tanto, incapaces de desencadenar una
respuesta inmune por si mismos. Por ello parece necesario que dicho firmaco tenga
que unirse previamente a proteinas (28). De esta forma, el conjugado metabolito/
proteina, puede poner en marcha una respuesta inmunologica. La unién covalente
del farmaco o metabolito a una proteina celular (haptenizacién) parece ser, pues,
una condicion sine quae non para el inicio de una respuesta inmune (29). Pero
ciertamente no es una condicién suficiente, por cuanto se conoce la existencia de
farmacos que durante su metabolismo dan origen a la formacién de aductos, sin que
la incidencia clinica de hepatitis alérgicas sea significativa. El grado de unién co-
valente de un férmaco a proteinas estd asociado a su conversién en una especie
quimica mas reactiva por enzimas de biotransformacién (generalmente P450), a su
vida media, a la capacidad para reaccionar con macromoléculas celulares y a los
mecanismos de defensa/reparacién de las células (30,31).

El siguiente paso debe ser que el neoantigeno se haga accesible a la vigilancia
del sistema inmune. Los firmacos capaces de unirse covalentemente a proteinas
hepdticas lo hacen generalmente a proteinas citosélicas o microsomales. Sin embar-
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£o, para que estos neoantigenos sean accesibles a las células del sistema inmune,
deben ser liberadas al exterior, o estar presentes en la membrana celular. Cabe
imaginar por ello distintas posibilidades: a) el metabolito reacciona con el citocro-
mo P-450 que lo generd, formando un aducto que sigue una ruta vesicular hasta la
membrana plasmatica, y termina por exponerse al exterior (32,33); b) el metabolito
reactivo tiene una vida media lo suficientemente larga que le permite difundir desde
su lugar de formacién y reaccionar con proteinas de membrana (o con proteinas
cuyo destino final es la membrana (34); ¢) el metabolito reacciona con proteinas,
cuyo destino final es la membrana celular, tales como las proteinas del complejo
mayor de histocompatibilidad.

El inicio de una respuesta inmune frente al neoantigeno requiere que éste sea
debidamente presentado a linfocitos T,,. Esto puede ocurrir por distintos mecanis-
mos. En una via que podemos denominar cldsica. los aductos farmaco-proteina tras
endocitosis por células profesionales presentadoras de antigenos, son procesados y
presentados a las células T, asociados a proteinas MHC-II. Dependiendo interac-
cione la célula presentadora de antigeno con linfocitos T,;, o T,,,. se desencadenara
una respuesta celular (inflamacién), o una respuesta humoral (con produccién de
inmunoglobulinas). Hay datos que sugieren que en el higado. las células de Kupffer
podrian actuar como células presentadoras de antigenos (35). Sin embargo, no se ha
podido aportar evidencias directas que demuestren de manera convincente su par-
ticipacion en el caso de las hepatitis yatrogénicas.

Una via alternativa, podria implicar directamente a los hepatocitos. Solamente
las células presentadoras de antigeno expresan proteinas MHC-II, pero estudios
recientes indican que los hepatocitos pueden expresar estas proteinas cuando se les
incuba con interferon y citoquinas (TNFa). Si en estas circunstancias, el firmaco
se uniese a proteinas MHC-II, el propio hepatocito podria actuar como una célula,
no profesional, presentadora de antigeno, contribuyendo de esta manera a desenca-
denar la respuesta inmune (36).

La respuesta inmune en los pacientes con hepatitis inducidas por farmacos puede
manifiestarse bajo dos formas: humoral y celular. Homberg y colaboradores (37) en
el trabajo mis exhaustivo realizado hasta la fecha (>150 casos), estudiaron la pre-
sencia de anticuerpos en sueros de pacientes con hepatitis inducidas por diferentes
farmacos. Basados en sus resultados cabe clasificar las hepatitis causadas por far-
macos en 4 grupos:

a) Existencia en el suero de anticuerpos contra el farmaco: metabolitos, con-
jugado farmaco-proteina etc.: halotano (38,39): amodiaquina (40.41);

h) con anticuerpos anti-citocromo P-450: dcido tienilico (42, 43); dihidralazi-
na, (44); carbamazepina (45.46);

¢) con autoanticuerpos (ej. anti-misculo liso, anti-mitocondria y anti-nticleo):
clometacina, fenofibrato, oxifenisatina y papaverina (36); y finalmente
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d) pacientes en los que no se ha detectado la presencia de ninguno de estos
tipos de anticuerpos: hepatitis inducidas por farmacos tan heterogéneos como ajma-
lina, aminopterina, isaxonina, isoniazida, fenilbutazona y troleandromicina (34,37).

En contra de lo que cabria esperar, el primero de los grupos no es el mds
frecuente, y s6lo en muy pocos casos ha podido demostrarse inequivocamente la
existencia de anticuerpos dirigidos contra neoantigenos derivados del farmaco (41,
47-49). Cabe imaginar que una causa sea el uso de una metodoldgia inadecuada.
Por lo general, los anticuerpos se ensayan frente al firmaco sospechoso. Sin embar-
go, en el paciente, la respuesta humoral puede haber sido dirigida frente a metabo-
litos. o frente a aductos farmaco-proteina contra los que los anticuerpos, caso de
haber sido enfrentados, hubieran dado una clara respuesta positiva.

Un cierto tipo de firmacos hepatotdxicos tales como el tienilico (grupo 2), dan
lugar a la formacion de anticuerpos dirigidos, no contra el hapteno, sino contra el
citocromo P-450 implicado en su metabolismo. Estos anticuerpos tienen el cardcter
de autoanticuerpos, es decir, reconocen también el citocromo de hepatocitos que no
han sido tratados con el farmaco y dicha reaccion no es inhibible ni por el firmaco
ni por sus metabolitos. Estdn descritos en la literatura varios ejemplos en los que
ha podido demostrarse la existencia de autoanticuerpos dirigidos contra CYP1A2
(45), y CYP2C8/9 en hombre (42-46) y contra CYP2CI11 en rata (42).

La respuesta inmune dirigida hacia el firmaco no parece que sea el factor
primario en la patologia del tercero de los grupos. Dada la semejanza de esas
hepatopatias con las hepatitis autoinmunes de tipo I (asociadas con la presencia de
autoanticuerpos contra niicleo, mitocondria y actina), se ha sugerido que dichos
farmacos podrian despertar, indirectamente, una enfermedad autoinmune latente o
romper la tolerancia inmunoldgica contra autoantigenos (37).

Existe también un componente celular en la hepatitis alérgica por farmacos
mediada, en parte, por linfocitos T citotéxicos y que ha podido ser evidenciada en
ciertos tipos de hepatitis yatrogénicas (carbamazepina, dilevalol ; 50-52). Las evi-
dencias en favor de la existencia en dichos pacientes de una subpoblacién linfoci-
taria sensibilizada contra el farmaco parten del hecho de que es posible estimular
la proliferacion de linfocitos periféricos al incubarlos in vitre con el firmaco, o con
alguno de sus metabolitos (50-52). Un dato muy interesante a este respecto es el
hecho de que la estimulacién linfocitaria tiene lugar con mucha mayor efectividad
cuando el antigeno (firmaco) estd unido a una fraccién de proteinas hepiticas de
membrana (51), que cuando se estimula con el farmaco solo. Ello sugiere que la
asociacion del farmaco a moléculas de membrana, posiblemente proteinas del com-
plejo mayor de histocompatibilidad, debe jugar un papel importante en el inicio de
la respuesta inmune (Figura 5).

No cabe descartar, que otras células del sistema inmune puedan también parti-
cipar en el ataque a hepatocitos. Los macrofagos, via anticuerpos dirigidos contra
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APC profesional

Te CD8+ Expansion

Figura 5. Mecanismos implicados en la hepatitis alérgica. La mayoria de los farmacos son
compuestos de bajo peso molecular incapaces de desencadenar una respuesta inmune por lo que
su unién a proteinas celulares parece ser una condicion previa. Este neoantigeno debe hacerse
accesible a la vigilancia del sistema inmune v ser debidamente presemado a linfocitos T,
Dependiendo que la célula presentadora de antigeno (APC) interaccione con linfocitos T,, 0 T},
se desencadenard una respuesta celular (inflamacion), o humoral (produccion de inmunoglobu-
linas). Una via alternativa podria implicar a los hepatocitos, quienes bajo ¢l estimulo de inter-
feron y citoquinas (TNF«t) pueden expresar MHC-1I, con lo que podrian actuar como una célula
presentadora de antigeno, no profesional.

el farmaco, asi como también las células K, podrian estar implicadas en la destruc-
cién de los hepatocitos.

5. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS HEPATITIS ALERGICAS

La hepatitis alérgica puede manifestarse clinicamente de varias formas: a) una
forma fundamentalmente colestdsica, y con una reducida necrosis hepitica, b) con
aumento de los marcadores de necrosis hepdtica y un moderado aumento de la
bilirubina sérica, o ¢) una forma mixta en la que tanto necrosis como colestasis son
importantes. La forma mas frecuente de hepatitis alérgica, y la de mejor pronéstico.
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es aquella que se manifiesta con colestasis y un moderado dano hepatocelular. Las
mas graves son las que se manifiestan como una necrosis masiva (en ocasiones
como hepatitis fulminante) y que pueden llegar a tener consecuencias fatales para
el paciente. Las razones por las que se dan uno u otro tipo de alteracién hepitica
no son obvias, ni son facilmente asimilables a un tipo de farmaco determinado. Lo
interesante del caso es que un mismo fdrmaco puede producir los tres tipos de
respuestas en distintos pacientes.

Cabe plantearse, en primer lugar, la relacion existente entre la respuesta inmune
y las manifestaciones clinicas de las hepatitis. Los casos de necrosis hepatocelular
parecen ser debidas a la destruccion mediada principalmente por células T, si bien
no cabe excluir la participacion de otras células. El mecanismo de ataque por parte
de las células del sistema inmune es probablemente muy similar al que tiene lugar
en las hepatitis autoinmunes y hepatitis viricas (53). En ese sentido, la participacion
de anticuerpos dirigidos contra el fairmaco pudiera tener también un papel relevante.
Por ejemplo, en el caso de la hepatitis por halotano, la incubacién de hepatocitos,
previamente expuestos al anestésico, con el suero de individuos sensibilizados se-
guido de la adicién de células mononucleares, resulta en la destruccion de los
hepatocitos (54, 55).

La existencia de autoanticuerpos (p. ej. anti citocromo P450), pudiera ser mas
bien la consecuencia que la causa de la hepatitis (56). Pese a ser un hallazgo
frecuente, no resulta evidente el papel que pudieran tener los anticuerpos anti-
citocromos en las manifestaciones clinicas de la hepatitis alérgica. Cabe especular
que, como consecuencia de la muerte del hepatocito y la salida al exterior de
antigenos citoplasmdticos, entre ellos los citocromos, se desencadene la produccién
de autoanticuerpos cuya antigenicidad podria verse incrementada por la presencia
de aductos farmaco-proteina. Por otra parte, la presencia en la membrana plasmatica
de los hepatocitos de aductos farmaco-citocromo P-450 (32,33), posiblemente resul-
tado de un transporte minoritario de estos enzimas hacia el exterior, facilitarfa su
reconocimiento por anticuerpos y el ataque por células del sistema inmune.

Las hepatitis alérgicas cuya manifestacion clinica es la colestasis sin necrosis del
hepatocito, no solo son las mas frecuentes sino también las mds desconocidas desde
el punto de vista mecanistico. Se trata de una alteracién funcional de los hepatocitos,
en la que se ve perturbada la captacion de aniones a través de la membrana sinusoi-
dal, y su activo transporte hacia la membrana canalicular. La ausencia de lisis celu-
lar, parece excluir un papel predominante de las células T en el mecanismo de esta
hepatitis. Por otra parte, estas células conservan su funcionalidad hepdtica in vivo
(ej. gluconeogénesis, ureogénesis). Cabe imaginar que la interaccion con anticuer-
pos dirigidos contra antigenos de membrana (citocromos, aductos farmaco-proteina
etc.), alterando las propiedades de la membrana, podria indirectamente afectar la
actividad funcional de proteinas implicadas en el transporte de aniones, dcidos bilia-
res y bilirubina. Recientemente, en el caso de una hepatitis alérgica por eritromicina
(41). ha podido demostrarse cémo anticuerpos dirigidos contra el firmaco, presentes
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en el suero de enfermos, son capaces de unirse a la membrana del pseudo-canaliculo
biliar de hepatocitos en cultivo incubados con el firmaco.

6. POSIBLES ESTRATEGIAS PARA CONFIRMAR «IN VITRO»
UN DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS ALERGICA

Aparte de una exhaustiva anamnesis y de la exclusién de otras etiologias, no
existe en la prictica un procedimiento que permita determinar con precision el
farmaco causal de una hepatopatia alérgica. Una confirmacién inequivoca de la
etiologia inmunolégica de una hepatitis requiere poner de manifiesto la existencia
de una respuesta inmune dirigida contra el correspondiente farmaco, (bien anticuer-
pos, o bien linfocitos T sensibilizados). La naturaleza de la respuesta inmunolégica
(raramente mediada por IgE) y el tipo de manifestacion hepatica asociada, hace que
las pruebas alérgicas convencionales resulten poco dtiles. Un experimento de pro-
vocacion in vivo para confirmar el diagnéstico estd fuera de toda consideracién por
razones €ticas.

Idealmente debiera ser posible el demostrar la sensibilizacién de un paciente a
un determinado farmaco mediante ensayos inmunolégicos in vitro. Dichos ensayos
debieran ir dirigidos a evidenciar o la existencia de anticuerpos o la de linfocitos
sensibilizados frente al farmaco. Se han desarrollado ensayos de laboratorio para el
diagnostico de las hepatitis alérgicas, pero su valor es limitado. El radio-allergosor-
bent test (RAST) ha resultado de utilidad en la deteccion de IgE dirigidas contra
ciertos farmacos (penicilinas) pero de muy poco valor en muchos otros casos (57).
Como se ha mencionado anteriormente, la presencia de anticuerpos dirigidos contra
el firmaco no es un hallazgo frecuente en las hepatitis alérgicas. Una posible ex-
plicacion seria el que los anticuerpos hayan sido ensayados frente al farmaco
sospechoso, mientras que los anticuerpos hayan sido dirigidos contra metabolitos
del farmaco, o aductos firmaco-proteina. Se han conseguido resultados prometedo-
res en la deteccién de anticuerpos dirigidos contra firmacos, mediante la utilizacion
de hepatocitos humanos que, incubados previamente con el firmaco, son expuestos
al suero del paciente (41). Esta aproximacién tiene la ventaja de que a través de los
hepatocitos se generan los posibles metabolitos, asi como los correspondientes
aductos susceptibles de ser reconocidos por el anticuerpo.

Por otra parte, solo en una minoria de pacientes con hepatitis yatrogénica ha
podido demostrarse la existencia de linfocitos sensibilizados frente al farmaco sos-
pechoso usando tests de proliferacion celular. Esta baja sensibilidad, que da lugar
a cerca de un 50% de falsos negativos (57, 58), podria deberse a varias razones:

a) que el mecanismo de la toxicidad idiosincrdsica no sea de naturaleza inmu-
nolégica:

b) que la respuesta inmune vaya dirigida, no al fairmaco sino, a alguno de sus
metabolitos;
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Identificacion de células T sensibilizadas
por farmacos
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Figura 6. Identificacion de linfocitos T sensibilizados por farmacos. La sintesis de DNA v la
proliferacion celular es el resultado final del fendmeno de activacion linfocitaria que va prece-
dida de la activacion de distintos marcadores (CD-25, CD-71). El antigeno de membrana CD-
69 es uno de los mds tempranos. Aparece en el (ranscurso de las primeras horas y se expresa
en células T, B y NK activadas bien por antigenos o mitogenos. Su andlisis en conjuncién con
la expresion de otroy marcadores constitutivos de células T (CD-4, CD-8) es uitil para demostrar
la existencia de linfocitos sensibilizados frente un determinado farmaco en pacientes.
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¢) que el firmaco/metabolito no sea capaz, por si mismo, de estimular la
proliferacién de los linfocitos si no estd unido a una macromolécula;

d) que se trate de un antigeno poco potente y/o que requiera de una adecuada
presentacion para estimular a los linfocitos:

¢) que los linfocitos en el ensayo de proliferacion estén bajo el efecto de
posibles inhibidores producidos por otras células presentes en el ensayo (prosta-
glandinas producidas por células supresoras).

La sintesis de DNA vy la proliferacion celular es el resultado final del fenémeno
de activacion linfocitaria, pero que requiere varios dias para poder ser apreciada
inequivocamente. Generalmente se utiliza como criterio la incorporacién de “H-timi-
dina, pero la necesidad de mantener las células en cultivo durante varios dias para
poder detectar el fendmeno de sintesis de DNA, aumenta la complejidad del ensayo.

Con vistas a su utilizacién en el diagnéstico clinico de las hepatopatias alérgi-
cas, cabe considerar otro tipo de marcadores (Figura 6). El antigeno de membrana
CD-69 es uno de los marcadores mds tempranos que se expresan en todas las
c€lulas T, B y NK activadas bien por antigenos o por mitogenos. El CD-69 es una
proteina que no se detecta en células mononucleares periféricas, pero que en el
transcurso de muy pocas horas aparece en todas las estirpes de linfocitos estimula-
dos con el antigeno (58.59). La expresion de esta proteina (60) no requeriere el
concurso de otras células o senales (citoquinas) y precede a la aparicion de los
marcadores CD-25, y CD-71. La expresion transitoria del CD-69 en linfocitos,
comparada con la expresion constitutiva de otros marcadores de células T (por ej.
CD-4, CD-8), abre la posibilidad de utilizarla como indicador de la existencia de
linfocitos sensibilizados frente un determinado fidrmaco en pacientes. En conjuncién
con un sistema capaz de generar metabolitos del firmaco (p. ej. hepatocitos huma-
nos), la utilizacion del CD-69 podria constituir una aproximacién clinicamente dtil
para demostrar en pacientes, la existencia de linfocitos sensibilizados frente un
determinado farmaco.
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I. INTRODUCCION

A pesar de que el glutation (GSH) fue descubierto en 1888 por De Rey-Pailha-
de, su funcién ha empezado a conocerse sélo a partir de las iltimas tres décadas.
El GSH es una molécula con una gran eficacia estructural. Este tripéptido estd
constituido por los aminodcidos glutamato, cisteina y glicina; el glutamato y la
glicina, juegan un papel fundamental en la determinacién de su destino metabélico
mientras que la cisteina, a través de su sulfidrilo, es responsable de sus funciones.
La primera etapa en la sintesis del GSH es la unién entre el glutamato y la cisteina.
Esta union se realiza a través del grupo y-carboxilo del glutamato en vez del
a-carboxilo como ocurre normalmente en la mayoria de los péptidos, lo que deter-
mina una resistencia a la hidrélisis por peptidasas; de hecho, la Gnica enzima exis-
tente en la naturaleza capaz de hidrolizar al GSH es la y-glutamiltranspeptidasa
(y-GT), ectoenzima presente en la superficie externa de ciertos tipos de células. El
aminodcido terminal, glicina, es fundamental en la especificidad estructural de las
enzimas dependientes de GSH y confiere una proteccién frente a la degradacion
intracelular producida por la y-glutamilciclotransferasa.

El GSH participa en una diversidad de funciones celulares, algunas de ellas
determinadas por su papel como cofactor de varias enzimas de la fase II de bio-
transformacién como la glutation transferasa (GST). Dichos enzimas metabolizan
una variedad de sustancias electrofilicas mediante conjugacién con el GSH, dando
lugar a la formacién de tioéteres que son potencialmente eliminados tras su trans-
porte a la bilis. Las peroxidasas dependientes de GSH eliminan peréxidos tanto de
hidrogeno como orgédnicos. En dicha accién, el GSH se oxida a GSSG. Sin embar-
g0, la GSH reductasa reduce dicha especie oxidada a su forma reducida a expensas
de equivalentes de reduccién (NADH). La coordinacion de esta serie de reacciones
enzimaticas que utilizan el GSH como coenzima constituye el denominado ciclo
rédox del GSH cuya accion es fundamental para garantizar la funcionalidad de
miltiples procesos celulares.

2. IMPORTANCIA DEL GLUTATION Y SU TRANSPORTE HEPATICO

La clave de muchas de las funciones que desempena el GSH radica en el grupo
tiol de la cisteina. Ademads de las que ya se han sefialado cabe afiadir: 1) desintoxi-
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cacion de electrofilos inestables tras su transformacién en tioéteres; 2) actuacion
como la principal fuente celular de almacenamiento de cisteina. sirviendo como
vehiculo para su transporte a otros érganos; 3) mantenimiento de los tioles proteicos
esenciales, previniendo la oxidacién de grupos -SH o reduciendo uniones disulfuros
inducidas por estrés oxidativo. Las peroxidasas dependientes de GSH eliminan
peroxidos tanto de hidrégeno como organicos. En dicha funcién, el GSH se oxida
a GSSG. Sin embargo, la GSH reductasa reduce dicha especie molecular a la forma
reducida. La coordinacién de esta serie de reacciones enzimaticas que utilizan el
GSH como coenzima constituyen el denominado ciclo redox del GSH, cuya accién
es fundamental para garantizar los miltiples procesos celulares; 4) conjugacién con
compuestos endégenos formando aductos como intermediarios en el metabolismo
de prostaglandinas, leucotrienos y varias hormonas; 5) reduccion de ribonucleétidos
a deoxiribonucledtidos; 6) modulacion de procesos relacionados con los microtibu-
los. Dichas funciones son algunas de las que se han descrito hasta la fecha, siendo
esenciales para un funcionamiento normal de la célula.

Una caracteristica fundamental de la regulacion del GSH lo constituye su me-
tabolismo interorgdnico. En este sentido el GSH se puede considerar como un
almacén intracelular de cisteina, un aminodcido téxico debido a la rdpida autooxi-
daci6n de su tiol inestable, lo que contrasta con el tiol estable del GSH. La cisteina
en forma de GSH se recupera extracelularmente, en un proceso que se inicia con
la hidrélisis del GSH por la y-GT, seguido del transporte del dipéptido cisteinil-
glicina al interior celular. De esta manera, el destino de la cisteina estd ligado a la
presencia de enzimas que pueden liberarla a partir del GSH. El GSH se sintetiza en
todas las células de mamiferos, aunque los principales érganos que regulan el GSH
y la cisteina son el higado, pulmén y rifién. El higado transporta GSH al plasma y
a la bilis, mientras que el rifion lo libera a los tibulos. Puesto que la ruptura del
enlace y-glutamil por la y-GT es siempre el primer paso en la ruptura del GSH, sélo
aquellas células con y-GT y dipeptidasa en la superficie externa pueden iniciar el
metabolismo del GSH plasmaitico (1). El GSH liberado desde el hepatocito, puede
ser hidrolizado en sus aminodcidos constituyentes y posteriormente reutilizados por
el mismo 6rgano (homeostasis intraorgdnica) o puede ser transferido a través de su
distribucion en el plasma a otros érganos distales capaces de metabolizar el GSH
(homeostasis interorgdnica). Para que este proceso tenga un clara significacion es
necesario una fuerza conductora que permita un transporte concentrativo del medio
extracelular (uM) al interior celular (mM), venciendo el gradiente electroquimico.
Un transporte de GSH dependiente de sodio ha sido descrito en enterocitos, células
renales, células alveolares tipo Il y vesiculas de membranas derivadas de dichas
células (2).

Teniendo en cuenta el papel central del higado en la regulacién interorgdnica del
GSH. un paso fundamental lo constituye la liberacién del GSH del hepatocito. En
los iltimos afios se ha acumulado una gran cantidad de informacién sobre la fisio-
logia celular del transporte hepético de GSH utilizando una variedad de modelos
experimentales tales como higado perfundido. suspension de hepatocitos. cultivos
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primarios de hepatocitos, vesiculas de membrana enriquecida en el polo sinusoidal
y canalicular y dltimamente en estudios de expresion molecular de cDNAs de los

transportadores hepiticos de GSH.

El transporte de GSH en ambos polos del hepatocito se reconocié hace unos 15
anos (3. 4). Inicialmente, se pensé en un proceso de difusion. Sin embargo, estudios
en vesiculas de membrana mostraron una capacidad saturable (5, 6). Estudios pos-
teriores en higado perfundido utilizando varios tratamientos para variar la concen-
tracion intracelular de GSH indicaron que el transporte sinusoidal de GSH era
saturable con una K de 3-7mM (7, 8), sin indicio de saturabilidad en el transporte
canalicular de GSH hasta niveles de 12umol/g higado (9, 10). A pesar de ausencia
de saturabilidad, la secrecién biliar es inhibible por ciertos aniones organicos e
inducible por fenobarbital, lo que sugerfa la participacién de una proteina transpor-
tadora (12). Estudios con vesiculas de membrana han ayudado a elucidar la discre-
pancia que supone la falta de saturabilidad indicando la presencia de un transpor-
tador de muy baja afinidad con una K de 16mM (11, 12).

3. CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE SINUSOIDAL
Y CANALICULAR DE GSH

Las comparaciones mds directas entre el transporte de GSH en ambos polos del
hepatocito han sido llevadas a cabo utilizando preparaciones de membrana plasmati-
ca enriquecida en el polo sinusoidal y canalicular del hepatocito. A pesar de que di-
cho modelo de estudio es itil en la comparacion de caracteristicas de transporte, su
interpretacion estd limitada por dos inconvenientes principales; la posible contami-
nacion de las preparaciones con otras estructuras subcelulares y la orientacion de las
vesiculas de membrana (inside-out y right-side out). No obstante, los hallazgos de
dichos estudios han sido confirmados en otros modelos de mayor integridad funcio-
nal y fisioldgica. La Tabla I resume las caracteristicas de los dos sistemas de trans-
porte. El transporte en ambos dominios de la membrana es facilitativo con cinética
de saturacion y con caracteristicas de trans-estimulacién. Esta caracteristica indica
que el transporte de GSH es simétrico. siendo capaz de operar en ambas direcciones
dependiendo del gradiente de GSH a través de la membrana. Sin embargo, puesto que
la concentracion intracelular de GSH es varios 6rdenes de veces mayor que la del
GSH plasmatico, en condiciones fisioldgicas, el transporte de GSH opera en el sen-
tido de liberacién desde el interior del hepatocito. El potencial eléctrico de membra-
na (despolarizacion) aumenta el transporte de GSH, lo que sugiere que el GSH es
transportado con carga neta negativa (11, 12, 13, 14). Estudios cinéticos revelan una
diferencia muy significativa de K de mds de 2 veces entre el transporte sinusoidal y
canalicular en el rango de concentracién fisioldgica de GSH.

En condiciones normales el transportador sinusoidal funciona al mdaximo de su
capacidad debido a que la concentracién fisioldgica de GSH supera la K hacia el
GSH. Por tanto, la regulacién coordinada entre el transporte de GSH hepitico y su
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Tabla I. Caracteristicas fisiologicas del transporte hepitico de glutation

reducido
Sinusoidal Canalicular

Trans~-estimulacitn’...msnumunamnanennay 91 S
Dependencia: dé ATP wummmmnammnasing. NO NO
Dependencia de potencial de membrana............. S1 SI
Cis-inhibicién por BSP-GSH........ccocvvvvcvvvccen. SI NO
Cis-inhibicion por BSP .....ccccoccvvvvcvivncniiin. SI SI
Trans-inhibicién por:

Metionina y cistationina........ccccvcvencviaes. Sl NO
Induccién por fenobarbital (V) .cccccccviicinne. NO SI

Los parametros de estudio se determinaron en preparaciones de vesiculas de membrana enrique-
cida en el polo sinusoidal y canalicular del hepatocito,

utilizacion extrahepdtica no estdn determinadas por cambios fisiolGgicos en la con-
centracion de GSH. sino mds bien por cambios en la fuerza motriz del transportador
(potencial eléctrico de membrana) o mediante fosforilacién. En condiciones de de-
plecién de GSH hepdtico, el transporte sinusoidal disminuye. En cambio, el trans-
porte canalicular opera muy por debajo de su K_. Debido a esto, existe una relacion
directa entre el GSH hepitico y el transporte biliar, de manera que fluctuaciones en
la concentracion intracelular de GSH inciden sobre la velocidad de secrecion de
GSH a la bilis.

En el trabajo original de Inoue et al (5. 6) se describié un componente de alta
afinidad tanto en vesiculas de membrana sinusoidal (junto con un componente de
baja afinidad) como canalicular (con un tinico componente de alta afinidad). En
nuestros resultados con ambos tipos de vesiculas de membrana, hemos observado
un componente de alta afinidad y de baja afinidad de manera inconsistente. Este
hecho junto con las observaciones de Ishikawa et al (15), sugieren que el compo-
nente de alta afinidad podria ser justificado por la unién de alta afinidad del GSH
a las glutation S-transferasas (GST). enzimas que estdn presentes en las preparacio-
nes de vesiculas de membrana. Por ello es virtualmente imposible discernir si el
componente de alta afinidad es el resultado de transporte o unién a las GST. Inclu-
s0, si dicho componente realmente existiese, su contribucién al transporte neto de
GSH seria despreciable debido a su extraordinaria baja capacidad. aunque pueda
representar una ruta de transporte para otras sustancias.

Estudios comparativos de la especificidad de inhibicién del transporte sinusoi-

dal y canalicular han establecido una sensibilidad a ciertos aniones orgdnicos como
el aducto dinitrofenol-GSH (DNP-GSH) y bromosulftaleina (BSP) libre ( 11, 12,
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13, 14). Sin embargo, la BSP conjugada con el GSH (BSP-GSH) inhibe el trans-
porte sinusoidal de GSH en higado perfundido, hepatocitos aislados y vesiculas (14,
15). De manera andloga, los aminodcidos tioéteres, metionina y cistationina inhiben
exclusivamente el transporte sinusoidal de GSH en vesiculas de membrana median-
te un mecanismo trans (17, 18, 19).

4. SIGNIFICADO DEL TRANSPORTE HEPATICO DE GSH

La mayor parte del GSH en plasma proviene del transporte sinusoidal del he-
patocito liberando GSH al torrente circulatorio. EIl GSH plasmitico posee una vida
media muy corta (Imin) y es rapidamente degradado en otras células extrahepiticas
liberando cisteina que es posteriormente utilizada en células diana mediante un
transporte de la misma al interior celular. Esta cisteina «recuperada» mediante la
hidrélisis del GSH es utilizada en la sintesis de GSH. Como se ha comentado
anteriormente, ciertos tipos de células epiteliales poseen un sistema de transporte de
GSH intacto acoplado al movimiento de Na*. Sin embargo, la contribucién neta de
esta sistema de utilizacién del GSH plasmiético al mantenimiento de la concentra-
cién de GSH intracelular es controvertida.

El transporte biliar del GSH es cuantitativamente muy importante. Entre sus
funciones cabe citar: 1) Suministro de GSH o sus aminodcidos constituyentes a las
células epiteliales del ducto biliar e intestino. 2) Constituye un determinante del
flujo biliar independiente de dcidos biliares. La concentracion biliar de GSH es del
orden de mM, de manera que su secrecién constituye un componente fundamental
de la fuerza osmdtica necesaria para la generacién del flujo biliar. 3) Ruta alterna-
tiva de transporte de aniones orgdnicos. Otros aniones orgdnicos aparte del BSP-
GSH, cis inhiben y trans estimulan el transporte de GSH en vesiculas de membrana
canalicular (11). El transporte de BSP en vesiculas canaliculares en ausencia de
ATP aumenta cuando se establece un potencial de membrana positivo y tras el
tratamiento con fenobarbital. Cuando se examina la competicion de transporte, ¢l
GSH cis inhibe y trans estimula el transporte de BSP. Por ello, ambos aniones
parecen compartir un transportador comdn en vesiculas de membrana canaliculares.
El principal mecanismo de transporte de aniones orgdnicos es a través del sistema
de alta afinidad dependiente de ATP el cual transporta aniones orginicos de diver-
sidad estructural incluyendo conjugados de GSH y GSSG. La concentracion de los
sustratos aniénicos orginicos de este tipo de transportador son muy bajas en hepa-
tocitos debido a la accién de su transporte activo de manera que la cis inhibicién
de la secrecién de GSH se observa sélo cuando dichos aniones organicos se acu-
mulan en la célula (cuando se produce una infusién de aniones orgdnicos o cuando
se produce una mutacion en el transportador dependiente de ATP). Por tanto, estos
dos transportadores parecen operar en paralelo: por una parte el transportador
multiespecifico de baja afinidad cuya funcién primordial es la de secretar GSH y
por otra, el transportador dependiente de ATP que secreta aniones orgdnicos a la
bilis. Si la concentracién de aniones orgdnicos en bilis supera cierto nivel podrian
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interaccionar con el transportador de GSH transestimulando la secrecién de GSH.
El anién orgdnico transportado en intercambio por GSH seria secretado de nuevo
a la bilis por la accién del transportador dependiente de ATP. Este modelo de
accion permitiria explicar la falta de GSH en bilis de ratas con una mutacién en el
transportador canalicular de alta afinidad dependiente de ATP (EHBR) como con-
secuencia de la acumulacién intracelular de sustratos que normalmente serian secre-
tados por dicha ruta pudiendo competir por el GSH en su transporte biliar (12).
Ademds, ello establece un transporte activo secundario de GSH lo que explicaria el
hecho de que la concentracién de GSH en bilis sea tan elevada en comparacién con
la concentracion intracelular del mismo.

5. CLONAIJE DEL TRANSPORTADOR SINUSOIDAL Y CANALICULAR
DE GSH

Recientemente hemos descrito la expresion funcional del transporte bidireccio-
nal de GSH en oocitos de Xenopus Laevis después de la microinyeccion de mRNA
total de higado de rata (20). Fraccionamiento del mRNA resulta en la identificacién
de dos especies individuales que expresan actividad de transporte de GSH cuando
se inyectan en oocitos. De ellas, una fraccion de tamafio 2.0-2.5 kb expresa un
transporte sensible a inhibicién por BSP-GSH. metionina y cistationina (19. 20)
consistente con la expresion del transportador sinusoidal, y otra de tamario 3.5-4.0
kb insensible a inhibicién por dichos agentes, consistente con la expresién del
transportador canalicular de GSH.

A partir de los cDNA preparados de las correspondientes fracciones de mRNA
de higado de rata descritas anteriormente se obtuvieron dos clones individuales
después de miiltiples subdivisiones de las colonias (21, 22). De cada subdivisién se
prepara y microinyecta cRNA, sintetizado a partir del cDNA de las colonias, en los
oocitos para examinar transporte de GSH tanto en modalidad de eflujo de GSH
como de entrada de GSH hacia el oocito. Los clones aislados de esta manera,
denominados RsGshT y ReGshT, retienen las mismas propiedades de sensibilidad
e insensibilidad a la inhibicion mediante BSP-GSH, metionina y cistationina, res-
pectivamente. La magnitud de la expresién es dependiente de la cantidad de cRNA
inyectada en el oocito para ambos clones. Si ello se expresa segin la cantidad de
RNA en nanogramos, se obtiene un enriquecimiento de expresion de ambos clones
con respecto al mRNA total de varios cientos de veces (21, 22).

La Tabla II resume las caracteristicas de los clones del transportador sinusoidal
y canalicular. No existen homologias en las secuencias entre los dos transportadores
ni con ningtin otro descrito hasta la fecha. Anilisis de hidrofobicidad (Kyte-Doolitt-
le) reveld la presencia de al menos 10 y 4 dominios de transmembrana para el clon
RcGshT y RsGshT, respectivamente. Como se ha sefialado anteriormente, el trata-
miento con fenobarbital induce selectivamente la secrecion de GSH a la bilis y no
al torrente circulatorio, fenémeno confirmado utilizando vesiculas enriquecidas en
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Tabla II. Comparacion de las caracteristicas del transportador sinusoidal
(RsGshT) y canalicular (ReGshT) de glutation reducido.

Clon

Caracteristicas RsGshT RcGshT
Tamiafo (KDY .cumvinsmmianmmasiimmisvimem i 2.8 4.0
REEIB COMBCHTTE v 1.0 25
Masa predecible (KDa) ......cccviiinnmnmmiiinaninns 39.9 95.8
AMINOACIADS :iuisiniviismsisiiavsisisisssismsii 353 835
I, para GSH (mM) i, ossnimisioiines s 2.8 6.6
Inhibicion:

IMETIONINEA 1vvvveeeresrireeeeersssersesesiansseesssnsnsessserses - —

CISTATIONINA 11vveveeeveesssieeesessesraneesnsesssessrsnees + —_
Induccion por fenobarbital ........cocovviiiinniiiiiiinnnnn, — +

el polo sinusoidal y canalicular en donde el fenobarbital incrementa significativa-
mente la V__del transporte canalicular de GSH (Tabla I). Por tanto, dicha induc-
cion selectiva por el fenobarbital constituye un importante criterio adicional dife-
renciador de ambos transportadores. mRNA de higado de rata obtenido tras un
tratamiento in vivo con fenobarbital e hibidridado con los oligonucleétidos de ambos
transportadores, revela un aumento de 3-5 veces de ReGshT sin efecto alguno para
el RsGshT. Andlisis por Northern blot para ambos transportadores ponen de mani-
fiesto una desigual localizacién en los diversos tejidos examinados. Asi mientras
que el mRNA de RsGshT se localiza exclusivamente en higado, tanto de rata como
en linea celular humana HepG2, el del ReGshT se encuentra en pricticamente todos
los tejidos examinados hasta ahora incluyendo, riidén, cerebro, intestino y pulmoén
(21, 22). La hibridacién obtenida con ambos oligonucledtidos es de 2.8 y 4.0 kb
para el RsGshT y RcGshT, respectivamente.

La ausencia de homologia en la secuencia entre ambos transportadores descarta
la posibilidad de que sean el resultado de un tnico gen sometido a un procesamiento
alternativo o consecuencias de modificaciones posteriores a la traduccion. La se-
cuencia de RsGshT determinaria su expresion especifica en higado, lo cual seria
consistente con el hecho de que el higado sea el principal suministrador de GSH al
torrente circulatorio para su disposicion metabdélica en otras células distales extrahe-
paticas. En vista de la importancia que dicho transportador (RsGshT) tiene en la
regulacion de GSH, el estudio de su papel en ciertas situaciones fisiopatolégicas
seria fundamental a la vista de las miltiples funciones celulares que el GSH ejerce.
En situaciones de infeccién virica, tanto en hepatopatias por virus C como en el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, se produce una deplecion del GSH plas-
matico. Es de gran interés el determinar la expresion de dicho transportador en
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estas situaciones puesto que su expresion deficiente contribuiria a los profundos
efectos sistémicos que se observan en dichas situaciones como una alteracién del
sistema inmune y cerebro observados en pacientes con HIV. Por otra parte, una
sobreexpresion del transportador sinusoidal seria el responsable del mayor suminis-
tro de GSH al plasma como se ha observado en condiciones de estrés, endotoxemia
y shock séptico (23) aumentando el aporte de defensas antioxidantes en plasma y
otras células extrahepdticas para compensar el ambiente de prooxidacion observado
en dichas situaciones.

El transportador canalicular se localiza en rifién (21), contribuyendo a la secre-
cién apical del GSH de las células epiteliales del tibulo renal, lo que constituye un
elemento fundamental del ciclo del y-glutamil en el rindén. Se conoce muy poco
sobre el transporte apical en el epitelio intestinal o en pulmén. Sin embargo, en el
caso del pulmén es de interés el que la concentracién de GSH en el fluido alveolar
sea muy elevada (mM) (24). Asimismo, es de gran interés la presencia de mRNA
del ReGshT en cerebro aunque su funcion es desconocida. Sin embargo, aunque se
ha detectado transporte de GSH a través de la barrera encefalopoyética, se ha
observado que los astrocitos transportan GSH (25).

6. GLUTATION MITOCONDRIAL: IMPORTANCIA Y FUNCION

El GSH intracelular existe compartimentalizado en el citosol y en un pool in-
traorganular. Edwards y Westerfeld en 1952 (26), mostraron por primera vez, la
existencia de mds de un pool de GSH en higado y basdndose en observaciones que
los efectos nutricionales tienen sobre el GSH hepitico, propusieron la existencia de
un pool estable y otro pool metabolizable. Vignais y Vignais (27) y Jocelyn et al.
(28) realizaron estudios para identificar el pool de GSH compartimentalizado, ob-
servando que mitocondrias aisladas de higado de rata contienen una pequeia frac-
cién de tiol no-proteico, constituido fundamentalmente por GSH. La idea de que el
GSH mitocondrial es distinto del citoplasmdtico proviene de estudios sobre el tur-
nover del GSH celular. La capacidad que distintos agentes tienen para disminuir o
aumentar selectivamente los niveles de GSH en la mitocondria, en comparacion con
el citosol . sugieren que el pool de GSH mitocondrial estd fisica y metabdlicamente
separado del citosdlico.

6.1. Importancia y funcion

El pool de GSH mitocondrial, que representa de un 10 a un 15% del contenido
total intracelular, se encuentra en una concentracion similar a la del citosol, de 5 a
9mM. El GSH mitocondrial participa en un ciclo redox a través de las actividades
GSH peroxidasa/reductasa. El GSH mitocondrial podria ser fundamental en la re-
duccion de hidroperéxidos endégenos por la GSH peroxidasa. Como consecuencia
del metabolismo aercdbico, que en células eucaridticas ocurre fundamentalmente en
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la mitocondria, se produce un estrés oxidativo endégeno. Incluso bajo condiciones
fisiolégicas, la reduccion de oxigeno molecular a agua en la cadena respiratoria es
incompleta y da lugar a la formacion de especies téxicas del oxigeno. Es conocido,
que la mitocondria de higado de rata perfundido, produce alrededor de 50 nmol de
H,O, /min /g. lo que representa un 2-4% del consumo de oxigeno mitocondrial. Si
el peréxido de hidrégeno no se reduce a agua puede dar lugar a la formacion del
radical hidroxilo, especie muy reactiva, que daria lugar a la formacion de peréxidos
lipidicos los cuales podrian dafar las membranas mitocondriales y sus funciones.
Puesto que la mitocondria carece de catalasa, la detoxificacion de hidroperéxidos,
formados tanto bajo condiciones fisiolégicas o como consecuencia de reacciones de
bio-reduccion, en la que drogas se activan a un derivado inestable, depende exclu-
sivamente de la GSH peroxidasa. Esta enzima utiliza GSH reducido el cual es con-
vertido a GSSG. El ciclo redox del GSH emplea NADPH vy el potencial reductor de
NADH de la matriz mitocondrial, para proveer GSH, gracias a la reduccion de GSSG,
reaccion catalizada por la GSSG-reductasa. El papel del ciclo redox de GSH mito-
condrial en higado, es la de regular la oxidacién mitocondrial. Se sabe que en mito-
condria aislada, distintos oxidantes disminuyen la captacion de oxigeno molecular
produciendo un turnover de GSH completo cada 10 minutos. El consumo continuo
de equivalentes reductores por el sistema de GSH debe de equilibrarse mediante la
formacion continua de NADPH en la mitocondria. Bajo condiciones de maximo
estrés oxidativo el conjunto celular NADPH/NADP* se activa al menos una vez por
minuto.

El GSH mitocondrial juega también un papel fundamental manteniendo la via-
bilidad celular mediante la regulacion de la permeabilidad de la membrana interna,
manteniendo los grupos sulfhidrilos en estado reducido (29). Si este sistema se
compromete, se produciria una alteracion de la homeostasis del calcio celular, un
primer paso en el dano celular, ya que la mitocondria puede secuestrar grandes
cantidades de calcio (30, 31, 32). La oxidacién de GSH y de nucledtidos de piridina
en mitocondria precede a un incremento en la permeabilidad de calcio en la mem-
brana interna. Esto sugiere que el estrés oxidativo o la deplecion aguda de GSH
afectan el estado redox en la mitocondria. La inactivacion de proteinas debido a la
oxidacion del grupo tiol de la cisteina es un fendmeno general que tiene lugar en
un amplio nimero de enzimas. Se piensa que la homeostasis del calcio y del tiol
estd interrelacionada bien directamente o bien a través de nucleétidos de piridina.
Aunque la regulacion mitocondrial de calcio citosdlico no se produce fisiolégica-
mente, en condiciones patolégicas la mitocondria se convierte en un potente regu-
lador de las concentraciones de calcio citosélico. Varios grupos han mostrado una
correlacion entre la disminucion de GSH mitocondrial y la incapacidad de la mito-
condria de secuestrar calcio (33, 34). Asimismo se ha descrito que el paracetamol
disminuye los niveles de GSH mitocondrial mds especificamente que su regioiso-
mero, 3'-hidroxiacetanilida, lo que se relaciona con la formacion de aductos protei-
cos en la mitocondria y con la alteracion de la homeostasis del calcio celular reper-
cutiendo en la inhibiciéon de la bomba de calcio de la membrana plasmitica.
Alteraciones del ciclo del calcio en la membrana interna de la mitocondria, pueden
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ser un factor muy critico en la regulacion de la concentracién de calcio citosélico,
y por consiguiente en la induccién de dano celular. Asi el rojo de rutenio
—inhibidor del sistema uniporte del calcio mitocondrial— previene bajo determi-
nadas condiciones, el estrés oxidativo y el dafio celular asociado con el mismo.

Uno de los papeles protectores del GSH mitocondrial frente a la citotoxicidad
se ha puesto de manifiesto en estudios en hepatocitos aislados, donde el dafo
desencadenado por dcido etacrinico se relaciona con una disminucion de los niveles
de GSH mitocondrial, mientras que la disminucién del nivel de GSH citosélico no
afecta a la viabilidad celular. Por otra parte, el estrés oxidativo inducido por hidro-
peroxido-tert-butilo, produce una acumulacién en la mitocondria de GSSG, debido
a la incapacidad de la mitocondria de transportar GSSG, lo que provoca una dismi-
rucion del control respiratorio. La deficiencia en el transporte de GSSG indica que
la mitocondria podria ser mds susceptible a la oxidacién de tioles proteicos que el
resto de la célula.

El GSH mitochondrial no sélo previene la lesion celular inducida por la sobre-
produccion de radicales libres sino que puede controlar la expresién génica. Los
radicales libres del oxigeno actian como segundos mensajeros y representan un
mecanismo versdtil de control celular en la regulacion génica. Puesto que la mi-
tocondria es la mayor fuente de produccién de radicales libres en las células y el
GSH en este compartimento subcelular controla el tono basal de estas especies
reactivas, el GSH mitocondrial regularia la expresion de genes nucleares controla-
dos por factores de transcripcion sensibles al estrés oxidativo como el NF-xB (45).
De esta manera, el GSH mitocondrial no sélo es vital para la propia mitocondria
sino que jugaria un papel critico en el control de las consecuencias extramitocon-
driales originadas por una limitacién en la concentracién del GSH intramitocon-
drial. El defecto selectivo del transporte de GSH mitocondrial por el consu-
mo cronico de etanol se traduce en una deplecién selectiva de los niveles de
GSH mitocondrial. Dicha deplecion ocasiona una perturbacion en la funcionalidad
mitocondrial (39, 40, 46). En estas circunstancias, el hepatocito alcohdlico experi-
menta una induccién del factor de transcripcion NF-kB activando la expresién de
citoquinas inflamatorias y sus receptores. Estas observaciones, han llevado a pro-
poner que la alteracion del transporte mitocondrial de GSH por alcohol podria
contribuir o ser un factor regulador en el desarrollo de la enfermedad hepdtica
alcohdlica (8, 29, 46).

La mitocondria es un blanco selectivo de la accién de citoquinas, como el TNF.
Muiltiples estudios llevados a cabo en células susceptibles al TNF, han demostrado
la necesidad de la funcionalidad mitocondrial para desencadenar los efectos cito-
toxicos del TNF (47, 48).

El mecanismo por el que el TNF ejerce dicho efecto no esta bien definido. No
obstante, estudios recientes han demostrado que la ceramida, uno de los segundos

mensajeros lipidicos generados en respuesta a la accion del TNF, ejerce un efecto
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directo sobre la cadena respiratoria mitocondrial aumentando la generacion de ra-
dicales libres (49). E]l GSH mitocondrial ejerce un papel critico como defensa en la
proteccion de la mitocondria frente al estrés oxidativo inducido en ¢l propio com-
partimento celular (49, 50).

6.2. Transporte mitocondrial de GSH

Como se ha expuesto anteriormente ¢l GSH mitocondrial ejerce un papel fun-
damental en la regulacion de importantes funciones que garantizan un funciona-
miento de la fosforilacién oxidativa necesaria para la sintesis del ATP utilizado en
muiltiples funciones celulares. Diversos estudios han mostrado en varios tipos de
células y organos que la deplecién del GSH mitocondrial resulta en disfuncién y
muerte celular, que se previene empleando derivados del GSH mids permeables (35,
36, 37. 38, 39, 40). A pesar de la alta concentracion de GSH en la matriz mitocon-
drial, la mitocondria no sintetiza GSH de novo, por lo que el GSH mitocondrial
procede de la operacion de un sistema de transporte (RmGshT) que transporta GSH
del citosol a la matriz (37, 41, 42, 43). Sin embargo, a pesar de la importante
funcién que juega dicho transportador, se conoce muy poco sobre sus propiedades.
Recientemente hemos expresado el transportador mitocondrial de GSH de higado
de rata en mitocondrias de oocitos Xenopus laevis en una estrategia similar a la
utilizada en la expresion de los transportadores plasmdticos de GSH (RsGshT y
RcGshT) (44),

Los oocitos de Xenopus contienen una densidad de mitocondrias muy eleva-
da. Sin embargo el aislamiento de la fraccion mitocondrial requiere el uso de gra-
diente continuo de sacarosa para la eliminacion de la clara y proteina pigmentaria
del hemisferio animal. El nivel de GSH mitocondrial en oocitos controles es del
orden de 6-8 veces menor que el encontrado en mitocondrias de hepatocitos de
rata, con un nivel de GSH citosdlico de I1-13 nmol/8 oocitos (20, 44). Dichos
valores de GSH en ambos compartimentos subcelulares son muy similares entre
oocitos microinyectados con agua o mRNA de higado. De ahi que sea necesaria
la microinyeccién de oocitos con GSH para proveer el sustrato necesario para
expresar la actividad del transportador mitocondrial. Por tanto, las mitocondrias de
oocitos inyectados con GSH dos horas antes de su aislamiento después de 3 dias
de la microinyeccion de mRNA de higado de rata poseen unos niveles de GSH
3-4 veces mis que las mitocondrias de oocitos inyectados con mRNA pero no con
GSH. El transporte mitocondrial de GSH retiene unas caracteristicas similares a las
observadas en mitocondrias de higado de rata, como la estimulacion por la hidro-
lisis de ATP. Esta caracteristica de transporte es Gnica para este sistema de trans-
porte, puesto que los otros transportadores, RsGshT y ReGshT son insensibles a
la hidrolisis de ATP.

El incremento de la cantidad de mRNA de higado inyectado en oocitos contri-
buye a la expresion proporcional de la capacidad de transporte del GSH a la mi-
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tocondria. La expresion requiere de un periodo de 3-5 dias de incuba-
cion de los oocitos microinyectados con mRNA para la manifestacion de la expre-
sion. Esta expresion del GSH mitocondrial en oocitos de Xenopus tras microinyec-
cién del mRNA de higado es el resultado del procesamiento y traduccion del mRNA
de higado inyectado en vez de la consecuencia de la activacion de un gen endégeno
del oocito activado tras la manipulacion genética del mismo, puesto que dicha
actividad es inhibida por el pretratamiento de oocitos con emetina (inhibidor selec-
tivo del proceso de traduccion citopldsmica) e insensible al tratamiento con actino-
micina D.

Estudios de la caracterizacién funcional del transporte expresado en oocitos en
relacién con las caracteristicas conocidas de los otros transportadores de membrana
de GSH revelaron una insensibilidad a la competicion cis por inhibidores de RsGs-
hT y ReGshT, mientras que los compuestos que no afectan a estos transportadores
inhiben el transporte de GSH mitocondrial en oocitos. El transporte endégeno del
GSH en mitocondrias de oocitos inyectados con agua (controles) es insensible a la
presencia de ATP y a la inhibicion por glutamato, lo que indicaria que esta contri-
bucidn al transporte mitocondrial de GSH expresado en los oocitos no es debido a
la expresion del transportador de GSH mitocondrial de higado sino a una ruta
alternativa de transporte diferente o la consecuencia de un fenémeno de unién
inespecifica del GSH a la membrana mitocondrial, ya que dicho transporte endége-
no es similar a 37°C y 4 °C.

El mRNA total de higado fue fraccionado en tamaio tras centrifugacién en
gradiente de sacarosa. De dichas especies de distinto tamafo. sélo una expresé
actividad de transporte de GSH en mitocondria de oocitos. Esta fraccién de tama-
fio de 3.0-3.5 kb conserva unas caracteristicas de transporte similares a las obser-
vadas en mitocondrias de oocitos inyectados con mRNA total de higado: estimu-
lacién por ATP, inhibicién por glutamato e insensibilidad a inhibidores como
DNP-GSH, BSP-GSH, BSP, GSSG, metionina y cistationina. Considerando la
diferencia en la cantidad de mRNA inyectado en oocitos (33 ng de mRNA total
frente a 3-5 ng de la fraccion de 3.0-3.5 kb de tamaiio) se observa un incremento
de actividad de 2-3 veces en la capacidad de transporte de GSH mitocondrial
en oocitos inyectados con la fraccion de mRNA, que corresponde a un enrique-
cimiento respecto a la cantidad de mRNA inyectado de 20-30 veces. Finalmente,
oocitos inyectados con la fraccion de mRNA que expresa transporte mitocon-
drial no resulta en expresiéon de transporte de GSH en oocitos intactos, ni las
mitocondrias de oocitos microinyectados con RsGshT o ReGshT muestran capaci-
dad de transporte del GSH, lo que sugiere que el transportador mitocondrial del
GSH de higado es un gen distinto a los otros dos transportadores de membrana.
Estos estudios constituyen el fundamento para el clonaje de este transportador mi-
tocondrial de GSH esencial para la regulacion de miltiples funciones mitocondria-
les v celulares.
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1. INTRODUCCION

El glutation es el tiol no proteico mds abundante de la célula. Se ha revisado en
numerosas ocasiones su importancia en el metabolismo celular (1). La importancia
del glutatién en el envejecimiento fue objeto de estudio inicialmente por Pinto y
Dartley (2) y por Lang y sus colaboradores (3).

Harman (3) sugiri6 en 1956 que el envejecimiento se debia a la accion oxidante
de los radicales libres. De ello, se deduce que los antioxidantes pueden ser admi-
nistrados para disminuir los efectos indeseables del envejecimiento en el organismo.

Es muy importante sefalar que los antioxidantes estin compartimentalizados.
Por ejemplo, el glutation es importante porque se encuentra en alta concentracion en
las mitocondrias donde se generan gran cantidad de radicales libres. De hecho. alre-
dedor del 2% de todo el oxigeno que utilizan las células no se convierte en agua sino
en especies reactivas de oxigeno. La mayoria de estas especies se generan en la
mitocondria. Jaime Miquel y sus colaboradores sefalaron la importancia de la mito-
condria y especialmente del DNA mitocondrial para entender el envejecimiento (4).

Estos hechos sugieren que una aproximacion interesante para minimizar el efec-
to dafiino del envejecimiento en la funcion celular es la administracién de antioxi-
dantes, los cuales pueden contrarrestar en parte el efecto dafino de los radicales
libres en fisiologia celular. De hecho, el papel protector de los antioxidantes, espe-
cialmente de las vitaminas antioxidantes, contra el envejecimiento ha sido objeto de
muchos estudios y estd en la actualidad probado. Nosotros observamos hace unos
ados que aquellos antioxidantes que protegen contra la oxidacion del glutation son
efectivos para evitar la pérdida de las funciones fisiolégicas que se observan en el
envejecimiento in vivo (5).

2. LA TEORIA DEL ENVEJECIMIENTO ASOCIADA

A LOS RADICALES LIBRES

El envejecimiento es un proceso multifactorial; se han propuesto muchas teorias
para explicarlo, Medvedev, en 1990, recogié mas de cien teorias que pretendian

explicar el envejecimiento (6). Es importante sefialar que muchas de estas teorias
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no son excluyentes mutuamente. Una de las teorfas mds importantes es la de los
radicales libres, propuesta por Harman en 1956 (7). De acuerdo con esta teoria, los
radicales libres producidos durante el metabolismo del oxigeno causan dafio a las
células, lo cual conduce a alteraciones en el metabolismo y funcion celulares que
se reflejan en alteraciones en las funciones fisioldgicas del organismo. Ademis, el
conocimiento de las reacciones producidas por los radicales libres y su papel en la
funcién normal de los sistemas bioldgicos ha aumentado grandemente en las dlti-
mas tres décadas (8. 9). Se engloba en el término especies reactivas de oxigeno a
los radicales libres, a los peroxidos y al oxigeno singlete. Estas especies se generan
continuamente en las células aerdbicas a través de miiltiples mecanismos: entre
ellos se cuenta la cadena respiratoria, el citocromo P-450, la fagocitosis, la sintesis
de prostaglandinas, las radiaciones ionizantes y la actividad de enzimas tales como
las oxidasas, entre las cuales ocupa un papel prominente la xantina oxidasa.

Las células tienen mecanismos para detoxificar las especies reactivas de oxige-
no. Algunos de estos mecanismos son enzimdticos y otros son no enziméticos.
Entre las enzimas implicadas en la defensa celular contra los radicales libres se
cuenta la glutatién peroxidasa, la glutatién reductasa, la superéxido-dismutasa y la
catalasa. Entre los antioxidantes no enzimdticos encontramos el glutation, la vita-
mina C, la vitamina E, los carotenoides, etc.

La idea general que propone la teoria de los radicales libres de Harman (7) es
que los antioxidantes celulares no son capaces de detoxificar las especies reactivas
de oxigeno que se generan continuamente en la vida. Asi, el envejecimiento celular
estd asociado con un estrés oxidativo cronico. Sies (10) definié al estrés oxidativo
como una alteracién en el equilibrio entre los prooxidantes y los antioxidantes a
favor de los primeros.

Existe una gran cantidad de evidencia experimental que apoya la teoria de los
radicales libres (9, 11). Entre esta evidencia tenemos: 1) La relacion inversa entre
la expectativa de vida de los mamiferos y su metabolismo basal. 2) El aumento en
la vida media de animales transgénicos que expresan grandes cantidades de antioxi-
dantes enzimadticos. 3) El dafio asociado a radicales libres que se observa en células
envejecidas. 4) El hecho de que la vida media de muchas especies aumenta cuando
la dieta se suplementa con antioxidantes. 5) La evidencia del papel de los radicales
libres en enfermedades degenerativas asociadas con el envejecimiento.

La relacion inversa entre la longevidad y la cantidad de energia que se necesita
para el crecimiento se conoce desde principios de siglo. En general. las especies que
tienen un consumo de oxigeno alto tienen una longevidad baja. Existen excepciones
a esta teoria, entre ellas se cuentan los pdjaros y los primates (12). Sin embargo,
estas excepciones pueden explicarse por el hecho de que las mitocondrias de las
células de estos animales producen menos radicales libres que las mitocondrias de
otros animales como la rata (12). Asi pues, las excepciones a la «teoria de la
velocidad de la vida» que, como hemos apuntado, se conoce desde principios de
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siglo, no estan en contradiccion con la teoria de los radicales libres: las especies
mais longevas producen menos radicales libres que las especies menos longevas.

Recientemente, se ha obtenido evidencia clara a favor de la teoria de los ra-
dicales libres del envejecimiento. En efecto, Orr y Sohal (13) observaron que
las drosophilas tienen la vida media y la vida mdxima aumentada cuando sobreex-
presan superdxido-dismutasa y catalasa. Ademds, Barja y sus colaboradores
mediante experimentos de induccién enzimitica observaron que inhibiendo la acti-
vidad catalasa en ranas se induce la superoxido-dismutasa. la glutatién reductasa y
la sintesis de glutation y de dcido ascérbico. Esto aumenta la vida media de las
ranas (14).

Varios autores han encontrado una relacién entre la oxidacion de glutation y el
envejecimiento en varios modelos animales. Esta oxidacién puede deberse a un
aumento en la produccion de radicales libres o a una disminucioén en la capacidad
de destoxificacion de los mismos. En términos generales, el envejecimiento se
asocia con una disminucién de las enzimas que catalizan reacciones que tienden a
reducir el glutation, tales como la glutatién reductasa o la glucosa-6-fosfato-deshi-
drogenasa y, en menor lugar, a un aumento de la actividad de las enzimas que
tienden a favorecer la oxidacion del glutation, por ejemplo, la glutatién peroxidasa
o la transferasa (15). Cuando el glutation se oxida, el GSSG tiende a liberarse de
las células (16). Asi, la oxidacién del glutation en el envejecimiento puede explicar
el aumento de la liberacién del glutation desde las células. De hecho, nosotros
hemos demostrado que existe un aumento en el GSSG en la sangre de animales
viejos (17). La compartimentalizacién del glutation durante el envejecimiento no ha
sido estudiada con suficiente detalle. Nosotros observamos que la oxidacién del
glutatién en mitocondrias procedentes de varios érganos de ratas viejas es mucho
mds significativa que la oxidacion del glutatién en compartimentos extramitocon-
driales (17). Esto apoya la idea de que las mitocondrias tienen un papel fundamental
como orgdnulos diana asociados al envejecimiento (4). Ademds, en varios estudios
se ha podido demostrar que la sintesis de los antioxidantes estd disminuida en el
envejecimiento: asi, nosotros observamos que existe una prdctica ausencia de la
actividad de la enzima cistationasa en el cristalino de animales viejos (18). Esto
hace imposible la sintesis de glutatién a partir de metionina, un importante precur-
sor de cisteina que es necesaria para la sintesis del glutation. Esto tiene relevancia
ya que desde los estudios de Ritchie y sus colaboradores se sabe que existe una
correlacién entre la deficiencia en glutatién y la longevidad.

3. EL PAPEL DE LAS MITOCONDRIAS EN EL ENVEJECIMIENTO
CELULAR

Las mitocondrias generan grandes cantidades de radicales libres: de hecho, el
2% de todo el oxigeno que utilizan los mamiferos no se emplea para formar agua

sino que se deriva hacia la formacién de radicales libres (20). La tasa de formacion
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de i6n superdxido y de agua oxigenada aumenta con el envejecimiento. Se sabe que
las células postmitéticas acumulan varios pigmentos asociados al envejecimiento,
tales como la lipofucsina. Mucha de esta lipofucsina deriva de las mitocondrias
danadas (21). Todo esto, como hemos indicado antes, condujo a Jaime Miquel y a
sus colaboradores a proponer la llamada teoria mitocondrial del envejecimiento
celular (4). Esta teoria propone que la senescencia se debe a la accién de los
radicales libres sobre el genoma mitocondrial de las células postmitéticas. Esto es
importante ya que las células diferenciadas, postmitdticas, contienen mitocondrias
que usan grandes cantidades de oxigeno. Muchos estudios han mostrado que existe
un dano oxidativo al DNA mitocondrial, a las proteinas y a los lipidos. Ademis, se
han visto cambios en la funcién y en la morfologia mitocondrial asociada al enve-
jecimiento (para una buena revision léase 22).

Existen lesiones oxidativas en el DNA mitocondrial que se acumulan con el
envejecimiento en tejidos humanos y de roedores (17). Estas lesiones oxidativas en
el DNA mitocondrial afectan a los genes mitocondriales. De hecho, Gadaleta y sus
colaboradores (23) han observado que la delecién de genes mitocondriales en dro-
sophila estd disminuida (23, 24). Estas alteraciones oxidativas al DNA mitocondrial
causan un aumento en las deleciones y mutaciones puntuales en el mismo, lo cual
puede contribuir a la aparicion de enfermedades neurodegenerativas (25, 26).

Muchos investigadores han estudiado el papel del envejecimiento en enzimas
fundamentales asociadas con la cadena de transporte electrénico. Asi, se ha podido
observar una disminucién en la actividad de los complejos 1, 2 y 4 de la cadena
respiratoria mitocondrial. Mds atin, la actividad respiratoria global de las mitocon-
drias aisladas disminuye con la edad en el higado, misculo esquelético y cerebro.
Nosotros hemos observado cambios en el potencial de membrana mitocondrial y en
otras actividades relacionadas con el transporte de metabolitos, por ejemplo de
malato en mitocondrias de células viejas (26). Las mitocondrias de animales viejos
producen mds radicales libres que las de los jovenes (26, 27). Mds atin, la tasa de
produccion de agua oxigenada por mitocondrias presenta una correlacion inversa
con las variaciones en la longevidad entre especies (28). Estos resultados apoyan la
idea de que la generacién de prooxidantes es un factor critico en la velocidad del
envejecimiento (28).

Todos estos estudios apoyan la hipétesis de que el dafio mitocondrial es esencial
en el envejecimiento. Nosotros hemos estudiado la funcién de las mitocondrias en
células intactas. La idea era que aislar mitocondrias provinientes de drganos de
animales viejos podria conducir a aislar sélo las mitocondrias que son viables.
Nuestros estudios en hepatocitos aislados nos llevaron a concluir que las vias
metabdlicas que implican a las mitocondrias se afectan durante el envejecimiento,
mientras que aquéllas que no las afectan permanecen inalteradas. Algunos de los
cambios en vias metabdlicas importantes como la gluconeogénesis pueden atribuir-
se a alteraciones en la expresién génica, y especialmente en las modificaciones
post-traduccionales de genes como el del transportador de malato. Estos y otros
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experimentos nos permitieron concluir que las mitocondrias tienen un papel esen-
cial en el envejecimiento celular.

4. LOS RADICALES LIBRES CAUSAN DANO A COMPONENTES
CELULARES DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Sabemos en la actualidad que con la edad se acumula dafo a lipidos, proteinas
y DNA (ver 9). Ya hemos expuesto las lesiones asociadas a la alteracion mitocon-
drial. Sin embargo, éstas no son las (nicas que pueden notarse en células enveje-
cidas.

La peroxidacion lipidica se considera como un factor esencial en el envejeci-
miento de células aerébicas (29). Sin embargo, se sabe que la peroxidacion lipidica
también forma parte de la constelacién de factores etiologicos y patogénicos de
enfermedades asociadas al envejecimiento (30). Se necesita la formacién de radica-
les de oxigeno en las membranas para que se inicie la peroxidacion lipidica (30).
La peroxidacioén lipidica conduce a la acumulacion de «pigmentos de envejecimien-
to». Estos son depésitos poliméricos complejos de lipidos oxidados, metales en
transicion y proteinas que producen una fluorescencia caracteristica (30). El hecho
de que se encuentren altas concentraciones de hierro y cobre en estos pigmentos
sugiere que los metales pesados tienen un papel fundamental en su formacion (31).
El dafno oxidativo a los lipidos de membrana es muy probable que constituya un
factor importante en la disminucion de la fluidez de las membranas que se observa
en el envejecimiento (32). Los perdxidos lipidicos se pueden romper y dar lugar a
aldehidos, los cuales son un importante marcador de envejecimiento. De hecho, la
medida de los peroxidos lipidicos mediante la determinacion de las sustancias reac-
tivas al dcido tiobarbitirico ha dado lugar a resultados discrepantes. Muchas de
estas discrepancias se deben a que los valores de sustancias reactivas con el dcido
tiobarbittirico no estin relacionadas con productos de la peroxidacion lipidica. Es
importante determinar directamente productos tales como el malondialdehido sepa-
randolos previamente por cromatografia liquida de alta resolucién. En ese caso, los
productos resultantes de la peroxidacion lipidica se asocian con fendmenos propios
del envejecimiento.

Por otro lado, también se han descrito dafios a las proteinas que pueden atribuir-
se a radicales libres. Stadtman, en 1992 (33) observé que el dafio a las proteinas no
habia recibido mucha atencion hasta entonces. De hecho, se habian observado da-
fios asociados a proteinas especificas en enzimas que se inactivan durante el enve-
jecimiento (34). Las modificaciones post-traduccionales parecen acumularse en
proteinas y en células procedentes de animales viejos (35). Muchas de estas modi-
ficaciones se deben a la accion de los radicales libres (33). En este proceso, ami-
nodcidos tales como la prolina, la arginina y la lisina se oxidan para dar derivados
carbonilados, es decir, aldehidos. Podemos medir el contenido en carbonilos de las
proteinas, y esto puede usarse como una indicacion de la oxidacién de las mismas.
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Diversos autores han observado un aumento moderado, pero significativo con el
envejecimiento del contenido de carbonilos en eritrocitos y fibroblastos huma-
nos (36), en cristalino de seres humanos (37), en el I6bulo occipital de cerebro
humano (38) vy en hepatocitos de rata (39). Asimismo, el contenido en carbonilos
de fibroblastos procedentes de pacientes con enfermedades que cursan con un en-
vejecimiento prematuro, como la progeria o Sindrome de Werner es mucho mds
alto que en individuos sanos de la misma edad (36). Si bien muchos de los estudios
realizados muestran un aumento de tres o cuatro veces en el contenido de carbonilos
con el envejecimiento, esta oxidacion afectaria a un 20-30% del total de proteinas
celulares (33). Es mds, este porcentaje estd posiblemente subestimado, dado que los
grupos carbonilos no se forman por oxidacion de algunos aminodcidos como la
histidina, la cisteina o la metionina (33).

La acumulacién de proteinas dafiadas podria deberse a un aumento relacionado
con el envejecimiento en la velocidad de oxidacion de las proteinas y daria lugar
paralelamente a una disminucién en la capacidad de degradar proteinas oxida-
das (33). Por ejemplo se sabe (40) que, durante el envejecimiento, se produce un
descenso en la actividad de la proteasa alcalina neutra, la cual degrada proteinas
oxidadas. La acumulacién de proteinas dafiadas por oxidacion parece estar relacio-
nada con el deterioro de la funcién fisiolégica asociada al envejecimiento. Esto
explicaria la mejora en la memoria espacial y temporal observada en monos viejos
cuando se administra una sustancia que capta radicales libres (tert-butil-a-fenilnitro-
na). Este producto disminuye la acumulaciéon de proteinas oxidadas en el cerebro
(40). Estos hallazgos denotan la importancia de los antioxidantes en la prevencion
del envejecimiento.

El grupo de Ames ha calculado que los radicales libres del oxigeno modifican
cada dia aproximadamente diez mil bases de DNA por célula (9). Los enzimas
reparadores del DNA son capaces eliminar la mayoria de las lesiones oxidativas,
pero no todas. Por tanto. las lesiones no reparadas del DNA como la 8-oxo-7,8-
dihidro-2-deoxiguanosina se acumulan con la edad. Como ya hemos dicho,
la mayoria de estas lesiones se origina en el DNA mitocondrial, no en el DNA
nuclear (41). Nosotros hemos demostrado recientemente que la oxidacion del DNA
mitocondrial se asocia con la oxidacion del glutation mitocondrial (17). Estos resul-
tados destacan la importancia del mantenimiento del estatus de glutatién reducido
para proteger a las células contra el dafio oxidativo de méleculas de gran importan-
cia bioldgica, como el DNA. El dafio oxidativo del DNA representaria otro indice
de estrés oxidativo, y confirmaria el papel del dafio inducido por radicales libres en
el envejecimiento.

El dafio oxidativo producido en proteinas y en DNA no puede considerarse de
forma independiente, dado que pueden potenciarse mutuamente. Asi, la acumula-
cién de formas inactivas de enzimas reparadores del DNA podria aumentar la acu-
mulacién de lesiones oxidativas en el DNA. De la misma forma, una pérdida de
enzimas reparadores dard lugar a un aumento en el nimero de mutaciones cuando
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hay presentes lesiones oxidativas en los residuos de guanina. Por tanto, las lesiones
oxidativas en el DNA dan lugar a un potencial mutagénico. En este mismo contex-
1o, las lesiones oxidativas del DNA también parecen estar relacionadas con la pa-
togénesis de enfermedades asociadas al envejecimiento como el cdncer.

El sistema del glutatién protege contra el dafio oxidativo de lipidos, proteinas y
DNA. La presencia de lesiones oxidativas en estos componentes celulares demuestra
que la proteccion antioxidante del GSH y enzimas relacionados no es sufiente en el
envejecimento. Por ello es de la mayor importancia encontrar formas para incremen-
tar la accién del sistema del glutatién, mediante el aumento de la concentracion de
GSH y/o aumentando la actividad de la glutatién peroxidasa y reductasa.

5. USO DE ANTIOXIDANTES EN ESTUDIOS DE ENVEJECIMENTO:
BENEFICIOS Y RIESGOS

La teoria de los radicales libres es particularmente atractiva dado que permite
una estrategia de intervencion ante el fenémeno del envejecimento. Es decir, hace
posible la utilizacién de antioxidantes, como la vitamina C o E. Estas sustancias
retardarian el declinar en la funcién celular y orgdnica asociada al envejecimiento.
La teoria de los radicales libres dice que la administracién de antioxidantes prote-
geria contra el declinar en la actividad asociado al envejecimiento. La administra-
cion de antioxidantes ha sido usada con €xito en algunos casos, bien para proteger
contra el deterioro fisiolégico asociado a la edad o para aumentar la vida media de
algunas especies (42, 43).

En estudios previos nosotros y otros grupos hemos observado que algunos an-
tioxidantes protegian parcialmente contra la oxidacion del glutatién en tejidos de
roedores, y en Drosophila (1543.9). Ademads, nosotros hemos observado que los
antioxidantes protegen contra la disminucion en la actividad fisica asociada al enve-
jecimiento (15). El grupo de Richie demostré que la restriccién de metionina aumen-
ta la longevidad en ratas lo cual es debido, probablemente, a un aumento en los
niveles sanguineos de glutation (44). Recientemente publicamos que antioxidantes
derivados del tiazolidin carboxilato o la vitamina C o E protegen contra la oxidacion
del glutation y el DNA mitocondrial que se produce en el envejecimien-
to (17). El grupo de Meydani ha observado un efecto protector de la vitamina E en
el dano oxidativo inducido por el ejercicio fisico, tanto en individuos jévenes como
viejos (45).

Pese a los efectos beneficiosos indicados, la administracién de antioxidantes no
estd exenta de riesgos. Por ejemplo, el efecto prooxidante de algunos antioxidantes
esta ampliamente documentado. Hace anos demostramos que la cisteina puede tener
un efecto prooxidante (46) dado que genera durante su oxidacioén radicales li-
bres (47). Asimismo, la administracion de B-caroteno a fumadores aumenta la in-
cidencia de cincer de pulmén (48). De la misma forma, la administracién de vita-
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mina E disminuye la respuesta aguda de los neutréfilos durante el ejercicio fisico
en el envejecimiento (49). Por tanto, la admistracién de dosis elevadas de antioxi-
dantes debe realizarse con precaucion.

6. MUERTE CELULAR: PAPEL DE LOS RADICALES LIBRES
EN LA APOPTOSIS

El mantenimiento de la homeostasis tisular supone una eliminacién constante de
células supérfluas o danadas. Cuando esta funcién no se realiza adecuadamente se
induce la aparicién de malformaciones durante el desarrollo o bien procesos neopla-
sicos en el organismo adulto. Este proceso se conoce como muerte celular progra-
mada dado que se cree que las células activan un proceso pre-programado para
suicidarse. También se llama “apoptosis”. Este término se relaciond inicialmente
con la descripcién morfoldgica de este mecanismo. en la actualidad ambos términos
se consideran sinénimos.

La apoptosis se diferencia de la necrosis (para una revisién ver 50) en que en
esta dltima la muerte se induce por dano de tipo osmético, quimico o fisico. Estos
agentes originan una rotura temprana de las membranas tanto externas como inter-
nas, liberando porteinas desnaturalizadas al espacio extracelular, induciendo una
respuesta inflamatoria alrededor de la célula lisada. En cambio en la apoptosis,
los cambios mds importantes son, la condensacion nuclear y la disminucion del
didametro celular. Se produce una “fragmentacion en escalera” del DNA nuclear. Sin
embargo, estudios recientes indican que las alteraciones nucleares pueden no ocurrir
en la apoptosis (51). El grupo de Kroemmer (51) ha demostrado que los cambios
en la actividad mitocondrial es otra caracteristica comin de la apoptosis. Las evi-
dencias mds recientes indican que existen al menos dos vias que pueden inducir
desintegracion nuclear. Una que implica la accion directa de proteasas especificas
y otra requiere la presencia de mitocondrias. En cualquier caso los resultados pu-
blicados son muchas veces contradictorios. Los estudios de Hockenberry et al. y
Ratan ef al. (52, 53) muestran que los radicales libres tiene una accién fundamental
en la apoptosis. Nosotros hemos observado que en la apoptosis aumenta la oxida-
cién del glutation celular y que esta oxidacion se correlaciona con un aumento del
dano oxidativo del DNA mitocondrial. La administracion de éster de glutation dis-
minuye la apoptosis en fibroblastos en cultivo (54).

De la misma forma la inhibicién de vias antioxidantes como la sintesis de GSH
con butionina sulfoximina provoca apoptosis en distintas lineas celulares. Algunos
autores argumentan que el proto-oncogén Bcl-2 ejerce su accidn anti-apoptdética
actuando como antioxidante sobre todo a nivel mitocondrial. Como sabemos las
mitocondrias son una importante fuente de radicales libres. Trabajos recientes (51)
indican que durante la apoptosis aumenta la permeabilidad mitocondrial de los
poros o canales llamados PT (“permeability transition™). Estos poros PT son una
especie de megacanales que estan localizados en la membrana interna mitocondrial.
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El grupo de Kroemer ha demostrado en un bonito experimento (55) como mitocon-
drias aisladas pueden inducir la digestion del DNA nuclear en un sistema libre de
células cuando los canales PT estdn activados. De la misma forma la inhibicion de
los canales PT bloquea la apoptosis. Hay muy pocos trabajos sobre el efecto del
envejecimiento sobre la apoptosis pero se ha propuesto que la eficiencia de la
apoptosis estaria correlacionada con la velocidad del envejecimiento. Algunos es-
tudios en ratas sugieren que la apoptosis es un mecanismo protector, ya que al
eliminar las células con DNA danado o células enfermas se disminuiria la posibi-
lidad de contraer procesos neopldsicos.

Los higados procedentes de ratas viejas mostraron un mayor indice de apoptosis
(in situ) que las ratas jévenes. Usando el modelo de restriccion dietética, que retarda
la aparicion del envejecimiento. Muskhelishvili et al. (57) han observado que la
incidencia de tumores disminuifa en el higado de las ratas viejas sometidas a restric-
cién dietética y paralelamente aumentaba el indice de apoptosis en estos mismos
animales.

7. ENFERMEDADES ASOCIADAS AL ENVEJECIMIENTO.
PAPEL DEL ESTRES OXIDATIVO Y PROTECCION POR EL GLUTATION
Y OTROS ANTIOXIDANTES

Entre las enfermedades asociadas al envejecimiento mds frecuentes se incluyen
el cancer, enfermedades cardiovasculares, inmunodepresion, enfermedades neuro-
degenerativas y cataratas. La degeneracién de células postmitéticas parece ser una
de las causas fundamentales de este importante grupo de enfermedades. Es bien
conocido que la incidencia de cdncer aumenta con la edad. Por ello, las especies que
viven mds anos tienen una mayor frecuencia de procesos neoplasicos.

Las especies reactivas del oxigeno parecen estar directamente asociadas con la
enfermedad de Parkinson. Gotz et al. (58) han propuesto que el estrés oxidativo
juega un pappel fundamental en la patogénesis del Parkinson. Ikebe et al. (59)
vieron como el nimero de deleciones en el DNA mitocondrial aumenta en el stria-
tum en la enfermedad de Parkinson y que es debido a los radicales libres derivados
del oxigeno. Estos autores encontraron resultados similares en la senescencia.

La exposicion de neuronas corticales fetales de rata a elevadas concentraciones
de glutamato extracelular u homocisteato produce una degeneracion por apoptosis
de las neuronas en 24 horas. La apoptosis se produce por depleciéon de GSH. La
disminucion de la captacion de cistina da lugar a un descenso en el nivel de glutatién
debido a la deplecién del aminodcido cisteina, limitante de la sintesis de GSH.

Existen muchos trabajos que demuestran la accién del estres oxidativo en la
enfermedad de Parkinson; para una revisién ver (60). Estos hallazgos se pueden
resumir en un aumento de los niveles de perdxido de hidrégeno y hierro, junto con
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un descenso de los niveles de GSH y ferritina. La peroxidacion lipidica también
aumenta.

El descenso en la actividad del sistema inmune con la edad en ratones puede ser
mejorado mediante la administracién de glutatién en la dieta. Ademis, el papel del
sistema inmune en la patogénesis de distintas enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la enfermedad de Parkinson ha ganado apoyo tras los trabajos de Kalra
et al. (61).

Como ya destac6é Coyle y sus colaboradores (62) el papel de los radicales libres
en las enfermedades neurodegenerativas es de gran importancia y se destaca como
un campo de grandes avances de importancia clinica.

La aparicién de cancer es muy baja en las células que no se dividen. Los
oxidantes forman un un grupo muy importante de agentes que estimulan la division
celular. Por tanto, los antioxidantes pueden disminuir la mutagénesis y por tanto la
carcinogénesis mediante la disminucién del DNA dafado por oxidacion y/o por
disminucion de la divisién celular. Por otro lado, la deplecién selectiva del GSH por
la administracién de ATP extracelular disminuye la velocidad de proliferacion ce-
lular en el tumor ascitico de Ehrlich (63).

Es bien conocido que las cataratas tiene una etiologia oxidativa. Aquellos indi-
viduos que toman tocoferol tienen un menor riesgo de desarrollar cataratas (64).
Los ratones hembra prenados con glutation previamente disminuido tienen cataratas
desde el nacimiento (65).

8. CONCLUSION

Una gran cantidad de experimentos apoyan la teoria del papel de los radicales
libres en los fenémenos asociados al envejecimiento. Por tanto, los antioxidantes
juegan un papel clave en la proteccion de las células contra los radicales libres. El
glutatién es un antioxidante endégeno fundamental. El envejecimiento estd asociado
con un descenso en el glutatién reducido y un aumento del glutation oxidado. Por
tanto, el par redox del glutation tiende a oxidarse con la edad. La compartimenta-
lizacién del glutation en la célula juega un papel de la mayor importancia. En
efecto, el glutatibn mitocondrial es critico y se oxida en mayor medida que el
citosélico. Es mads la oxidacion del glutatién se correlaciona con la oxidacion del
DNA mitocondrial.

Los niveles bajos de GSH estdn asociados con la apotosis. Es mas, el incremen-
to de los niveles de glutatién citosélico disminuyen o retardan la apoptosis.

La administracién de antioxidantes (que previene parcialmente la oxidacion del
GSH) o de los precursores del glutation (que aumentan la velocidad de sintesis de
GSH), es de capital importancia para prevenir, al menos parcialmente, el deterioro
de las funciones celulares asociadas con el envejecimiento y la muerte celular.
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1. INTRODUCCION

Los organismos, a lo largo de la vida, sufren multitud de cambios metabélicos
y funcionales que van a influir en su respuesta ante distintos estimulos. La capaci-
dad de respuesta frente a la agresion toxica es mayor en el higado que en cualquier
otro organo debido a su misién clave como via primaria de destoxificacién. Esta
misién del higado puede ser la causa de su propia lesién, ya que en la biotransfor-
macion de sustancias toxicas pueden generarse metabolitos, en ocasiones mas toxi-
cos que la sustancia de partida (1, 2). Las modificaciones que ocurren durante el
desarrollo y el envejecimiento, en los mecanismos hepiticos de biotransformacion
y eliminacién de agentes toxicos y en los relativos a la lesion hepatocelular y
posterior reparacién, influyen de manera notable en la toxicidad de dichos agentes.
En este capitulo se va a desarrollar la influencia del envejecimiento sobre la lesion
hepitica inducida por agentes toxicos y los procesos de regeneracién hepatocelular
post-necrotica y restauracion de la funcionalidad.

El efecto del envejecimiento, sobre los sistemas involucrados en la defensa
hepatocelular frente al estrés oxidativo originado por la accién hepatotéxica de
drogas o farmacos, presenta en la actualidad un gran interés farmacoldgico y clini-
co, ya que la poblacién senescente se encuentra en progresivo incremento en nues-
tra sociedad y requiere cada vez mayor atencién debido a que exhibe una elevada
incidencia de reacciones adversas por efecto de los farmacos. En la mayoria de los
casos estas reacciones son inesperadas por el desconocimiento que alin existe acerca
de la influencia de la edad sobre los mecanismos hepaticos de biotransformacion
que pueden afectar la vida media de los medicamentos y como consecuencia su
toxicidad y su accion farmacoldgica. Por todo ello, el profundizar en las variaciones
de estos mecanismos a medida que transcurre la edad, ha de proporcionar un mayor
conocimiento que permita en el futuro, disefiar pautas terapéuticas especificas mds
racionales que las utilizadas hasta el momento.

2. SENESCENCIA Y RADICALES LIBRES
La senescencia es un proceso complejo a nivel morfolégico, bioquimico y fun-
cional, detectable tanto en c€lulas aisladas como en 6rgano entero. Las teorias sobre

el envejecimiento tienen su origen en el estudio de los cambios que se suceden a
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lo largo de la vida o de los cambios que se acumulan a medida que transcurre la
edad. Estas teorias incluyen fenémenos que influyen en la funcionalidad del 6rgano.
La teoria que ha alcanzado mas popularidad por haber sido ampliamente compro-
bada, propuesta por vez primera por Harman en 1956 (3), es la que responsabiliza
a los radicales libres de oxigeno de las alteraciones oxidativas tipicas de la edad
avanzada. Posteriormente esta teoria de los radicales libres se dirigié hacia la ge-
neracién de especies reactivas de oxigeno por la mitocondria (4).

El principal productor de radicales de oxigeno en los organismos aerobios es
la mitocondria, el orgdnulo celular que, en condiciones normales, utiliza aproxima-
damente el 98% del O, que ingresa en la célula reduciéndolo a agua a nivel del
citocromo a,, citocromo del estado 4 de la cadena de transporte de electrones de
la respiracion mitocondrial (5). Como se muestra en la Figura | una pequeiia parte
del O, incorporado por la mitocondria, entre el 1 y el 4%, sufre una reduccién
monovalente y genera especies reactivas de oxigeno tales como el radical superdxi-
do (O,") y el peréxido de hidrégeno (H,0,), llegando a una produccién diaria de

ESPACIO
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Figura 1. Produccion de especies reactivas de oxigeno en la cadena de transporte de electro-
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3Ix 107 O, /mitocondria/dia (6). Por tanto, al ser las mitocondrias la fuente intra-
celular mas importante de especies reactivas de oxigeno, es obvio que el DNA
mitocondrial se encuentra mds expuesto que el DNA nuclear a sufrir lesiones
oxidativas severas, que pueden conducir a deleciones en su propia cadena.

Las deleciones en el DNA mitocondrial son hoy el punto de mira de los geron-
t6logos. ya que el hecho de que éstas se acumulen con la edad (7), hace pensar que
las mitocondrias juegan un importante papel en las alteraciones propias del enve-
jecimiento. Si las mitocondrias poseen un genoma lesionado ello puede influir sobre
los componentes de la cadena de transporte electrénico, reduciendo su eficacia en
el proceso de reduccion del oxigeno molecular y en la produccién de ATP. Por un
lado, la deplecion de energia afectaria la funcién celular, y por otro, la alteracién
en la cadena de transporte electrénico elevaria la velocidad de generacién de las
especies reactivas de oxigeno. En este caso, la alteracion localizada se agravaria al
ocasionar la posterior lesion del DNA mitocondrial. La susceptibilidad del DNA
mitocondrial a la agresién oxidativa es mayor que la del DNA nuclear, por encon-
trarse mds desprotegido al ser mds compacto y carecer de histonas. La hipersensi-
bilidad se asocia con la inestabilidad cromosomica que se observa en un nimero de
enfermedades neurodegenerativas. La velocidad de mutacién del DNA mitocondrial
se ha estimado mucho mayor que la del nicleo (8).

En la actualidad se responsabiliza al acortamiento de los telémeros de la ines-
tabilidad cromosomica de la senescencia (9). Los telomeros son secuencias hexameé-
ricas repetidas de DNA que aparecen en los extremos de los cromosomas lineales,
las cuales son esenciales para el mantenimiento de dicha estabilidad. La telomerasa
es una ribonucleoproteina denominada transferasa telémero-terminal, requerida para
la sintesis de la repeticion telomérica y cuya porcion RNA se utiliza como «molde»
para afiadir, mediante un mecanismo de retrotranscripcion, secuencias teloméricas
de novo a los extremos teloméricos. La telomerasa se sabe que se expresa sélo en
células germinales y en células transformadas. La pérdida progresiva de los extre-
mos teloméricos de los cromosomas durante el envejecimiento, parece que se debe
a una replicacion incompleta y puede inducir sefiales antiproliferativas que conduz-
can a un estado de senescencia celular (9).

Aunque es la mitocondria la principal responsable de la generacion de las es-
pecies reactivas de oxigeno, éstas también se producen en otros orgdnulos celulares,
como los peroxisomas, donde la aminodcido oxidasa, la acil-CoA oxidasa y la urato
oxidasa generan H,0,. o los microsomas, donde el citocromo P-450 cataliza reac-
ciones de monooxigenacion con produccion de radical superéxido y perdxido de
hidrégeno por mecanismos dependientes de NADPH. Tanto el radical superdxido
como el perdxido de hidrégeno no poseen una elevada reactividad frente a las
macromoléculas, sin embargo, en presencia de ciertos complejos de metales de
transicion, como el hierro o el cobre pueden reaccionar entre si (reaccion de Fenton
o Harber-Weiss) y dar lugar al radical hidroxilo (OH) que posee una elevada reac-
tividad (10, 11).
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La generacion de estas sustancias prooxidantes se encuentra controlada median-
te mecanismos celulares de defensa antioxidantes, reductores o secuestrantes que
aparecen compartimentalizados de forma estratégica en los diferentes organulos
subcelulares. En el caso de que estos mecanismos lleguen a ser insuficientes para
contrarrestar la excesiva produccion de especies reactivas, se originan alteraciones
celulares que van a conducir a una situacion de estrés oxidativo, la cual puede llegar
a afectar de manera irreversible la viabilidad celular y la funcionalidad del érgano
(12). Bien conocida es la lesiéon oxidativa producida sobre el DNA, no por el O,
o el H,0,, sino por el ‘OH (13). Del mismo modo, se originan lesiones a nivel de
los lipidos de membrana, que alteran su fluidez, estructura y funcién (14). Menos
conocidos son los efectos y consecuencias de las especies reactivas de oxigeno
sobre las proteinas, las cuales dan lugar a peréxidos proteicos que consumen an-
tioxidantes y moléculas de unién a proteinas que reducen metales de transicién (15).
Ademis, con la edad se producen cambios en la estructura molecular de los enzimas
debido a errores en la traduccién y en la conformacién de su molécula a nivel de
racemizacion de aminodcidos, desaminacion, glicosilacion, oxidacion, etc. (16).

Si la produccién de radicales libres es el factor clave que relaciona el dario
oxidativo con el envejecimiento, es de esperar que esto se refleje directamente y en
primera instancia a nivel de las propias mitocondrias. Existen varias caracteristicas
de las mismas que nos inducen a pensar en su contribucién al envejecimiento ya
que, en ellas no sélo se consume el 98% del oxigeno sino que también el DNA
mitocondrial se encuentra tan empaquetado que todo €l codifica y al carecer de
histonas y poliaminas que puedan protegerlo, su capacidad de reparacion es minima
si se compara con la del DNA nuclear. Ademads, las membranas mitocondriales al
ser ricas en dcidos grasos altamente insaturados son muy susceptibles a sufrir pe-
roxidacién lipidica (17). De hecho, en las especies mas longevas como algunos pd-
jaros o incluso el hombre se ha demostrado que poseen una proporcion menor de
dcidos grasos insaturados de 4 0 mds dobles enlaces por sustitucién del araquidénico
por el linoleico, lo cual influye en la funcionalidad de la cadena de transporte de
electrones y con ello en la disminucion de la produccién de radicales libres (18). A
medida que transcurre la edad se incrementan los niveles del mutdgeno 8-desoxigua-
nidina, disminuyen los niveles de dcidos grasos poliinsaturados, se producen trans-
cripciones anomalas, descienden los complejos 1 y IV de la cadena de transporte
electrénico (iinicos complejos codificados por el DNA mitocondrial a diferencia de
los I1 y III codificados por el DNA nuclear) y se produce una pérdida de la produc-
cién energética con el consiguiente incremento en los niveles de oxidantes al reac-
cionar los grupos carbonilos de las proteinas oxidadas con grupos amino libres (19).

3. MECANISMOS HEPATOCELULARES FRENTE A LA AGRESION
TOXICA A LO LARGO DE LA EDAD

El tema mds estudiado en relacion al higado y a la senescencia ha sido el
referente a las alteraciones del metabolismo de fiarmacos con la edad, ya que este
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tema presenta unas inmediatas aplicaciones en la farmacoterapia de los ancianos.
Debido a que las personas de edad presentan una incidencia mas elevada en enfer-
medades y una mayor utilizacién de medicamentos, la menor velocidad de aclara-
miento por el higado es la causa de las alteraciones en la respuesta a los firmacos,
como también de la frecuencia de reacciones adversas. El primer estudio sobre
hepatotoxicidad y envejecimiento en ratas se debe a Kato v colaboradores (20)
quienes describieron una disminucién, dependiente de la edad, en el metabolismo
de diversos fairmacos como el hexobarbital y la estricnina.

La senescencia hepitica se caracteriza por una serie de modificaciones en la
capacidad funcional de sus células que pueden conllevar reacciones adversas pro-
ducidas por efecto de los farmacos. A las especies reactivas de oxigeno que se
forman espontdneamente en la respiracion mitocondrial y que se acumulan en eda-
des avanzadas, se unen los metabolitos téxicos generados por el xenobiético y las
especies reactivas de oxigeno producidas durante los procesos de la biotransforma-
cion de xenobidticos por el sistema microsémico monooxigenasa de funcién mixta
dependiente del citocromo P-450. En este sistema monooxigenasa se generan, por
una parte intermediarios reactivos derivados del xenobidtico. y por otra, especies
activas de oxigeno. H,0, y O, derivadas como subproductos de la monooxigena-
cion del sustrato.

| HEPATOTOXICO |
| [formacién de metabolitos reactivos |
LESION HEPATICA |

oxidacién y deplecién del glutation
1 cociente GSH|GSSG

situacion de estres oxidativo

oxidacion de tioles proteicos
peroxidacion lipidica
t calcio citosélico |+

1 | necrosis perivenosa masiva |

| REGENERACION HEPATOCELULAR |

1 sintesis del DNA en 20 veces | |
* indice mitético

IRESTAUHACION DE LA FUNCIONALIDAD ]

Figura 2. Secuencia de eventos en la intoxicacion aguda inducida por hepatotoxicos.

109



Los organismos pueden estar expuestos a dosis continuadas de hepatotdxicos o
a dosis agudas de los mismos, en el primer caso se pueden alcanzar lesiones hepa-
tocelulares tales como nédulos hiperpldsicos, cirrosis y en tltima instancia el cdncer
(21-24). Para el toxicélogo experimental adquiere mayor importancia la administra-
cién subletal de un xenobiético para asi estudiar la respuesta frente a un ataque por
sorpresa de la sustancia hepatotéxica. Como muestra la Figura 2, en circunstancias
extremas, la agresion oxidativa inducida por xenobidticos puede llegar a ocasionar
la muerte celular (25), que va precedida por una pérdida de equivalentes de gluta-
tion (26), una marcada oxidacién de los grupos tidlicos de las proteinas (27),
peroxidacién de los lipidos de la membrana (28) y elevacion del calcio citoplasma-
tico (29). Esta situacion se denomina estrés oxidativo (30).

La localizacién de la necrosis inducida por los hepatotéxicos depende de nu-
merosos factores entre los que cabe destacar la heterogeneidad acinar y el que el
agente hepatotoxico sea el compuesto mismo o un metabolito derivado de su bio-
transformacion. Estos factores son los que determinan que la lesion se ubique en
la region perivenosa o en la periportal. Los hepatocitos perivenosos muestran una
mayor susceptibilidad a la agresién electrofilica de los metabolitos reactivos, ya
que en esta zona del acino existe un desequilibrio entre los enzimas responsables
de la activacién metabdlica y los enzimas encargados de la destoxificacién de las
sustancias activadas. Estos hepatocitos muestran una mayor velocidad de produc-
cién de metabolitos reactivos debido a la mayor cantidad de monooxigenasas
microsomicas de funcién mixta, mientras que presentan un menor contenido en

GSH (31).

La necrosis hepatocelular masiva inducida por tioacetamida en ratas se caracte-
riza por hemorragias e infiltrados inflamatorios con leucocitos polimorfonucleares,
mientras que durante la regeneracién hepatica post-necrdtica el infiltrado inflama-
torio se hace de tipo mixto con leucocitos polimorfonucleares, linfocitos y mono-
citos caracteristicos de inflamacién crénica con abundantes mitosis. Los sistemas
utilizados para la deteccién de la necrosis son las aminotransferasas séricas que
alcanzan valores muy elevados durante la necrosis para luego descender durante el
proceso regenerativo. Las diferencias observadas por efecto del envejecimiento
muestran una menor extension de la zona lesionada detectada a nivel morfoldgico
y por una menor elevacion de las aminotransferasas séricas (32). La regeneracion
post-necrdtica muestra valores muy disminuidos en el nimero de células en mitosis
(indice mitético), en la poblacion en fase de sintesis del DNA y en la liberacién al
suero del TNFa. Esto indica que el higado senescente presenta una menor respuesta
a la agresion toxica (capacidad metabdlica) dando lugar a una lesién menos severa,
pero con menor capacidad de recuperacion (respuesta al estrés) (32, 33) (Tabla I).

Existe un interés cada vez mayor, por el estudio de la toxicidad de los xenobid-
ticos frente a la senescencia, ya que la frecuencia de estas lesiones hepaticas puede
variar considerablemente a medida que transcurre el tiempo. De hecho, parece ser
que el envejecimiento incrementa la sensibilidad al efecto hepatotéxico de los xe-
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Tabla 1. Diferencias en la lesion y reparacion inducida por tioacetamida
a lo largo de la edad en ratas.

Edad Miximo Intensidad Regeneracion  Recuperacién
. lesién (hr) lesién (hr) a las 96 hr
Jovenes 24 EE 48 total
Adultos 48 et 72 media
Senescentes 48 + 72 escasa

nobidticos (34). Son muchos los pardmetros hepéticos que sufren fluctuaciones por
efecto de la edad, y especialmente interesantes son aquellos relacionados con el
metabolismo de agentes hepatotéxicos.

3.1. Sistemas microsomicos de destoxificacion

La biotransformacion de las sustancias téxicas en el organismo se verifica en el
reticulo endopldsmico liso de los hepatocitos, donde existen dos tipos de monooxi-
genasas que difieren en su composicién y mecanismo, y que se conocen en funcién
de su grupo prostético como monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 y
monooxigenasas dependientes de flavina (35). Se sabe que la edad afecta a estos
enzimas microsémicos, pero mientras unos autores describen que este sistema oxi-
dasa de funcién mixta disminuye por efecto de la edad. otros describen el efecto
contrario. Resultados de nuestro grupo han puesto de manifiesto en ratas, que los
sistemas microsémicos se incrementan progresivamente durante el desarrollo, y
disminuyen a medida que transcurre la edad a partir del estado adulto (32). Concre-
tamente en el caso de los sistemas dependientes del citocromo P-450 se ha demos-
trado que estos descensos son selectivos de los citocromos P-450 constitutivos y no
de los inducibles, los cuales permanecen inalterados (36).

3.2. Sistemas antioxidantes endégenos: ciclo redox del glutation

El mecanismo de defensa antioxidante endégeno estd constituido por sistemas
enzimdticos y no enzimdticos. Entre los enzimadticos se encuentran la superéxido
dismutasa, la catalasa, la glutation reductasa y la glutation peroxidasa y entre los no
enzimdticos el glutation, el dcido ascorbico, y el dcido trico como compuestos
hidrosolubles y la vitamina E, los carotenos y la melatonina como liposolubles (37).

Entre los sistemas antioxidantes no enzimaticos, la vitamina E o a-tocoferol
reacciona con los radicales libres de oxigeno y facilita, conjuntamente con la glu-
tation peroxidasa, el bloqueo de la peroxidacion lipidica (38). La melatonina es una
hormona producida principalmente en la glindula pineal cuyas actividades son muy



diversas, No solo influye en el control y regulacion de la madurez sexual, de la
respuesta inmune y de la temperatura corporal, sino que también presenta una
accion antioxidante liposoluble frente al radical hidroxilo, con mds eficacia que la
propia vitamina E. La melatonina actia como moduladora de los enzimas genera-
dores de radicales libres dependientes del citocromo P-450, de la 6xido nitrico
sintasa y como estimuladora de la actividad de la glutation peroxidasa (39). Sin
embargo, el glutation reducido (GSH) es el sistema antioxidante mds importante, ya
que es el tiol de bajo peso molecular mds abundante, capaz de reaccionar directa-
mente con las especies reactivas de oxigeno y productos de la peroxidacién o bien
conjugarse con los metabolitos reactivos (26). Para mantener la integridad celular,
los sistemas de defensa actian concertadamente con los mecanismos responsables
de la reparacion del proceso oxidativo de las macromoléculas. La concentracion de
GSH, el estado redox GSH/GSSG y los niveles de grupos tidlicos proteicos, influ-
yen en el DNA bien modulando su sintesis (40) o bien protegiéndole del daiio
oxidativo (41). Se ha observado que existe una relacién entre la divisién celular y
el contenido en grupos tidlicos de origen proteico y no proteico (42).

Los radicales libres en forma de anién superdxido (O,) generan H,0, mediante
la superoxido dismutasa. Este enzima existe en el organismo en dos formas mo-
leculares: la SOD Cu-Zn abundante en el citoplasma y sensible a cianuro, dimérica
y con un peso molecular bajo y la SOD Fe-Mn localizada en mitocondria, tetra-
mérica e insensible a cianuro. El H,O, generado por la accién de la superoxido
dismutasa puede ser substrato de dos enzimas: la catalasa y la glutation peroxidasa.
El segundo parece ser el enzima mds importante, ya que por su localizacién a nivel
citoplasmdtico y mitocondrial es mds accesible que la catalasa que se ubica en
fraccion soluble y peroxisomas. La glutation peroxidasa posee, ademas, la capaci-
dad de eliminar peréxidos no sélo inorgdnicos sino también orgdnicos, como los
que se generan en el proceso de la peroxidacién lipidica. El GSSG formado tiene
que ser eliminado bien directamente via biliar o puede reducirse a GSH mediante
la glutation reductasa, presente de igual modo en citosol y mitocondrias, precisan-
do para ello el NADPH generado por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (43).
Este enzima ademds es fundamental debido a que participa activamente en la sin-
tesis del DNA por ser el proveedor de la ribosa-5-fosfato necesaria para la misma
(44).

En la Figura 3 se muestra la accion coordinada del glutation como antioxidante
endégeno con los sistemas enzimiticos citados anteriormente.

Existen enormes diferencias en las modificaciones sufridas en el ciclo redox del
glutation y los enzimas relacionados entre las distintas especies e incluso dentro de
la misma especie entre los distintos sexos a lo largo de la edad (45). En el caso de
ratas macho de la raza Wistar, se aprecian enormes diferencias durante el enveje-
cimiento (46), de tal modo que por un lado se incrementan los radicales libres de
oxigeno generados espontianeamente en la respiracién mitocondrial y por otro se
produce un descenso en los niveles de GSH, lo cual va a conducir a una alteracién
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Figura 3. Sistema antioxidante endigeno: ciclo redox del glutation,

del estado de oxidoreduccion celular que va a conllevar una mayor susceptibilidad
de los tejidos a sufrir cualquier lesion (47-51).

La mayor parte de las sustancias que son téxicas a través de su biotransforma-
cion en intermediarios reactivos, afectan la concentracion celular del glutation, que
disminuye significativamente durante la necrosis. Esta disminucién del glutation
trae consigo la situacion de estrés oxidativo que ocasiona la pérdida de los grupos
tidlicos de las proteinas y la peroxidacion lipidica (52). A medida que transcurre la
edad la lesion se sostiene durante mas tiempo debido a la menor operatividad de los
sistemas antioxidantes (32).

Enzimas marcadores de la lesién hepitica, como la y-glutamil transferasa plas-
matica y la glutation S-transferasa, alcanzan su actividad mds elevada en los
momentos de la necrosis hepatocelular, hecho que puede influir en la deplecién
transitoria del glutation durante la hepatotoxidad aguda. En edades avanzadas se
ha observado que la elevacién de estas actividades es menor, y esto podria explicar
el retraso en la eliminacidn del téxico y en la restauracion de la funcionalidad
hepdtica (32).

Respecto a los sistemas enzimdticos antioxidantes, se ha descrito que la expre-
sion génica de la superdxido dismutasa y la catalasa, los enzimas directamente

113



encargados de eliminar el radical superéxido y el H,0,, va siendo menor a medida
que transcurre la edad, mientras que la expresion de la glutation peroxidasa tiende
a incrementarse (53). En nuestros experimentos de hepatotoxicidad y senescen-
cia, todos estos sistemas antioxidantes elevaron su expresion génica y su actividad
con el transcurso de la edad, sin embargo, este incremento no fue suficiente para
contrarrestar la situacién de estrés oxidativo de las células hepaticas en edades
avanzadas (32).

4. REGENERACION HEPATICA POST-NECROTICA DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO

Cualquier agresion que origine la pérdida de las células hepaticas induce inme-
diatamente una proliferacién celular compensatoria. Este proceso. considerado como
la respuesta mds importante frente a la agresion, supone la regeneracion hepatoce-
lular y la restauracion de la funcionalidad hepdtica. La caracterizacién de los para-
metros relacionados con esta proliferacion celular post-necrética presenta un gran
interés clinico y fisiopatolégico (54), ya que supone la manifestacién hepdtica mas
patente y efectiva de respuesta a la agresion. De esta manera, el higado lesionado
es capaz de recuperar tanto la masa como el niimero de células iniciales y con ello
su funcionalidad normal.

Aunque los hepatocitos son células muy diferenciadas y quiescentes, conservan
la capacidad de dividirse para reemplazar a las células que se han lesionado. En
condiciones normales la capacidad proliferativa del higado es muy baja y el hepa-
tocito se encuentra en la fase G/G, del ciclo de divisién celular, lo cual no impide
que el higado sea uno de los tejidos del organismo transcripcionalmente mads activo.
La baja incorporacion de precursores metabdlicos en la molécula de DNA, se debe
a que un porcentaje muy bajo de los hepatocitos (< 1%) se encuentra en la fase
replicacion del DNA (55). La regeneracién hepdtica parece presentar una respuesta
bifisica; durante la primera ronda de divisién, son los hepatocitos las tnicas células
hepiticas que se encuentran involucradas en la sintesis del DNA y en la actividad
mitdtica. La segunda ronda mitdtica ocurre 24 horas mds tarde, esti menos sincro-
nizada y en ella participan todas las células hepdticas, parenquimales y no paren-
quimales (56, 57). Durante las transiciones proliferativas se verifica la desdiferen-
ciacién celular, proceso que implica una regresion de las células adultas hacia un
estado mds primitivo.

Después de la administracion de una dosis elevada de un hepatotoxico, cuando
el higado sufre una lesion hepatocelular (necrosis), debida al mecanismo de bioac-
tivacion de la toxina, el higado responde estimulando la divisién y con ello la
regeneracion hepatocelular. A dosis débiles del hepatotéxico, la necrosis afecta a
pocas células y la regeneracion tiende a iniciarse aproximadamente a las 6 horas,
desapareciendo a las 24 horas los sintomas de lesion. Es frecuente que aparezca con
posterioridad alguna muestra de lesién remanente y tenga lugar una segunda fase
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de division celular (54). El proceso de regeneracion hepdtica va unido a otro no
menos notable: las células recién divididas son resistentes a la accion citotoxica de
agentes quimicos. Por tanto, ademds de la reposicion de las células y de la restau-
racion de la morfologia hepatolobular, merced a la propiedad de resistencia que
poseen las nuevas células. el tejido hepdtico se encuentra capacitado para superar
la inminencia de una agresion toxica en las fases posteriores. evitando, por una
parte. la expansion de la lesion y por otra. acelerando el proceso de la recuperacion
total (58). La aparicion del fenotipo resistente en los hepatocitos es una respuesta
adaptativa del higado frente a una amplia variedad de xenobidticos. Esta resistencia
supone un mecanismo de adaptacion clonal (gen mdrl) para sobrevivir en un am-
biente hostil (59).

Recientemente se ha descubierto un método de gran valor como diagndstico de
rutina para detectar las células proliferantes. que ha permitido evaluar la regenera-
cion hepatica en muestras humanas. Este método utiliza anticuerpos monoclonales
frente a un antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA), factor auxiliar de la
DNA polimerasa o (60). La deteccion inmunohistoquimica de este antigeno no
depende de la incorporacion de marcadores externos, como la bromodeoxiuridina o
la timidina tritiada y se ha demostrado que algunos anticuerpos anti-PCNA pueden
aplicarse con éxito a tejidos fijados con formol e incluidos en parafina (61).

Otro medio que permite la estimacién cuantitativa del nidmero de células que
participan en la division celular en higado post-necrético es el cilculo del indice
mitético. Este indice se define como la relacién entre el nimero de mitosis y el
nimero de células y se calcula por visualizacion al microscopio optico de cortes
semifinos de higado, aplicando el método de Simpson et al. (15). En nuestros
experimentos con tioacetamida, se analizaron las zonas mas cercanas a la zona
necrosada en preparaciones histologicas de higado de rata (32). En los controles de
todas las edades el indice mitético fue nulo, ya que no pudo detectarse ninguna
célula en mitosis, debido al estado quiescente de los hepatocitos normales. Sin
embargo. a las 48 horas de la intoxicacion (en ratas jovenes) y a las 72 horas de
la intoxicacion (en ratas adultas y viejas). la regeneracion hepatocelular pudo ser
detectada por observacion directa de células en mitosis. El indice mitdtico se ha
observado que desciende notablemente a medida que transcurre la edad, registrin-
dose a los 30 meses, valores s6lo de un 30% cuando se compararon con los de ratas
adultas de 6 y 12 meses.

Se ha discutido mucho acerca de la zona del acino que contribuye mads a la
regeneracion hepatica y diversos autores han apuntado que son los hepatocitos de
la zona periportal los que se dividen, especialmente en el caso de regeneracion
posterior a un proceso necrotico perivenoso (31). Experimentos de nuestro grupo
han podido demostrar que todas las regiones del acino contribuyen de la misma
manera a la regeneracion. En un modelo de hepatotoxicidad con cocaina se indujo
necrosis perivenosa o periportal previo tratamiento o sin tratamiento con fenobar-
bital, respectivamente. En ambos casos se evalud el indice mitdtico en las diferentes
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zonas del acino y pudo comprobarse que los valores mis elevados aparecieron en
los aledafios de la zona necrosada, fuera ésta la periportal o la perivenosa (62).

4.1.  Ciclo de division celular; analisis de la ploidia y distribucion de DNA

Para conseguir la multiplicacién por division. las células de cualquier tejido
abandonan el estado quiescente (G,) para entrar y proceder a través del ciclo celu-
lar. Esto supone una serie de pasos consecutivos que culminan en la division mit6-
tica (63). En un momento dado de muestreo de una poblacién celular, algunas
células se encuentran al comienzo y otras finalizando la replicacién del DNA, de
manera que la distribucién de las células respecto a su contenido en DNA varia
desde el contenido 2C de la fase G/G, hasta dos veces este contenido (4C) de la
fase G,/M. Los hepatocitos y células de Kupffer, se encuentran en el estadio G, es
decir. normalmente no se dividen, si no es tras una hepatectomia parcial o tras la
necrosis inducida con sustancias quimicas hepatotéxicas.

La inestabilidad cromosémica inducida a lo largo de la edad y su efecto sobre
la capacidad proliferativa, nos ha llevado a estudiar la ploidia y la distribucion del
DNA en las fases del ciclo celular en hepatocitos de rata (32). En higado de rata
durante el desarrollo normal se caracteriza por una progresiva poliploidizacién, que
va unida a una disminucién de la fraccion de hepatocitos diploides (2C) (64, 65).
Los hepatocitos fetales de rata y los obtenidos durante las 3 primeras semanas de
vida son en su mayor parte mononucleares diploides y se mantienen asi durante los
3 primeros meses de vida; a partir de este punto, comienza el proceso de poliploi-
dizacion con la aparicion sucesiva de células tetraploides y octoploides (66) (Tabla
IT). Poco se sabe atin acerca de la significacion fisiologica de la dependencia entre
ploidia y edad, aunque se cree que la poliploidia refleja una mayor diferenciacion
y una necesidad de cantidades mds elevadas de genes para satisfacer el papel
multifuncional metabélico de los hepatocitos. En el perfodo adulto se inica la apa-
ricion de células en fase aneuploide que. si bien tan sélo constituye una pequeifia
proporcién del total, se incrementa progresivamente a lo largo del envejecimiento
(32). Este fenémeno de apoptosis en edades avanzadas se produce como consecuen-
cia de un proceso fisiolégico de renovacion tisular evitando asi la hiperplasia que
conllevaria lesiones tisulares del érgano (67).

El hecho de que al menos una parte de los hepatocitos diploides pueda consi-
derarse como poblacion de células precursoras a partir de las cuales se desarrollan
hepatocitos poliploides mds diferenciados, indica el interés en la distribucion del
DNA en las poblaciones que surgen durante los estadios de regeneracion hepdtica
y hepatocarcinogénesis. Cualquier tratamiento que prevenga o disminuya la poli-
ploidizacion (o diferenciacién) y cause una expansion de la poblacion de hepatoci-
tos diploides, que es lo que ocurre en la proliferacién hepatocelular post-necrética,
puede considerarse que eleva el riesgo de cincer. Este riesgo sobreviene porque las
células 2C se encuentran menos protegidas que las 4C y 8C frente a las posibles
consecuencias oncogénicas de las lesiones hepdticas.
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Tabla II. Determinacion cuantitativa de la ploidia del DNA en ratas
a lo largo de la edad.

Edad Hipodiploide Diploide  Sintesis S, Tetraploide Sintesis S, Octoploide

(meses) (<20) (2C) (2C -> 40) (4C) (4C > 8C) (8C)
2 = 72,6 1.4 233 0,2 2,5

6 — 54,4 1.4 33,9 4,0 6.3

12 0.9 48.9 1.4 36.8 4,2 7:8
18 1,2 38,7 1,2 40,8 5.0 13.1
30 3.4 343 0,9 40,1 52 16,1

La fraccion en crecimiento, o fraccién de células, que participa en el ciclo
celular, supone un concepto importante en el andlisis de la reparacion tisular tras la
lesion celular ya que esta poblacién sufre un ripido incremento al iniciarse la
regeneracion y disminuye abruptamente cuando finaliza. En animales j6évenes, el
porcentaje de células hepdticas en fase de sintesis del DNA, comienza a elevarse a
las 24 horas de la administracion de tioacetamida y alcanza su punto médximo entre
las 36 y 48 horas con cotas tan elevadas como 20 veces el valor control. En
momentos previos a esta elevacion se detecta la desaparicion casi total de la pobla-
cion tetraploide (4C). Considerando que la caida de la poblacién G,/M precede en
varias horas a la elevacién de la sintesis del DNA, se deduce. por un lado, que una
mitosis temprana afecta selectivamente a esta poblacién, y por otro, que la necrosis
afecta mayoritariamente a las células en G,/M. El hecho de que la poblaci6n en fase
G, (diploide) se eleve coincidiendo con la desaparicion de las células tetraploides,
hace pensar en un desencadenamiento de la mitosis de la poblacién G,/M previo a
la replicacion del DNA. Este cambio en la distribucién del DNA durante la rege-
neracion hepatocelular conduce a un perfil similar al que aparece en hepatocitos
fetales y se verifica en un periodo de seis horas, desde las 18 a las 24 horas de la
intoxicacién (52, 62).

Respecto al envejecimiento, hemos de indicar que si bien este cambio hacia el
perfil fetal en la distribucion del DNA se produce en todas las edades estudiadas.
en el caso de animales senescentes la regeneracion se retrasa notablemente. El
retraso se debe a que al ser menor la fraccién de hepatocitos implicada en fase de
sintesis del DNA, la duracién del proceso regenerativo es mayor, siendo superior
el tiempo que necesita el higado para restaurar su funcionalidad normal. Por tanto,
a medida que transcurre la edad disminuye la capacidad proliferativa de las células
(32), lo cual puede ser debido a que las células poliploides se dividen mis lenta-
mente que las diploides (68). Se ha propuesto que la menor capacidad proliferativa
debida al envejecimiento es consecuencia de la activacién de un inhibidor especi-
fico de la sintesis del DNA denominado Sdil (69). Este producto génico, también
conocido como p21, WAFI. CIP1 y Cap20 (70), es un factor peptidico que inhibe
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la actividad de los complejos ciclina/quinasa-dependiente de ciclina (CDK) respon-
sables de la progresion del ciclo celular en su fase G /S (71, 72). Esta inhibicidén se
manifiesta por una parada de las células en la fase G, del ciclo celular, y se debe,
a que los complejos ciclina/CDK necesarios para la fosforilacion de la proteina Rb,
producto del gen supresor de retinoblastoma, tienen bloqueada la capacidad de
fosforilaciéon de Rb en respuesta a estimulos normales de crecimiento (73).

La disminucion de la capacidad proliferativa en células senescentes puede ser
una de las posibles consecuencias de la lesion que sufre el DNA en edades avan-
zadas. Estas lesiones acumuladas y no reparadas, generan una situacion de inesta-
bilidad gendmica caracterizada por mutaciones somdticas tales como sustitucion,
insercion, translocacion, deleccién, recombinacion y cambios en el nimero de cro-
mosomas, que desembocan en una alteracion de las funciones celulares (74). Tam-
bién, la menor capacidad proliferativa puede interpretarse como un mecanismo de
defensa frente a la propagacion de lesiones del DNA.

4.2. Factores del crecimiento y mecanismos que controlan la proliferacion
celular en higado

En la regeneracion hepatica se producen dos fenémenos fundamentales: por un
lado la activacion de genes tempranos inmediatos, debido al incremento de los
factores de crecimiento circulantes, y por otro, la riapida adaptacion metabélica de
los hepatocitos para responder a los factores de crecimiento extra e intrahepdticos
que activan numerosos genes (Figura 4). Tras la lesién inducida por un hepatotdxi-
co tienen lugar acontecimientos muy rdpidos que preparan a los hepatocitos para ser
competentes y responder a los factores del crecimiento, permitiendo asi su progre-
sion hacia el ciclo celular (75). La activacién de los factores de transcripcién puede
ser uno de los principales componentes de esta fase inicial. Los genes que se
inducen en la transicién del estado normal quiescente del higado (G,) a la fase de
crecimiento (G,) se denominan genes tempranos inmediatos. Entre ellos se incluyen
NF-xB, AP-1 (76) y STAT-3 (77), y muchos de los protooncogenes implicados en
el crecimiento canceroso. tales como ¢-myc, c-fos y c-jun (78). Puesto que muchos
de los productos de los genes de respuesta temprana inmediata, son por si mismos
factores de transcripcion, la respuesta génica inicial producida tras la pérdida de
células hepdticas se amplifica. También son importantes los genes tempranos dife-
ridos que se expresan tras la transicion G,/G, y que son responsables de la progre-
sion de las fases del ciclo celular hasta inducir la sintesis del DNA. Este es el caso
de p53 y ras y de varias ciclinas y quinasas asociadas, que codifican proteinas con
funciones metabdlicas esenciales (79). Sin embargo, todavia existen ciertas dudas
respecto a las causas que inducen las modificaciones post-traduccionales de los
genes inmediatos que codifican los factores de transcripcion, Los estudios mds
avanzados han identificado diversas citoquinas y factores de crecimiento, la IL-1 y
el TNFc en el caso del PHF/NFxB y la IL-6 y el EGF para el STAT-3, como los
responsables de la cascada de sefales responsables de su activacion nuclear (80).
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Entre los agentes reguladores de la proliferacion celular, que desempefian una
mision destacada o son esenciales para la entrada de las c€lulas en la fase de
replicacion del DNA, cabe citar las hormonas, los factores de crecimiento, las
citoquinas, asi como otras sustancias como el piruvato, el calcio, los aminodcidos
y las poliaminas (81). Las sefales resultantes se producen por combinacién de
interacciones entre estas moléculas, nutrientes y metabolitos, pero el problema se
complica cuando un mismo factor de crecimiento puede actuar positiva o negativa-
mente, caso del factor transformante del crecimiento 3 (TGFp) y el factor de cre-
cimiento hepdtico (HGF) (82). No obstante, estd perfectamente establecido que los
EGF, TGFa, FGF y HGF funcionan como inductores fisiolégicos de la sintesis del
DNA en hepatocitos durante la regeneracion hepdtica a través de mecanismos au-
tocrinos y paracrinos (83, 84), mientras que la activacién del crecimiento hepitico
por el EGF y el TGFa se modula por el TGFB, el cual se induce un poco después
que el TGFa, previniendo asi una proliferacion celular incontrolada. También las
citoquinas tales como las IL-1a, IL-6 y TNFa, producidas en células no parenqui-
males activadas, participan positivamente en el proceso regenerativo, y concreta-
mente a nivel prereplicativo; mientras que la IL-1a inhibe la proliferacién de he-
patocitos en cultivo (85).

| LESION HEPATOCELULAR |
Estrés oxidativo l
Libmeacion da:choquines FACTORES DE TRANSCRIPCION

Sobrecarga metabdlica —_—

(PHFINF-kB, STAT-3)
cambios redox e ibnicos l ‘ -

Factores de crecimiento

GENES TEMPRANOS

—— :
(c-fos, c-jun, c-myc...)
HGF FACTORES DE TRANSCRIPCION
TGFu
EGF l

———— | TRANSICION G,/G,
PROGRESION G,

3 Ciclina E > l < p53
Regulacién CDK | TRANSICION G,/S [ —
Ciclina A » l 4 ras

| SINTESIS DEL DNA |

Figura 4. Mecanismo de regulacion de la regeneracion hepdtica.
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Con el envejecimiento los niveles séricos de estos factores varian considerable-
mente y se ha demostrado que la disminucién de la capacidad proliferativa es
paralela a una menor liberacién de factores de crecimiento al suero (32). Por ello,
se considera que otra de las causas responsables del retraso de la regeneracion
hepdtica post-necrética en la senescencia, es la menor expresion de los factores
implicados en la activacion de la cascada de sefiales que activan la entrada de las
células en el ciclo celular.

Uno de los factores que intervienen directamente en la regeneracion hepatica es
el factor de necrosis tumoral a o TNFa. La concentracién de este factor en suero
fue determinada en trabajos de experimentacién de nuestro grupo dentro del tema
hepatotoxicidad y senescencia. No existen niveles basales detectables de TNFa en
suero de ratas control de las diferentes edades. pero en el suero de ratas intoxicadas
con tioacetamida este factor surge en el momento de la necrosis y se eleva notable-
mente durante la regeneracion. Los valores mds elevados se registraron a las 72
horas de la intoxicacion en ratas de 12 meses (347 pg ml"). En ratas de edades mds
avanzadas la elevacién de la concentracion sérica del TNFa  fue mucho menor,
registrdndose a los 30 meses valores casi 100 veces menores que en adultos de 12
meses (32). Esto indica que la senescencia frente a la hepatotoxicidad se manifiesta
por una disminucién de los factores del crecimiento implicados en el proceso pro-
liferativo post-necrético.

5. CONCLUSIONES FINALES

Los problemas mds importantes de la senescencia frente a la hepatotoxicidad
que se deducen del presente capitulo son: una menor capacidad en la biotransfor-
macion y eliminacion de los xenobidticos y un retraso en la regeneracion hepato-
celular y la restauraciéon de la funcionalidad hepdtica.

La solucion ideal para evitar las consecuencias del envejecimiento todavia no se
ha encontrado, aunque esta bien establecido que son muchos los factores que pue-
den ayudar a evitar situaciones que conducen al estrés oxidativo y con ello a la
enfermedad. La restriccion caldrica de la ingesta se ha comprobado que aumenta en
un 43% la longevidad de los animales al conseguir un mantenimiento de la protec-
cion antioxidante y prevenir asi el dafio celular degenerativo. La proteccion antioxi-
dante implica la elevacion de las actividades de la catalasa, glutation S-transferasas
y glutation reductasa con una disminucién paralela de O,", H,0, y del estado 4 de
la respiracion mitocondrial. También se ha abierto una nueva via de estudio con el
descubrimiento de la capacidad antioxidante de la melatonina, ya que con ella existe
una posibilidad de regulacion hormonal del estrés oxidativo.

Por ello, la conclusion a nivel clinico y farmacolégico es que las dosis de
farmacos administradas a pacientes de avanzada edad han de ser cuidadosamente
controladas por presentar estos una mayor susceptibilidad a situaciones de estrés
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Figura 5. Determinantes del envejecimiento,

oxidativo. Muchas teorias que proponen que las actividades de los sistemas destoxi-
ficadores declinan con la edad, requieren una seria reconsideracién. En humanos, el
envejecimiento trae consigo una mayor incidencia de enfermedades y de tratamien-
tos médicos continuados que van a provocar una disminucién de la funcionalidad
hepitica. Este descenso de la funcién hepitica se detecta no sélo frente a individuos
de menor edad, sino también frente a ancianos sanos. Una nueva teoria sobre el
mecanismo celular en el envejecimiento ha de estar fundamentada en los mecanis-
mos de respuesta a la lesion que conducen a la recuperacion de la funcién del
higado.

La capacidad de supervivencia es un potencial genéticamente determinado que
permite al organismo sobrevivir mas alld de su madurez reproductora. Existen dos
factores fisiologicos que permiten mantener esta reserva de supervivencia: la ca-
pacidad metabdlica y la respuesta al estrés. La expansion de la capacidad metab6-
lica da como resultado la generacién de oxidantes, la cual demanda la elaboracién
de la respuesta al estrés oxidativo. El genoma mitocondrial es especialmente vul-
nerable a la lesion oxidativa y sufre deleciones a lo largo de la edad (6). Los
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factores que afectan el envejecimiento son de naturaleza genética y epigenética y
los factores limitantes de la supervivencia son, por un lado la capacidad metabdlica
y la eficiencia de la respuesta a situaciones de estrés y por otro, la desregulacion
genética. Las situaciones de estrés acentian los procesos de desregulacion genética
y existe una relacién reciproca entre la agresion ambiental y dicha desregulacion.
Una elevacién en la respuesta al estrés en funcién de la edad y en ausencia de
agresion que justifique dicho incremento, puede reflejar también una desregulacién
genética. Por ejemplo, una elevacion, dependiente de la edad, en la produccion de
IL-6, puede ser la causa de una elevacién crénica de la respuesta inflamatoria. Los
fenomenos epigenéticos, unidos a la inestabilidad genética son la primera causa de
la degeneracion celular caracteristica del envejecimiento (Figura 5).

En condiciones fisioldgicas normales, el uso del oxigeno por las células de los
organismos aerobios genera especies reactivas de oxigeno potencialmente agresi-
vas. El estado crénico de estrés oxidativo existe en condiciones de desequilibrio
entre prooxidantes y antioxidantes. La evidencia de que las lesiones oxidativas se
acumulan a lo largo de la vida e influyen sobre el envejecimiento se basa en que:
(i) la superexpresion de los sistemas enzimdticos antioxidantes retrasa la aparicién
de lesiones oxidativas y amplia el periodo vital; (ii) la velocidad de generacién
mitocondrial del anién superdxido y del peréxido de hidrégeno se relaciona inver-
samente con la longevidad entre las diferentes especies: (iii) la restriccion en el
contenido calorico de la ingesta aminora las lesiones causadas por el estrés oxida-
tivo, retrasa las alteraciones debidas a la edad y amplia el periodo de vida de los
mamiferos.
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I. INTRODUCCION

Por su importancia fisiolégica y fisiopatolégica, la interaccion entre los radica-
les libres y el material genético representa, desde hace aproximadamente dos déca-
das, uno de los aspectos de mayor interés dentro de las distintas facetas de la
investigacion biomédica. La razén de este hecho es obvia si tenemos en cuenta las
consecuencias que de dicha interaccién se derivan. En la actualidad, y en base a
numerosos estudios experimentales, se sabe que los radicales libres y/o especies
oxidantes participan y desencadenan numerosos mecanismos reaccionales que con-
ducen al establecimiento del fenotipo transformante de las células vivas. Estas es-
pecies altamente reactivas actuan sobre los mecanismos de control del ciclo celular
a través de la modulacién de factores transcripcionales y por lo tanto de la expre-
sién genética e intervienen tanto en la iniciacién como en la promocién y expansion
clonal de células tumorales.

Como consecuencia del ataque de las especies reactivas sobre el material gené-
tico se producen una serie de modificaciones oxidativas capaces de inducir roturas
de cadenas, alteraciones cromosémicas asi como de mutaciones mds o menos espe-
cificas. Todo ello conduce con cierto grado de probabilidad a la instauracion de
mutaciones, alguna de las cuales puede ser de vital trascendencia para el normal
funcionamiento de la células aerdbias.

Efectivamente son las células consumidoras de oxigeno las mejores candidatas
en este sentido, ya que el consumo de este gas lleva consigo la formacién, en con-
diciones normales, de especies altamente reactivas y pro-oxidantes, afortunadamente
controladas y contrarrestadas por los sistemas antioxidantes inducidos por una ma-
quinaria de expresion genética excelente que en su momento evolutivo permitio el
crecimiento y desarrollo de las distintas especies procedentes del mundo marino,
sobre una superficie progresivamente mas oxigenada como la corteza terrestre.

De hecho hoy sabemos que la formacién de especies reactivas derivadas del
oxigeno molecular desempefia funciones de regulacién tanto de indole metabélica
como de expresion genética, lo cual no es 6bice para sospechar que esta formacion
pueda poner en peligro, y de forma continuada, la estructura y funcién bioldgica de
macromoléculas importantes para el mantenimiento de la homeostasis, entre las que
se encuentran, los dcidos grasos, las proteinas y los dcidos nucleicos, DNA y RNA
(Figura 1),
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En esta revision nos centraremos especialmente en el dafio oxidativo que estas
especies reactivas inducen sobre el material genémico como almacen y dogma
universal de la transmisién genética. Se especificardn, los mecanismos, los produc-
tos y las consecuencias mutagénicas de este efecto inducido por los radicales libres
tanto oxigénicos como de otra naturaleza y se incluirdn algunas de las observacio-
nes mads recientes sobre el papel de los radicales oxigénicos en la regulacién de la
expresion genética de proto-oncogenes y genes supresores de tumores.

2. PRINCIPALES ESPECIES REACTIVAS INDUCTORAS
DE ESTRES OXIDATIVO.

Constituyen un grupo de moléculas tan variado y variopinto como numeroso.
Muchas o la mayoria de éstas derivan de otras mds conocidas y abundantes como
son el radical superdxido (O,°), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hi-
droxilo (OH) a la sazén méximas responsables de dicho proceso oxidativo (1).
Estas especies son el resultado de la reduccién monovalente del oxigeno que puede
llevarse a cabo a través de numerosos procesos reactivos que tienen lugar en los
sistemas bioldgicos (2.3). La autooxidacion de leucoflavinas, hidroquinonas, cate-
colaminas, tioles, tetrahidropterinas, hemoproteinas y ferrodoxinas puede producir
la reduccion del oxigeno y generar radicales superdxido. Esta especie también se
genera por parte de algunos organulos subcelulares como cloroplastos y mitocon-
drias. A la formacién de especies oxigénicas contribuyen un niimero extenso de
reacciones del metabolismo oxidativo donde éstas se generan ya sea como interme-
diarios de la reaccién o como producto de la misma. Un ejemplo caracteristico,
representativo e importante desde el punto de vista conceptual lo encontramos en
la formacién del radical superoxido y otras especies relacionadas tras la activacion
de neutrofilos y macrofagos que constituye ademds la base molecular de sus efectos
biocidas (3-5). El conocimiento de este mecanismo de accién permitié entender
mejor tanto la funcién defensiva de estas células como la sintomatologia del cuadro
inflamatorio al mismo tiempo que explica su estimulacion por diversos alergenos y
promotores tumorales (6).

La dismutacion del radical O, da lugar a la especie no paramagnética peréxido
de hidrégeno o agua oxigenada, cuyo poder oxidante y destructor la convierte en
un antiséptico potente.

0, + 2H* - H,0,

El dcido conjugado, el radical hidroperdxido, es responsable de la dismutacién
espontdnea de iones superoxido a través de las reacciones:

HO, + HO, — O, + H,0, K, =86x10°M's’
HO, + O, - O, + HH, K,=10x 10°M's"
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La velocidad de dismutacién de la concentracion total de radicales (HO, + O,)
a pH determinado viene establecido por la ecuacion:

K, = (k, + K,X)(1 + X)’

donde X= K+ Siendo la pKa de HO, igual a 4.69 es decir K;;,,, = 2.04 x
10°, por lo que K3 es aproximadamente 1.9 x 10° M's" a pH 7.4

El radical superéxido puede actuar tanto como agente reductor como oxidante.
Se comporta como un buen agente mono-reductor con un potencial standard,
E’ = -0.33 V para la reaccién parcial O, + e — O, y también es un oxidante
potente desde el punto de vista termodindmico, E’ = + 0.87 V, si bien este proceso
es mds lento.

La reactividad del radical superéxido para generar radicales ‘OH tiene importan-
tes connotaciones en relacion con su formacién y consecuencias en los sistemas
biolégicos. El radical hidroxilo es mucho mis reactivo que el radical superdxido. La
formacion de estos radicales transcurre a través de la reaccion de Fenton:

Fe’ + H,0, —» Fe* + OH + OH

y la oxido-reduccion ciclica del metal por parte del superéxido:
Fe* +0, - Fe" +0,

siendo la suma de ambas reacciones
0, H,0O, - 0, + OH + OH

conocida como la reaccion de Haber-Weiss como asi la bautizaron Beauchamp y
Fridowich en la década de los setenta, ya que ésta occurria en el esquema reaccional
de Haber y Weiss y formula la descomposicion catalitica del agua oxigenada en
presencia de sales metilicas (1-6).

Las moleculas afectadas por las especies oxigénicas son igualmente variadas
aunque por su disponibilidad, localizacion y concentracién destacan las estructuras
fosfolipidicas, las proteinas y los dcidos nucléicos. Tres macromoléculas cuya alte-
racién incluso individual conllevard a una distorsion global del metabolismo celu-
lar, ya que de la cooperacién conjunta y sincronizada de las tres resulta la funcién
metabolica de la células y su regulacion.

Los fosfolipidos de las membranas celulares son esenciales para el manteni-
miento de la viabilidad celular. Las proteinas son moléculas ejecutoras de una
infinidad de funciones celulares, y entre ellas, la regulacién de la expresion génica.
Los dcidos nucleicos son portadores de la informacion de todas estas funciones. Se
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entiende por lo tanto que de forma colectiva o individual una alteracion de la
funcién de cualquiera de estas estructuras sea suficiente para inducir trastornos
importantes en la viabilidad y funcién de los sistemas biol6gicos (1-3).

Incluso ante la presencia de sistemas antioxidantes efectivos, se sabe en la
actualidad que los radicales oxigénicos consiguen escapar al control de dichos sis-
temas ¢ inducir, bajo condiciones fisiolégicas, la alteracion de distintas macromo-
Iéculas celulares de forma subliminal pero acarreando un acimulo de distorsiones
de diverso calibre e importancia clinica (1).

Una de estas consecuencias es el mecanismo de transformacién maligna celular
y la progresién tumoral como consecuencia de modificaciones oxidativas y muta-
ciones secundarias en el material genémico (7).

3. EL MATERIAL GENOMICO COMO DIANA DE LESIONES OXIDATIVAS

Es cierto que a pesar de las ventajas evolutivas que permitieron al DNA conver-
tirse en la molécula especializada en el almacenamiento de la informacién genética,
ésta no estd exenta de perturbaciones de su estructura y por lo tanto de su funcién.
La molécula de DNA es mis estable que la de RNA ya que, al carecer de un grupo
hidroxilo en el carbono 2' de la desoxirribosa, le confiere mayor estabilidad y menor
susceptibilidad para su hidrolisis. Por otra parte, su estructura de doble hélice, le
otorga la fiabilidad en la replicacién asi como la de reparacion de su mensaje, ase-
gurado por la otra cadena conservante de la informacién intacta que actua como
molde. A estas ventajas debemos anadir una proteccion adicional que se desprende
de la localizacién nuclear de esta molécula y de su empaquetamiento de forma orga-
nizada gracias a un tipo de proteinas especificas como son las histonas (8, 9).

Hoy sabemos que la produccién excesiva de radicales libres, en condiciones de
estrés oxidativo, puede lesionar de forma irreversible moléculas como el DNA y
otras estructuras moleculares como fosfolipidos, y producir la muerte celular. El
papel de la destruccién oxidativa de fosfolipidos y estructuras relacionadas merece
una mencion aparte ya que. ademds de constituir un sustrato excelente para la
propagacion del proceso oxidativo a estructuras membranosas vecinas, sus produc-
tos peroxidados resultan igualmente nocivos para otras macromoléculas como el
DNA mitocondrial o nuclear. La mayor parte de estos productos son mutagénicos
y cancerigenos (10-12). Hay que resaltar, por otra parte, que mientras el radical
hidroxilo (OH) tiene una vida media de nanosegundos, peroxidos e hidroperéxidos
lipidicos presentan mayor establidad y por lo tanto su accion citotéxica es mdis
prolongada (4).

En condiciones normales la produccion basal de especies oxigénicas reactivas
es responsable de la modificacion oxidativa del DNA que se mantiene, de forma
continua y no siempre constante, a lo largo del desarrollo de los seres aerdbios
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(11,12). Estos impactos oxidativos han sido estimados recientemente para distintas
especies animales y relacionados tanto con su longevidad, como con su velocidad
metaboélica especifica y otros factores moduladores como la cantidad de la ingesta
caldrica y la calidad de la dieta. Se sabe que la media de lesiones oxidativas por
célula y por dia en la especie humana es de 10.000 y en la rata de 100.000 (10).
También se ha demostrado que la variabilidad en el nimero de impactos entre las
distintas especies estudiadas es directamente proporcional a la velocidad metabélica
especifica, es decir al consumo de oxigeno por unidad de peso y tiempo. Asi por
ejemplo, el mayor grado de oxidaciones en el DNA del ratén con respecto al del
hombre se corresponde con un mayor metabolismo oxidativo en el primero con
respecto al segundo. En este sentido cabe destacar el estudio realizado por Bruce
Ames hace unos anos cuando relaciond el nimero de nucledtidos de pirimidina,
modificados por oxidacién y eliminados por la orina de 24 horas, con la longevidad
de distintas especies animales y sus respectivas actividades metabdlicas. Efectiva-
mente, a lo largo de las distintas especies animales estudiadas, ratén, rata, mono y
hombre, se cumple que a mayor longevidad de la especie, el metabolismo oxigénico
es menor y esto se corresponde también con una eliminacion menor de Timidina
glicol, Timina-glicol y 8-OHdG. Se ha propuesto que estas modificaciones oxida-
tivas, que se acumulan con la edad en las células no proliferativas, pueden llegar
a interferir con el mecanismo transcripcional de genes vitales (11,12). Esta hipéte-
sis, mediante la cual se trata de explicar el papel del dafio oxidativo del DNA en
la patogenia del envejecimiento, es todavia discutida aunque dificil de rebatir.

4. DANO OXIDATIVO DEL DNA. MECANISMOS Y PRODUCTOS

Los mecanismos inductores de oxidaciones en el DNA y RNA son muiltiples. La
modificacion oxidativa de estos polimeros es consecuencia de la interaccion con
especies reactivas oxidantes. Entre ellas destacan el radical superéxido, el peréxido
de hidrégeno, el oxigeno singlete, el radical hidroxilo y su forma protonada, el
radical hidroperoxilo. Estas especies se generan a partir de miiltiples mecanismos
tanto intracelulares como de origen extracelular (1,13).

En general, todos aquellos fendmenos o sistemas reaccionales productores de
especies reactivas oxigénicas y no oxigénicas son candidatos potenciales a la mo-
dificacion oxidativa del DNA. Dependiendo de la intensidad con que éstos se pro-
duzcan, las alteraciones inducidas serdn de mayor o menor grado.

Estas alteraciones van desde modificaciones oxidativas conducentes a mutacio-
nes puntuales (14) y deleccién de fragmentos polinucleotidicos, hasta ruptura de
cadenas y/o trastornos estructurales incluyendo aberraciones cromosémicas o pér-
dida parcial o total de determinados cromosomas (6,7,15).

Este tipo de distorsiones genéticas se han observado por la accién de diversos
agentes tanto fisicos como quimicos. Asi, se sabe que las distintas modalidades de
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radiaciones ionizantes (y, rayos X y luz ultravioleta) y de alta energia como la
radiacion de neutrones, producen a través de la radiolisis del agua, una cantidad
importante de especies reactivas y secundariamente la alteracion de la estructura del
DNA con lo que se explica el mecanismo molecular de su accion carcinogénica (6,
13, 14, 15).

Diversos agentes promotores tumorales, como ésteres forbdlicos o agentes me-
talicos, también inducen modificaciones oxidativas del material genémico. Este
efecto se consigue tanto por su biotransformacién a especies reactivas como por la
activacion de células polimorfonucleares (6).

El estudio del dafio oxidativo del DNA se puede plantear desde distintas pers-
pectivas experimentales. Estas van desde la disminucion de la concentracién de este
polimero medida por su absorbancia a 260 nm, pasando por la determinacién de los
productos de degradacién oxidativa y reaccionantes con el dcido tiobarbitirico y
alteraciones del patron electroforético hasta la identificacion de las bases nucleoti-
dicas modificadas. Utilizando drogas de estructura quinénica o bien mezclas de
xenobidticos y otros compuestos orgdnicos con metales de transicién se ha podido
demostrar la estrecha relacion existente entre la formacion de especies reactivas y
la ruptura del material genémico en distintos modelos experimentales. La formacién
de productos reaccionantes con el dcido tiobarbitirico en presencia de desoxirribosa
es una prueba de la degradacion oxidativa de esta molécula, ademads de representar
un pardmetro fiel de la formacién de radicales hidroxilo como responsables del
proceso oxidativo (3).

Mais recientemente se han estudiado otros derivados de esta interaccion median-
te técnicas analiticas algo mds sofisticadas pero féciles de reproducir. Este es el
caso de las bases modificadas oxidativamente del DNA.

Las radiaciones ionizantes son un ejemplo excelente de ambos, la formacion de
radicales oxigénicos y de la modificacién oxidativa del DNA. Como ya hemos
mencionado las radiaciones ionizantes generan, a través de la radiolisis del agua,
especies oxigénicas, siendo la mds predominante el radical hidroxilo (OH). Los
efectos de este mecanismo fisico-quimico sobre el DNA han sido muy estudiados
(16) y revisados (6). Se ha establecido que la estructura timidinica del DNA es la
mds susceptible a la modificacién por radiaciones ionizantes, y de hecho se han
aislado un niimero importante de productos oxidativos a partir de esta base nucleo-
tidica. Distintos hidroperéxidos se forman como consecuencia de la radiacién ioni-
zante sobre los sistemas bioldgicos asi como de otros agentes oxidantes de origen
endégeno. Este dltimo mecanismo suele ser mucho mds frecuente y continuado
dentro del ambiente aerdbico celular. El H,0, endégenamente formado reacciona
con los metales de transicién ligados al DNA (hierro o cobre) de una forma meca-
nisticamente similar a como ocurre en la reaccién de Fenton (17).

DNA(Fe*) + H,0, — DNA(Fe’)+ OH + OH
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Una diferencia importante con respecto a la reaccién de Fenton es la proximidad
de los radicales OH formados en la cadena de DNA y por lo tanto las consecuen-
cias inmediatas que de esta caracteristica se derivan.

La reactividad de las cinco bases nucleotidicas con el radical OH es extrema-
damente alta, con constantes de difusion K = 10" M''s”, mientras que para la des-
oxirribosa esta reactividad es cinco veces menor. La distribucion del ataque oxida-
tivo inducido estard influido y dependerd de la abundancia relativa de los
componentes del DNA. Asi, por ejemplo la modificacion de la 5-metilcitosina (3%
de todas las bases) serd proporcionalmente inferior a la oxidacidn de la desoxirri-
bosa, mucho mds predominante en la estructura molecular del DNA, atin a pesar de
la mayor reactividad de la base. Cada componente representa mds de un punto
susceptible de ataque oxidativo. El radical hidroxilo puede adicionar hidrégenos en
los dobles enlaces de la timina a nivel de los carbonos C-5 (56%) y C-6 (35%) o
bien sustraerlos del grupo metilo. Ello dard lugar a una serie de productos activados,
oxidantes los primeros y reductores los segundos, de mayor o menor estabilidad. De
la misma forma el radical ‘OH interacciona con la guanina para dar lugar a un
producto bastante caracterizado y conocido como 8-OH-2"-desoxi(oxo)Guanina
(8-OH-ox0-G) (6. 18,19).

La especie hidroperoxidada generada de forma mids abundante a partir de la
timina es la cis-5(6)hidroxi-6(5)hidroperéxido-5,6-dihidrotimina. Aunque relativa-
mente estable, este hidroperoxido se descompone gradualmente a otro derivado mis
estable, el cis-vicinal-dihidrodiol, cominmente conocida como cis-timina glicol
(TG) y su 2"-desoxinucleosido cis-timidina glicol (dTG). Existen dos esteroiséme-
ros ¢is-TdG (+) y (-). que estdn en equilibrio con sus epimeros trans. Este tipo de
oxidaciones provoca alteraciones significativas en la conformacion de la TG y
consecuentemente cambios en la estructura planar de la timina. Otro derivado hi-
droperoxidado. el 5-hidroperoximetil-2"-desoxiuridina (HPMdU) es un derivado del
grupo metilo de la timina. Este compuesto es bastante estable en medio acuoso. Sin
embargo, en presencia de metales de transicién y de quelantes respectivos, como
metaloproteinas y peroxidasa de rdbano, se descompone a dos productos mayorita-
rios como son 5-hidroximetil-2"-desoxiuridina (HMdU) y 5-formil-2"-desoxiuridina
(FdU). Estos derivados conservan la estructura planar de la timidina pero sus grupos
metilo son oxidados a alcoholes (HMdU) o aldehidos (FdU). Ambos son bastante
estables en presencia de iones metdlicos o de peroxidasas. La estructura dTG es,
sin embargo, ficilmente alterable en ambientes oxidativos como los que se produ-
cen por radiaciones ionizantes o por el efecto del H,O, en presencia de quelantes
ferrosos (6,17).

La descomposicién gradual de dTG, mediante la apertura del anillo de TG da
lugar a la formacién de N’-formil-N-piruvilurea (FPU) que se puede convertir en
5-hidroxi-5-metilhidantoina (HMH) o bien ser degradado posteriormente a residuos
como el N'-formil-N-urea. Por lo tanto, existe un nimero variado de productos de
degradacion derivados de dTG en el DNA sometido a radiacion ionizante.
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Ademis de la oxidacién de la timina, hay otras bases susceptibles de oxidacion
por radiaciones ionizantes. Por ejemplo, la oxidacion de la citosina da lugar a la
formacién de una serie de productos andlogos a los de la timina. Su oxidacion en
posicion cinco produce 5-OH-Citosina (20). Las bases puricas se pueden oxidar en
distintos lugares, aunque aquellas producidas en el carbono C-8 han sido las mas
estudiadas. Este es el caso de la 8-oxo-desoxiguanosina, también referida como 8-
hidroxi-2’-desoxiguanosina. (8-OHdG). La sustitucion con grupos -OH(oxo) en
posicién C-8 de las purinas origina la apertura del anillo imidazélico, similar a la
que se produce sobre el carbono C-7 con un grupo alcalino. Estos derivados se
conocen como Fapy-G o Fapy-A, siendo el término Fapy referido a 2,6-diamino-4-
hidroxi-5-formamidopirimidina o 5-formamido-4,6-diaminopirimidina respectiva-
mente. Estos derivados de la apertura del anillo correspondiente se encuentran en
el DNA irradiado junto con los productos de oxidacién de las purinas (Figuras 2A,
ByQO).

Con agentes quimicos, alguno de los cuales presentan propiedades carcinogéni-
cas, se ha observado también la modificacion oxidativa del material gendmico. A
pesar de que una revisién exhaustiva de estos agentes escapa al proposito de este
capitulo, éstos se podrian agrupar en funcién de su mecanismo de accién, del tipo
de células o de los sistemas enzimdticos implicados (6).

Existe un tipo de carcinogénesis quimica cuyo mecanismo de accion requiere la
transformacion previa a intermediarios electrofilicos antes de que puedan unirse y
formar aductos con las bases nucleotidicas del DNA. Los hidrocarburos aromaticos
son un ejemplo de este grupo de carcindgenos. Para la excrecién de estos xenobio-
ticos es necesaria la hidroxilacién enzimdtica de los mismos para conseguir asi la
formacién de conjugados solubles. Sin embargo durante esta detoxificacion se ge-
neran metabolitos carcinogénicos potentes cuyo efecto tumoral se ha visto reducido
en presencia de antioxidantes.

Los sistemas enzimdticos catalizadores de esta activacién son los conocidos
sistemas microsomales de oxidacion mixta, entre los que se encuentran hidrocarbo-
no hidroxilasa, citocromo P450 oxidasa, NADPH-citocromo P450 reductasa y
NADH-citocromo b5 reductasa. Como productos de estas reacciones se generan
diversas moléculas paramagnéticas incluyendo radicales oxigénicos asi como qui-
nonicos, epoxidos y derivados (6).

Durante la metabolizacién de agentes como el benzo(a)pireno, 7,12-
dimaetilbenzo(a)antraceno y metilcolantreno por parte de los microsomas hepaticos
se genera una cantidad sustancial de radicales superéxido y de agua oxigenada
ademds de otros metabolitos reactivos. EIl DNA expuesto a microsomas tratados con
estos agentes presenta estructuras oxidadas de sus bases nucleotidicas. Ambos agen-
tes presentan un potencial carcinogénico muy importante.

Dentro del grupo de xenobidticos se encuentran también algunos contaminantes
dietéticos como la toxina del moho Aspergillus Flavus Oryzae (aflatoxina B1) como
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Figura 2A.  Estructura de algunos productos de oxidacion de la Timidina por radiacién y . R’,
desoxirribosa C-5(6)dTOOH, cis-5(6)-hidroxi-5(6)-hidroperoxi-3 6-dilidrotimidina; Tg, Timidi-
na glicol; C-dTg. cis-timidina glicol; FPU, N-Formil-N-piruvilurea; HMU, 5-hidroxil-5-metil-
hidantoina; N-F-NU, N'-formil-N-urea; HPMdU, 5-hidroperoximetil-2"-desoxiuridina; HMdU,
S-hidroximetil-2"-desoxinridina; FdU, 5-formil-2"-desoxiurididina.
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mds representativo de este grupo (21) o bien agentes farmacoldgicos como los
antibidticos de estructura quindnica (22-24). Estos compuestos, no téxicos por si
mismos, sufren oxidaciones intracelulares catalizadas por oxidasas diversas convir-
tiéndose en metabolitos activados y cancerigenos, previa modificacion oxidativa del
DNA. A través de oxidasas dependientes de citocromo P450, la aflatoxina Bl,
presente en los granos de semillas almacenadas en condiciones de humedad am-
biental, se oxida a aflatoxina 2,3-ep6xido responsable de la interaccion con residuos
de guanina y su posterior modificacion oxidativa. La aflatoxina B1 ha sido relacio-
nada con la incidencia alta de tumores hepiticos en paises asidticos como China y
Taiwan, donde este contaminante dietético es relativamente frecuente (25).

Otros compuestos como la bleomicina, 1-10-fenantrolina (19), mitomicina, adria-
micina (22) y rifamicina SV (24,25) generan, tras su biotransformacién u oxidacién
espontdnea en presencia de metales de transicion, cantidades importantes de espe-
cies reactivas a las que se atribuye no s6lo su poder antitumoral sino también los
efectos secundarios, no deseables, que se derivan de su consumo (21). Un ejemplo
de lo dicho es la citotoxicidad inducida por los antibiéticos antitumorales (cardio-
toxicidad de la adriamicina o citotoxicidad de la rifamicina SV). Con cada uno de
estas moléculas se ha demostrado la formacién de especies reactivas asi como la
degradacion oxidativa del DNA. Estudios realizados utilizando resonancia para-
magnética de electrones han establecido la formacién de dichas especies. La degra-
dacion oxidativa del DNA inducido por estos xenobidticos se previene de forma
significativa con diversos antioxidantes naturales (22-24).

Ademads de los carcinégenos orgdnicos, también existen otros de origen inorgi-
nico entre los que destacan los derivados metilicos. Aunque algunos de estos me-
tales pueden unirse al DNA otros no lo hacen. por lo que se deduce que su accion
carcinogénica se lleva a cabo por mecanismos indirectos. La evidencia experimental
apunta hacia la induccién de mecanismos oxidativos. Este es el caso del cromo, el
niquel y por supuesto el hierro y el cobre. Estos metales de transicién son mutagé-
nicos y su accion se inhibe en presencia de antioxidantes como la catalasa y agentes
estabilizantes de radicales OH (6).

El efecto co-carcinogénico inducido por algunos procesos de inflamacién cré-
nica se conoce desde hace bastante tiempo. Sin embargo, el mecanismo por el que
la inflamacidn contribuye en la patogenia del cdncer es todavia poco conocido. La
idea mds aceptada al respecto se apoya en la formacion de radicales oxigénicos
producidos durante la activacion de fagocitos y la alteracion consecuente de células
vecinas. Este efecto ha sido demostrado por parte de agentes exégenos capaces de
la activacién fagocitaria en ausencia de estimulos naturales (destruccién de bacte-
rias y crecimiento tumoral). Todo parece indicar que entre los efectos mis desta-
cados de los promotores tumorales estd su habilidad para la activacién oxidativa de
células polimorfonucleares. En este aspecto, uno de los mds respresentativos es el
tetradecanoil-forbol-acético (acetato forb6lico) (TPA), uno de los promotores tumo-
rales mas potentes conocido en la actualidad. Su mecanismo de accién oxidativa no
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s6lo se ha observado durante la activacién de lineas polimorfocelulares sino tam-
bién sobre otro tipo de células tanto de origen humano como animal. Como resul-
tado de esta activacion se produce una cantidad considerable de H,O, que puede
interaccionar con el DNA directamente o bien, y mucho mis probable, generar en
presencia de metales de transicién la otra especie oxigénica de mayor reactividad
y poder citotéxico como es el radical OH. Parece ser que el mecanismo de accién
implicado estd relacionado con la estimulacion de la proteina quinasa C, previa a
la transformacion de la NADPH oxidasa a su forma activa. Otros promotores tumo-
rales distintos al TPA, presentan un mecanismo de accion diferente al actuar inhi-
biendo la actividad de fosfatasas unidas a la membrana celular, siendo el resultado
final similar al ejecutado por la activacién de la proteina quinasa (6).

Independientemente del agente en cuestién o de la linea celular utilizada, la
oxidacion de las bases nucleotidicas del DNA es un hecho bastante demostrado. Los
productos de oxidacién mds frecuentes son la timidina glicol (5.6-dihidroxitimina)
(TG); timidina glicol (5,6-dididro-5,6-dihidroxitimidina (dTG); 5-hidroximetil ura-
cilo (HMU), 5-hidroxi-2"-desoxiuridina (HMdU), 8-hidroxi(oxo)guanina (SOHG) y
8-hidroxi(oxo)-2"-desoxiguanosina (8-OHdG), cuyas estructuras quimicas vienen
representadas en la Figura 2.

El estudio de las técnicas experimentales necesarias y su cuantificacién repre-
senta en la actualidad uno de los tépicos mds importantes del estrés oxidativo. Sin
olvidar la necesidad que se vislumbra por encontrar pardmetros adecuados como
marcadores de este fenomeno oxidativo, el valor reconocido de las bases oxidadas
del DNA hace de esta técnica analitica una de las mas idoneas (26). Su aplicacion
no s6lo es vilida en el caso del cdncer sino también de otras muchas enfermedades
degenerativas como son, citando s6lo algunas, el envejecimiento, las enfermedades
cardiovasculares, y multiples procesos inflamatorios (10-12,26).

5. TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION
DE BASES MODIFICADAS

Nos referiremos sélo a las mds utilizadas y cuya puesta a punto en el laboratorio
resulta sencilla y reproducible. La identificacién de anillos imidazdlicos abiertos
como Fapy-Gua, de 8-OHGu y Fapy-Ade asi como cytosina-glicol se puede con-
seguir utilizando cromatografia de gases con absorcién atémica y monitorizacién
idnica selectiva. Esta técnica es bastante utilizada y precisa a la hora de una repro-
duccién fiel de resultados (27,28).

La resonancia nuclear magnética también ha resultado ser util a la hora, sobre
todo, de estudiar cambios conformacionales inducidos por las bases oxidadas
del DNA, si bien su accesibilidad no siempre resulta ficil quedando asi restringida
a laboratorios de infraestructura especializada en este sentido. Los resultados e
interpretaciones desde el punto de vista de la quimica inorgdnica han sido sin
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embargo de gran ayuda para entender y corroborar su mecanismo de accién muta-
génica (29, 30).

Sin embargo. con mayor frecuencia se emplea en la actualidad la separacion de
bases oxidadas como la 8-OHdG por HPLC y deteccién electroquimica. En este
caso, se hace uso de un detector ultravioleta conectado en serie con el anterior, con
el fin de facilitar la cuantificacién de la base modificada referida al total de la base
respectiva no modificada. En otras ocasiones las unidades se expresan por conteni-
do de DNA digerido. La digestion enzimadtica y total del DNA previo andlisis
cromatografico es necesaria para la perfecta identificacion de productos y reprodu-
cibilidad de resultados. Esto se consigue con la combinacién de nucleasas y fosfa-
tasas alcalinas y es mucho mads eficaz que la hidrélisis quimica del polimero. Esta
caracteristica es vilida para los dos sistemas de andlisis comentados. Asi, Dizdaro-
glu observé una buena separacién de bases dTG y HMdU utilizando cromatografia
de gases y practicando la hidrélisis quimica del DNA en presencia de dcido férmi-
co, sin embargo la resolucién de HMU no fué del todo satisfactoria. Este problema
se resolvié hidrolizando el DNA completamente a sus nucleésidos constituyentes
por mecanismo enzimdtico (6,27,28). Otras mejoras experimentales en este sentido
fueron aportadas recientemente por los trabajos de Ames al utilizar anticuerpos
monoclonales como fase estacionaria de cromatografia de inmunoafinidad previa a
la separacion y deteccion por HPLC-EC. Esta técnica se ha utilizado para la iden-
tificacion de 8-oxo-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina en orina, sangre y otros medios
biolégicos. Recientemente, utilizando esta misma tecnologia se ha aislado e iden-
tificado en la orina de neonatos un nuevo derivado caracterizado como N2-metil-
8-oxo-guanina. Este metabolito que se excreta en grandes cantidades por la orina de
nifios enfermos y en fase de desarrollo, también se encuentra en la orina de anima-
les y humanos adultos y se ha demostrado que en el hombre se forma a partir de
la base modificada N2-metil-guanina del t-RNA (31).

6. IMPLICACIONES SOBRE LA INESTABILIDAD GENOMICA.
MUTACIONES Y CANCER

Durante las dos ultimas décadas, se ha demostrado de forma clara y evidente el
papel de los radicales y especies oxigénicas como mediadores en el mecanismo de
la transformacién maligna celular. Estas especies reactivas actuan en los distintos
estadios del proceso cancerigeno, como iniciadores, promotores y responsables tam-
bién de la expansion tumoral (6,29) (Figura 3).

Las especies reactivas derivadas del oxigeno molecular se vieron involucradas
en la mutagenicidad de bacterias, asi como de células de mamifero al mismo tiempo
que inducian otra serie de alteraciones genéticas como aberraciones cromosomicas,
entrecruzamiento de cromdtides, ruptura de cadenas de DNA y modificaciones
oxidativas (17). El hecho de que los radicales oxigénicos sean los responsables de
la transformacién celular lo demostraron Mondal y Heidelberger (32) en 1976,
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utilizando fibroblastos de embriones de raton C3H/10T1/2 CL8 con luz ultravioleta
y anos mds tarde por Borek y Troll (33) con radiacion y. Un afio mds tarde, el
grupo de Cerutti, utilizando esta misma linea celular, demostro que en presencia de
xantina mas xantina oxidasa, como fuente de radicales superdxido, también se in-
duce la transformacion de estos fibroblastos mediante el andlisis de formacién de
focos (34).

Diversos estudios experimentales han tratado de dilucidar el mecanismo de
accién implicado en la transformacién maligna celular inducida por los radicales
libres, si bien la oxidacion del DNA nuclear parece ser el evento esencial del
mismo. Kuchino, Nishimura (35) y el grupo de Grollman (36) fueron pioneros en
este tipo de estudios. Ellos demostraron que la oxidacion de la guanina a 8-OHdG
inducia errores en la replicacién del DNA por parte de la polimerasa DNA-depen-
diente. Cambios conformacionales inducidos por la base oxidada parecen ser los
responsables del apareamiento de bases no complementarias. El cambio conforma-
cional se establece. sobre todo. por parte del isémero 8-oxodG cuya disposicion
planar permite el establecimiento de puentes de hidrégeno con adeninas y timinas
en lugar de citosinas. Esta base oxidada es ademds en términos cuantitativos, la
lesion oxidativa mads frecuentemente encontrada en el DNA bajo condiciones fisio-
l6gicas y es uno de los parametros mds representativos del estrés oxidativo in vive.
Como hemos referido anteriormente, numerosas investigaciones en este sentido han
demostrado la formacion de 8-OHdAG tras la aplicacion de distintos protocolos car-
cinogénicos. Estudios llevados a cabo a continuacién de las observaciones iniciales
de Kushino sobre la accién mutagénica de 8-OHdG, senalaron que la DNA polime-
rasa incorpora selectivamente citosinas (C) y adeninas (A) opuestas a una 8-oxo-
guanina de acuerdo con las propiedades de complementariedad de ésta (30).

La introduccion de un dtomo de oxigeno en posicion 8 de la guanina induce
cambios en las propiedades electrénicas de esta base nucleotidica. Estudios realiza-
dos con R.M.N. sefialan que a pH fisiolégico el tautomerismo de la 8-OHdG en el
oxigeno en posicion 8 adopta con mayor probabilidad la forma ceténica. Por otra
parte, la forma oxidada de la guanina adopta la configuracion “syn”. Estas dos
consideraciones estructurales distorsionan la unién normal de la base oxidada. Con
este tipo de andlisis espectroscopico se ha demostrado que la 8-0x0-G(syn) forma
apareamiento estable con la A en el interior del duplex de DNA sin perturbar a las
bases flanqueantes. También se ha observado que la combinacién 8-oxo-G(syn)-A
transcurre con mayor eficiencia que la combinacion 8-oxo0-G(syn)-C, lo que sugiere
que una vez producida la incorporacién errénea. la estabilidad de ésta le permite
escapar al reconocimiento de los mecanismos de lectura y reparacién y persistir asi
como mutacion estable (31). El resultado de este cambio serd por lo tanto una
transversion G a T tal y como ha sido demostrado a través de distintos estudios
experimentales (30,31). Posiblemente la transicion mutacional G-C a A-T sea la
lesion mads frecuente en términos oxidativos. Estas alteraciones que persisten a
pesar de los mecanismos de reparacion se producen tanto de forma expontinea
como por agentes oxidantes y otros cuyo efecto lesivo sobre el DNA también se
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cree que transcurre a traves de la formacion de especies oxigénicas. Este es el caso
de la substitucién en pares de bases G-C que se produce en el locus “aprt” de
hamster por radiacion de neutrones e incluso de forma espontinea (19,37). La
estabilidad de este apareamiento genéticamente erréneo, junto con el hecho de que
esta lesién induce de forma especifica a una transversién G - T resalta la importan-
cia de estas modificaciones oxidativas en la carcinogénesis inducida por agentes
oxidantes (6,29).

Sin embargo, la prevalencia de mutaciones en G-C no se observa de forma
uniforme en todos los sistemas experimentales. Existe otro tipo de modificaciones
oxidativas ademds de la guanina. El resto de las bases nucleotidicas también son
susceptibles de oxidacion si bien su potencial mutagénico se conoce menos al no
haber sido extensamente estudiado. Patrones de oxidacién distintos a la 8-OHdG se
producen sobre todo por la accién de distintos metales de transicion, fundamental-
mente el hierro y el cobre (6,29). En presencia de hierro, Moraes y colaboradores
encontraron alteraciones oxidativas localizadas en A y T en el DNA de células CV-
1, si bien, en condiciones espontdneas la alteracion mds frecuente seguia estando
localizada en G y C. Efectivamente, algunos investigadores coinciden en la asun-
cién de que el espectro variable de bases modificadas depende del sistema genera-
dor de especies reactivas utilizado y especialmente del metal de transicién presente
como catalizador de radicales hidroxilo. Existe, por lo tanto una metalo-dependen-
cia manifiesta. Comparando con el efecto del hierro, la adicion de cobre a prepa-
raciones de DNA in vitre aumenta significativamente el nimero de mutaciones
inducidas, al mismo tiempo que se detecta mayor dafio oxidativo en presencia de
agentes oxidantes (Rifamicina y cobre) (23.24). La afinidad del DNA por el cobre
es muy alta comparada con otros iones metilicos. La unién cobre-DNA se cree que
representa y sirve también como mecanismo fisiolégico al contribuir a la estabilidad
de la estructura del DNA cuando las histonas se han disociado, durante la activacion
transcripcional de genes y la sintesis de DNA en la metafase. El cobre facilita
también la renaturalizacion del DNA a partir de cadenas individuales in vitro. La
union con el cobre facilita ademds una serie de reacciones oxidativas como sefial
redox para la estabilidad del DNA. Un cambio en la valencia de cobre(I) a cobre(II)
puede mediar en la conversion conformacional de la forma B a Z del DNA (29).

Al igual que ocurre con la G, la C también supone una diana para el ataque
oxidativo, por lo visto, debido a su afinidad para la unién con el cobre, dvido
catalizador de radicales OH en medios acuosos. La interaccién con esta especie da
lugar a productos oxidados de citosina descritos tanto en estudios in vivo como
in vitro (6,10,11). En algunos casos incluso se ha observado un mayor rendimiento
de 5-OH-Citosina que de 8-OHdG. La prevalencia de la oxidacion de la C sobre la
G se ha descrito con DNA aislado en presencia de agentes oxidantes y en muestras
bioldgicas de distintos tejidos y especies animales (6,10,11.29). Sin embargo, como
ya hemos adelantado, el potencial mutagénico de la 5-OH-Citosina no ha sido
apenas estudiado. Es posible que la oxidacién de la citosina de lugar a alteraciones
de apareamiento similares a las producidas por la 8-OHdG, o bien intervenir en un
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proceso mutagénico diferente, como la distorsion de la maquinaria de replicacién
del DNA.

La funcién fisiopatolégica de otras bases modificadas oxidativamente fue revi-
sada por Breimer (20). La timina glicol no es escindida del DNA por la glicosilasa
previa a la replicacion. La ruptura del anillo, que da lugar a FapyG, representa un
mecanismo de toxicidad al interferir con la replicacion normal del DNA. La ruptura
de esta estructura oxidativa no mutagénica puede, sin embargo, generar regiones
abdsicas que a su vez pueden inducir a mutagénesis. Por lo tanto el potencial
mutagénico de cualquiera de estas bases modificadas no debe ser ingnorado (26,29).

El papel de las bases nucleotidicas oxidadas en la carcinogénesis se ve conso-
lidada por el hecho de que diversos agentes con especificidad oncogénica tisular
inducen la oxidacién del DNA en aquellos tejidos donde tiene lugar el desarrollo
tumoral y no en otros. Andlogos quimicos de estos agentes que no inducen a la
tumorogénesis tampoco provocan la oxidacién del material genético (26) (Tabla I).

Desde hace bastantes afios, se sabe que los factores ambientales contribuyen al
desarrollo de tumores humanos, entre ellos la dieta con o sin contaminantes (afla-
toxina), el humo del tabaco y la exposicién a radiaciones ionzantes son los mds
reconocidos. La alta incidencia en tumores de piel como consecuencia de una ex-
posicion excesiva a la radiacion solar, u otro tipo de radiaciones de capacidad
tumorogénica conocida (y de neutrones) concomitante con un aumento de las oxi-
daciones del DNA, avalan el papel del estrés oxidativo como mecanismo patogé-
nico (6.19,26).

En mujeres con alto riesgo de padecer cincer de pecho se encontraron niveles
altos de HMU en el DNA de células sanguineas (38). Sin embargo, la disminucién
de la ingesta de grasa disminuia significativamente el dafio oxidativo del DNA com-
parado con el grupo alimentado con una dieta rica en grasas. Es presumible que la
disminucion de grasas en la dieta en estas mujeres fuera compensado con un aumen-
to de su contenido en vegetales, cereales y fruta, ricos en antioxidantes y por lo tanto
potencialmente efectivos en la inhibicién del dano oxidativo del DNA (6, 38). Aun-
que su efecto preventivo contra la aparicién de carcinoma mamario es poco conoci-
do, existen estudios animales que apoyan esta hipdtesis. Recientemente, se publico
un estudio en el que se demostraba que el DNA de mujeres afectas de carcinoma
ductal invasivo presentaba cerca de un orden de magnitud mayor en bases modifica-
das comparado con el DNA de mujeres controles (39). En este aspecto conviene
sefialar que las células tumorales presentan un metabolismo oxidativo diferente al de
las cé€lulas sanas. Entre los cambios observados ya en tiempos de Otto Warburg y
recientemente constatado por Szatrowski y Nathan, destaca el aumento en la produc-
cion de agua oxigenada (40) que, a través de la génesis secundaria de radicales ‘OH,
puede potenciar el dafio oxidativo del DNA y contribuir asi a la inestabilidad gené-
tica. Se sabe que el tratamiento de células de mamifero con H,0,, induce la for-
macion de lesiones en el DNA atribuidas sobre todo a un ataque por radicales
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Tabla I. Papel de la 8-OH-2'-dG en la carcinogénesis experimental y
humana (revisado en ref. 17).

Papel de la 8-OH-2’-dG en la Carcinogénesis

Agente Inductor 8-OH-2-dG Tipo o Linea Tumoral
Radiacion lonizante +++ Linfoma, hepatocarcinoma
Asbestos o H,0, ++ Carcinoma pulmonar
BrO K +++ Carcinoma renal
CIONa/ClO,Na — —
Nitroacetato Férrico ++ Carcinoma renal

N Sodico - -
Nitropropano ++ Hepatocarcinoma

Sustrato andlogo - -

Oxido de Nitroguinoleina ++ Tumor ascitico

Incrementos de 8-OH-2'-dG en tumores humanos

Tejido Normal Tejido tumoral
Pulmén 7.3 23
Estémago 0.94 5.1
Ovario 3.1 9.2
Carcinoma ductal invasivo 24 5.3
Carcinoma colorectal 2.7 4.4
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hidroxilo (6). También existe evidencia suficiente sobre el contenido anémalo de
enzimas antioxidantes en las células cancerosas con respecto a las células normales
(41). La disminucion de enzimas como la superéxido dismutasa o la catalasa en las
c€lulas tumorales puede ser la causa de un actimulo de radicales superéxido y de
H,O, como precursores en la formacién de radicales OH. Recientemente hemos
contribuido al apoyo de esta hipétesis utilizando como sistema experimental el car-
cinoma colorectal humano. El tejido tumoral de los pacientes estudiados presenta un
aumento significativo de 8-OHdG con respecto a la mucosa sana. En estos sujetos el
70% de las muestras analizadas presentaban una o mds alteraciones genéticas por la
estimacion de pérdidas alélicas localizadas en regiones cromosémicas que codifican
para genes supresores de tumores como el 5q (APC y MCQ), 17p (p53), 18q (DCC)
¥ 22q (no identificado). En un 71% de los casos la alteracién genética se localiza en
el gen p53, mutado en la mayoria de los tumores humanos (42). Pero existen ademds
otros tumores en los que también se ha observado un aumento de 8-OHdG con
respecto al tejido normal, como son los carcinomas de pulmon, estémago, ovario,
prostata y mama. Estos incrementos suelen ser bastante significativos siendo en la
mayoria de los casos de un orden de magnitud superior (43).

Otro tipo de proceso cancerigeno donde se observa una estrecha relacién entre
la modificacién oxidativa del DNA y la prevalencia del proceso tumoral es el
céncer de pulmoén. La relacion es todavia més contundente si los sujetos afectos son
0 han sido fumadores. Como se sabe el humo del tabaco es una fuente importante
de radicales libres y en contacto con las células de nuestro organismo desencadena
la formacion de moléculas bioactivas de importante reactividad y citotoxicidad. No
hace mds de cuatro afos se publicé en una revista de importante reputacion cien-
tifica, un aumento en el contenido plasmatico de productos de peroxidacién en un
grupo amplio de fumadores (44). El proceso de peroxidacién es proporcional a la
frecuencia en el consumo de tabaco. No s6lo en la sangre sino también en el pulmén
de sujetos fumadores también se detecta un dafio oxidativo del DNA muy signifi-
cativo con respecto a los sujetos no fumadores o fumadores no habituales (43).

De todos los tumores estudiados en los que se observa un aumento de bases
oxidadas con respecto al tejido implicado sano, el pulmén es el que presenta la
mayor diferencia estadistica y el colon el que mantiene un cambio menor aunque
significativo. El mayor o menor grado en la oxidacion del DNA varia de un tejido
a otro y posiblemente esté relacionado con la intensidad de las alteraciones de los
sistemas antioxidantes en estos tejidos.

Independientemente del mecanismo o intensidad de la modificacién oxidativa
del material genémico, un aumento en la presencia de bases oxidadas pueden con-
tribuir a la inestabilidad genética de las células tumorales y de esta forma aumentar
su potencial metastasico (28,45.46). En relacion con estas observaciones podemos
anadir que utilizando distintos sistemas experimentales se ha comprobado que los
radicales oxigénicos son origen de mutaciones puntuales en regiones de alta inci-
dencia (“hot spots™) localizados en los codones 11, 12 y 61 de oncogen c-Ha-ras-
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1 (47) junto con los codones 248 y 249 del gen supresor p53 (48). La inactivacion
de este gen supresor conlleva la alteracion del ciclo celular ya que su funcion
fisiolGgica consiste en la inhibicion de la replicacién del DNA lo que permite, en
condiciones normales, dar tiempo suficiente para la reparacion de las lesiones in-
ducidas en el material genético antes de que éstas puedan ser transmitidas a las
células hijas (49). De hecho la expresion de la proteina codificada aumenta bajo los
efectos de distintos agentes lesivos del DNA incluidos los radicales libres (50).

En base a estos hechos y otros muchos mds se asume, como ya se ha comen-
tado, que la participacion de los radicales libres en el proceso cancerigeno se loca-
liza tanto en la iniciacion como en la promocién y expansién tumoral. No debemos
olvidar, como ya hemos apuntado, que aunque el mecanismo mutacional parece ser
la alteracion genética mds estudiada, los radicales y/o especies oxigénicas también
inducen otro tipo de aberraciones estructurales entre las que se encuentran deleccio-
nes, ruptura de dobles cadenas, lesiones cromosémicas, formacién de nicleos mi-
crociticos, dafio a proteinas histdnicas y distorsion de sefales de traduccion, todos
ellos implicados en la aparicion, desarrollo y expansion tumoral (17).

7. ESTRATEGIAS ANTIOXIDANTES Y SISTEMAS DE REPARACION

Por su importancia el material genético es una de las estructuras mas cruciales
y por lo tanto mejor protegidas del ambiente celular. Esta proteccion incluye a
mecanismos de prevencion contra el ataque oxidativo y los sistemas enzimaticos de
reparacion. Ambos grupos contienen no uno sino diversos sistemas mds o menos
complejos desde el punto de vista mecanistico que en tltima instancia aseguran. en
la medida de lo posible, la integridad del mensaje genético (51).

Durante el curso de la evolucion de las especies, el nicleo celular ha desarro-
llado estrategias para prevenir y hacer menos accesible el ataque del DNA por parte
de agentes nocivos. Se trata de los mecanismos de adaptacién genética. El niicleo
es un compartimento poco oxigenado, carece de sistemas de oxido-reduccion como
por ejemplo la cadena de transporte electronico generadora de radicales oxigénicos
(52). Con ello se disminuye, en parte, la probabilidad de alteraciones oxidativas del
DNA nuclear cosa que no se consigue en la mitocondria. orgdnulo por excelencia
productor de especies reactivas oxigénicas. Recordemos que el nimero de impactos
oxidativos que acontecen en el DNA mitocondrial es diez veces superior comparado
con el polimero nuclear (53,54). Ademas el DNA nuclear estd protegido por mo-
léculas de naturaleza bdsica como poliaminas, protaminas e histonas. Las dos pri-
meras se especializan en el mantenimiento de la estructura compacta o empaqueta-
miento y proteccion del DNA nuclear (52,55,56). Por su parte. las histonas interac-
cionan con el DNA a través de regiones bdsicas ricas en lisina, componentes de los
nucleosomas e importantes en los mecanismos de la transcripcién. Es conveniente
sefialar que una porcion muy importante del DNA nuclear (90%) no es codificador
ni para proteinas ni para RNAs esenciales, si bien, este valor podrd verse modifi-
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cado el dia que el genoma humano esté totalmente caracterizado. En principio cabe
asumir que este porcentaje de material genémico no codificador sirva como estra-
tégia para esparcir su dafio oxidativo y disminuir asi la posibilidad de alteraciones
genéticas en regiones que impliquen distorsiones importantes para las células. Al
separar espacialmente la ubicacion de los genes a lo largo de la cadena polinucleo-
tidica se consigue disminuir la probalidad de su alteracién, si bien en principio todo
gen esta expuesto a mutaciones al azar. Por otra parte la existencia de una doble
copia para cada gen en los organismos diploides contribuye, en algunos casos, a la
preservacion del material genético.

La estrategia antioxidante corre a cargo de mecanismos enzimaticos y de estruc-
turas moleculares capaces de metabolizar a las especies reactivas oxigénicas a es-
tructuras mas estables o interaccionar con éstas para su neutralizacién respectiva-
mente. La superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa (Gpx)
dan cuenta del primer grupo. Las vitaminas antioxidantes como la E o la C, los B-
carolenos, otras proteinas plasmaticas y el glutatién reducido son representantes de
los sistemas no enzimdticos (1-3). Analizados globalmente, se deduce ficilmente
que el objetivo de la estrategia antioxidante es evitar la formacion del radical OH.
desencadenante de otras especies reactivas y alteraciones oxidativas de macromo-
Iéculas celulares. Para contrarrestar su reactividad existen antioxidantes no enzima-
ticos. Cabe destacar en este aspecto el papel del glutatién reducido (GSH). Este
tripéptido dotado de importantes funciones de regulacion metabélica y defensivas
para la célula es el tiol no protéico mds abundante y extensamente distribuido tanto
en el mundo animal como vegetal (5,13,57). El contenido de GSH en el niicleo de
la célula es dos veces superior al del citoplasma (58), lo que apoya su funcién e
importancia a la hora de proteger al DNA contra las modificaciones oxidativas. El
grupo tiol reducido de la cisteina da cuenta de sus maltiples funciones fisioldgicas.
El glutatién es capaz de interaccionar y estabilizar radicales HO, y 0O, (5). En
presencia de este antioxidante se preserva el patrén electroforético alterado por
radicales quindnicos y otras especies reactivas y se inhibe la formacién de 8-OHdG
(23, 24).

Por su parte, la vitamina C presenta concentraciones relativamente altas en el
liquido seminal desempefiando de esta forma una funcién antioxidante y protectora
del DNA durante su conservacion en los espermatozoides previa transmision here-
ditaria. (58). Este contenido vitaminico varia ademds con el estado nutricional lo
que apoya la importancia de la dieta como factor protector de la estructura gené-
mica. Conviene recordar que algunos estados deficientes de diversos sistemas an-
tioxidantes cursan con alteraciones neopldsicas importantes. En el sindrome de
Bloom, la anemia de Fanconi o en la ataxia-telangiectasia consideradas como en-
fermedades con una alta incidencia de tumores, se observan alteraciones de los
sistemas antioxidantes en sangre y tejidos de los sujetos afectos. De la misma forma
pero en sentido contrario distintos estudios epidemioldgicos apuntan hacia una re-
duccion de la incidencia tumoral en sujetos alimentados con verduras o frutas ricas
en vitaminas antioxidantes (59).
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A pesar de ello, todo parece indicar que las especies oxigénicas se generan y
esto ocurre sobre todo en ambientes donde estos sistemas defensivos no son capaces
de actuar posiblemente por su inaccesibilidad de lo que se desprende que en con-
diciones fisiolégicas incluso escapan a la accién de los mecanismos antioxidantes.
En estas circunstancias se espera que los sistemas de reparacion consigan rectificar
las alteraciones oxidativas inducidas con el fin de mantener el orden de la ciberné-
tica molecular.

Los mecanismos de reparacion del DNA representan un grupo de sistemas re-
gulados a nivel genético y cuya actuacién es independiente del agente o dafo
inducido en esta molécula. La evolucion y desarrollo de éstos mecanismos son,
como los anteriores, piezas esenciales para la preservacion de la herencia y da
cuenta de la existencia de alteraciones y errores atn a pesar de los sistemas antioxi-
dantes. Los sistemas de reparacién son complejos y sujetos a factores variables
relacionados con el estado de diferenciacion celular, las caracteristicas del 6rgano
diana o el tipo de lesion inducida. Intervienen en ellos varios tipos enzimaticos
cuyas misiones principales son: a) la eliminacion de los grupos de bases introduci-
das erréneamente. por parte de las endonucleasas y exonucleasas; b) la reconstruc-
cion de huecos producidos como resultado de lesiones determinadas o por la acti-
vidad de endo y exonucleasas que llevan a cabo las glicosilasas y polimerasas y ¢)
la unién de nucleétidos a la antigua hebra de DNA para resolver asi la solucién de
continuidad producida, funcién que desempeifian las ligasas (51). De la contribucion
conjunta de estas enzimas resulta la proteccion de las regiones genéticas que se
transcriben (genes funcionales) mds frecuentemente y que la organizacion celular
procura mantener de forma intacta ya que su alteracion o construccién errénea
podria traer consecuencias graves para el normal crecimiento celular, Por ello exis-
ten acoplamientos entre los sistemas de reparacién y los de transcripcién que com-
prueban y verifican la sucesion exacta de la bases nucleotidicas antes de su trans-
cripcién al RNA mensajero y expresion protéica correspondiente (60). Por otra
parte, algunas alteraciones de los sistemas de reparacion se han relacionado con
procesos patologicos y degenerativos como es el caso de enfermedades cancerige-
nas (tumor colorectal) o de aquellos que evolucionan con el desarrollo conjunto de
neoplasias (61). Estos sistemas de reparacién junto con otros reguladores del ciclo
celular se activan o inducen ante situaciones de estrés oxidativo o como consecuen-
cia de agentes lesivos del DNA. En este sentido adquieren su importancia aquellos
genes que se activan para expresar proteinas encargadas de frenar la replicacion del
DNA como p53 o GADD (49,62) o bien aquellos que a través de su accién prooxi-
dante controlan la muerte celular programada como el bel-2 (63). Hoy se sabe que
dosis subtdxicas de radicales libres actian como senales reguladoras de la expresion
de un nimero variado y amplio de genes entre los que se encuentran aquellos que
de una u otra forma intervienen en los procesos de diferenciacion y proliferacion
celular como el c-fos, c-jun, c-myc. Muy recientemente se ha contribuido de forma
sorprendente en este aspecto. Por un lado se ha observado que los radicales oxigé-
nicos, y mds concretamente el radical superoxido, intervienen en la activacién de
los proto-oncogenes Ras y consecuentemente en la expresion de proteinas ras como
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mecanismo regulador del crecimiento celular (64) e incluso sobre los antigenos de
histocompatibilidad MHC de clase I, implicados en el reconocimiento de estructu-
ras propias y también en el control de la proliferacion de células tumorales, ya que
la disminucidn en la expresion de estos genes, altamente polimoérficos, permite a las
células malignizadas escapar al sistema inmune, es decir a la accion de los linfo-
citos T citotoxicos (63).

Los productos de reparacién son retirados de la estructura del DNA, pasan a
sangre y posteriormente eliminados por la orina. En este sentido las determinacio-
nes de metabolitos en la orina contribuyen a la estimacién de la actividad del
equilibrio entre los mecanismos oxidativos y los de reparacién. La acumulacion de
danos oxidativos en el DNA es limitada y el nivel de esta acumulacion depende de
la velocidad de generacion de radicales oxigénicos, de la actividad de los sistemas
antioxidantes, o bien de la actividad metabdlica especifica. Se desprende que existe
un equilibrio entre la velocidad del dafio oxidativo del DNA y la de su reparacion.

Velocidad de lesion = Velocidad de reparacion

En condiciones de equilibrio, el rendimiento en orina diario de estos marcadores
respresenta tan sélo el dafo oxidativo relativo y no debe ser considerado mds que
como un resultado cualitativo de dicha lesién atribuida al estrés oxidativo. Efecti-
vamente, existen otros factores metabdlicos y mecanismos modificadores de las
bases nucleotidicas, que influyen y hacen compleja la estimacion del dano inducido
por el estrés oxidativo in vive. En un organismo vivo, ya se ha comentado, existen
mecanismos para el corte y escision de bases indviduales como es el caso de la Tg
por las glicosilasas. Sin embargo, no existen enzimas que corten de forma especi-
fica a la dTg, cuya eliminacion transcurre por escision de nucledtidos de un mimero
variado de bases y la digestion de éstos en nucledsidos para su posterior elimina-
cion.

El entendimiento de los mecanismos complejos y de la secuencia en la reacti-
vidad de las distintas bases es por lo tanto fundamental para la cuantificacion del
proceso oxidativo a través de marcadores urinarios.

El proceso global puede ser descrito como sigue:

E.O. Enz.
DNA — DNA-P - DNA (0 DNA') + ZP+ ZN

P representa los productos modificados debidos a estrés oxidativo (E.O.); ZP es
la suma de los productos escindidos y metabolizados; N la cantidad de bases,
nucledsidos y nucledtidos no modificados y eliminados y Enz. la enzima reparado-
ra. Una complejidad adicional viene impuesta por el posible destino metabélico o
reactividad quimica de los productos escindidos. En este caso es importante conocer
si los nucleétidos implicados son posteriormente metabolizados a otros productos.
En este sentido ni la Tg ni la dTg parecen verse afectados por transformaciones
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metabdélicas posteriores que se conozca, en condiciones fisioldgicas, por lo que su
rendimiento en orina si representa un indice del grado de reparacion como se des-
prende de la reaccion anterior (revisado en 17).

De cualquier forma, también conviene resaltar que la reparacion de lesiones en
el DNA es un proceso ciertamente costoso que implica un gasto importante de
coenzimas e intermediarios energéticos como el NADPH, el GSH y el ATP (66).
El consumo, a veces importante, de estas moléculas puede condicionar otras alte-
raciones de la homeostasis celular conducentes al establecimiento de ambientes de
degradacion oxidativa y desproteccion celular importantes.

Sin embargo, tal y como se ha expuesto anteriormente, la reparacion de lesiones
en el DNA no se consigue siempre. La oxidacion de las bases nucleotidicas induce
a errores en la replicacion de los moldes de las cadenas polinucleotidicas y acarrea
de esta forma mutaciones para la progenie celular. Parece ser, por lo tanto. que de
una forma inexorable los organismos aerdbicos se encuentran sometidos a una
injuria que, aparentemente al azar, regula y/o altera nuestro orden interno cuyas
consecuencias dependenderd de factores ambientales y genéticos y su prediccion
sélo serd posible cuando seamos capaces de conocer con exactitud el mecanismo de
accién de é€stos tanto, a nivel metabdlico como de expresién génica.
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1. INTRODUCCION

Ante un aumento repentino de la temperatura, tiene lugar una respuesta celular
comiin a todos los organismos, perfectamente regulada y conservada a lo largo de
la evolucidn. Esta respuesta, conocida con el nombre de respuesta al choque térmico
(heat shock response), se caracteriza por un incremento en la sintesis de una familia
de proteinas denominadas proteinas del choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP)
(1, 2). Desde el descubrimiento de esta respuesta (3). numerosas investigaciones
han llegado a demostrar que no sélo el calor sino muchos otros estimulos, pueden
inducir la sintesis de las HSP. Se ha establecido que unas HSP son constitutivas
mientras que otras se sintetizan bajo la influencia de una variedad de estimulos (4),
entre los cuales se encuentran fenomenos fisiolégicos normales, tales como la pro-
gresién del ciclo celular. el desarrollo embrionario. la diferenciaciéon celular y la
estimulacién hormonal (5, 6) (Figura 1). Entre los estimulos perturbadores cabe
citar entre otros, los agentes que desnaturalizan las proteinas, estados fisiolégicos
alterados y la respuesta inmune (7). Debido a la variedad de estimulos, la respuesta
a la agresion térmica se conoce también con el nombre de respuesta al estrés y las
proteinas anti-estrés son, obviamente, las moléculas que participan en ella (8).

La expresion de las proteinas del estrés se regula a nivel transcripcional (1, 9,
10). El incremento de la transcripcion en respuesta a la situacion de estrés, requiere
la unién de un factor de transcripcion (el factor de transcripcion heat shock, HSF).
a una secuencia conservada del DNA (el elemento heat shock, HSE), que se localiza
en la region promotora de todos los genes inducibles por el calor (11, 14). En la
Drosophila y en lineas celulares de mamiferos, el HSF es un factor de transcripcion
que se encuentra en forma de monémero inactivo en el citoplasma de células no
estresadas. Un incremento en la temperatura o un episodio de estrés, origina la
activacion del HSF mediante su oligomerizacién, que lo capacita después de su
traslocacion al ntcleo para unirse al HSE (14).

De lo estudiado hasta la fecha se confirma que las HSP desempefian un papel
activo en la defensa celular, aunque también muchas de estas proteinas que se
expresan constitutivamente en células normales no sometidas a tension, juegan un
papel fundamental en gran nimero de procesos biolégicos. La mayoria de las HSP
poseen capacidad de unirse transitoriamente a gran variedad de proteinas celulares
y de actuar como carabinas (chaperones) moleculares durante la sintesis, transporte
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Figura |, Inductores de la respuesta al estrés. HSF = Factor de transcripeion HS; HSE =
secuencia de DNA, elemento HS. Diferentes situaciones pueden conducir a la elevada expresion
de proteinas del estrés: (1) Estrés fisiologicolambiental, (2) Estrés patofisiologico (enfermedad)
v (3) Condiciones fisiologicas no estresantes (crecimiento celular v desarrollo). En las situacio-
nes |y 2, el HSF se activa v entra en el nicleo donde se une al HSE situado en la region
promotora del gen HS. Esto conlleva la activacion de la expresion de los genes HS y la sintesis

de las HSP (14).

y degradacion de las proteinas (16). Debido a su abundancia y a su capacidad de
interaccionar con muchas proteinas celulares, las HSP se encuentran en posicién
privilegiada para influir en muchos procesos celulares y de ahi su importancia y su
posible uso en la patogénesis como agentes de diagnostico y en terapéutica (17).

2. INDUCCION DE LA RESPUESTA AL ESTRES

La induccién de la respuesta al estrés es un fenémeno extraordinario tanto por
su rapidez como por la sensibilidad de su atenuacion. Muchos de los agentes o
tratamientos que inducen esta respuesta comparten la caracteristica de afectar de un
modo adverso la conformacion y la funcién de las proteinas (7). La acumulacion
intracelular de proteinas plegadas de forma anormal desencadena la respuesta al
estrés con la participacion de los factores de transcripcion HSF (11). En procariotas,
el activador transcripcional es el factor 632, presente a bajos niveles en condiciones
normales, pero que frente a una situacion de estrés, se eleva su concentracion, bien
por una mayor eficiencia en la traduccién o bien, por una menor degradacion (18).
Es interesante resaltar que dos HSP, la Dna K y la Dna J, actuan como reguladores
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negativos de este proceso, uniéndose al 032 e inactivindolo y posiblemente contri-
buyendo a su rdpida degradacién (Figura 2). Sin embargo, el ¢32 puede no ser el
regulador universal de la respuesta entre los procariotas, puesto que no se ha encon-
trado ningiin factor relacionado con €l en el Bacillus subtilis y otras bacterias gram
negativas. En lugar de ello, se ha encontrado un nuevo dominio denominado CIRCE
en los operones de GroE y Dna K de B. subtilis (16). En eucariotas, en lugar de
elevarse la concentracion de un activador transcripcional, la respuesta al estrés se
inicia por la activacién de unos factores de transcripcién especificos, los HSF (11,
13). El HSF se mantiene en un estado de no unién al DNA en células no estresadas
y en respuesta al choque térmico adquiere un estado oliogomérico uniéndose a los
HSE. que son repeticiones invertidas de la secuencia de nucleétidos (nGAAn),
localizados en el promotor de aquellos genes que codifican para las proteinas anti-
estrés (19, 20).
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Figura 2. Regulacidon de la respuesta al estrés en procariotas. El factor o, producto del gen
rpoH, se asocia con la RNA polimerasa (RNA pol) para dirigir la transcripeion de los genes HS.
Las HSP, DnaK y Dnal median la inhibicion feedback de la activacion o32, impidiendo su
traslado v asociacion con la RNA polimerasa v promoviendo su degradacion. Los dos iiltimos
pasos se han asociado con la union directa de las dos HSP con el o32. La respuesta HS se
activa durante el estrés cuando las concentraciones de DnaK vy Dnal se reducen debido a su
asociacion con proteinas desplegadas o mal plegadas (16).
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La respuesta al choque térmico es tan rdpida que la forma de HSF que se une
al DNA puede detectarse unos minutos después de la elevacion de la temperatura.
En células de mamiferos e invertebrados, la activacién de los HSF comprende una
serie de pasos que incluyen oligomerizacién, adquisicion de la capacidad de union
al DNA, traslado al niicleo e incremento de la actividad transcripcional. Ademas,
el HSF aislado de células de levadura y células humanas que han sufrido un choque
térmico. estd fosforilado. Se han identificado varios HSFs en células de mamiferos.
Usando anticuerpos policlonales que reconocen especificamente al HSF1 o al HSF2,
se ha demostrado que el HSF1 es el activador de la transcripcién génica en respues-
ta a temperaturas altas, metales pesados y andlogos de aminoicidos. mientras que
el HSF2 no parece activarse por estos inductores (14). El HSF1 manifiesta varias
propiedades de acuerdo con su papel, que incluyen actividad de unién al DNA
inducida por estrés, oligomerizacién y traslocacién al nicleo, caracteristicas que no
se dan en el HSF2. Se sugiere que el HSF2 puede intervenir en la activacién de la
expresion de los genes del choque térmico en ausencia de estrés fisiolégico, quizis
durante la diferenciacién o el desarrollo (12, 22).

Los HSF presentan dos regiones muy conservadas: un dominio NH,-terminal de
unién al DNA de unos 100 aminodcidos y un dominio adyacente de trimerizacién
de repeticiones hidrofébicas (cremalleras de leucina). que por estudios fisicos se
sugiere que son capaces de formar interacciones hidrofobicas enrolladas. Para los
eucariotas superiores existe un cuarto dominio escalera, cercano al término COOH,
que parece interaccionar directamente con la escalera de leucina mds cercana al
dominio NH,-terminal, previniendo asf la trimerizacion bajo condiciones no estre-
santes (Figura 3). El dominio COOH, aunque menos conservado en su secuencia,
constituye el dominio de activacion de la transcripcion.

La activacion del HSF puede también involucrar factores celulares que actien
como sensores intermediarios para regular la actividad de los HSFs. Las HSP por
si mismas parecen participar en esta regulacion: asf, el HSF se mantiene en un
estado de no unién con el DNA en condiciones no estresantes por la interaccion con
HSP 70 (12, 23). Durante un choque térmico, la aparicién de proteinas desnatura-
lizadas o mal plegadas crea un gran aciimulo de nuevos sustratos proteicos que
pueden competir con el HSF por la asociacién con la HSP 70. De esta forma, el
choque térmico y otros tipos de estrés inician los acontecimientos que eliminan la
influencia negativa del HSF en la actividad de unién al DNA (24).

3. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS ANTI-ESTRES

Las proteinas anti-estrés en los mamiferos se suelen dividir en dos grandes
grupos en base a su modo de induccién: las proteinas del choque térmico (HSP) y
las proteinas reguladas por glucosa (Grp) (1, 8). En general, ambos grupos se
identifican y denominan en base a su tamafo molecular determinado por SDS-
PAGE (Tabla I). Las HSP se clasifican en la prictica dentro de familias y aunque
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Figura 3. Modelo de regulacién del HSF. La activacion del HSF se verifica al desenmascararse
el dominio de trimerizacion (rectangulos grandes) y el dominio de transactivacion (estrellas). La
supresion del dominio de trimerizacion implica las interacciones intramoleculares (rectangulos
grandes y pequenos) debidas al enrollamiento. Las interacciones que suprimen la regién tran-
sactivadora pueden ser intramoleculares, de acuerdo con la figura, o implicar otros factores.
Los HSF de la levadura de gemacion son constitutivamente triméricos y se regulan sélo por
transactivacion. El dominio terminal NH, de unién al DNA se muestra como circulos oscuros
v el dominio terminal COOH de interaccion en el enrollamiento, se muestra como rectangulos
pequerios (16).

los limites entre estas familias no estin muy bien definidos, esta clasificacién ayuda
a organizar las nuevas HSP. Ademds, las proteinas de una familia pueden interac-
cionar con otras proteinas, denominadas cohortes o cofactores y éstas pueden diferir
sustancialmente en la masa molecular.

El conocimiento de la estructura y funcion de las proteinas anti-estrés ha avan-
zado mucho en los tltimos afios y en ocasiones por caminos insospechados. Asi, se
descubrié que muchas proteinas cuyas funciones ya se habian definido, se sinteti-
zaban a los mds altos niveles cuando las células experimentaban estrés (8). La
ubiquitina, un polipéptido pequefio de aproximadamente 8 kDa involucrado en la
degradacion de proteinas, se sintetiza a niveles relativamente altos después de una
agresion térmica. La HSP56, caracterizada inicialmente como parte de un complejo
proteico que se une a receptores de las hormonas esteroideas (25) y que ahora se
sabe que se une a inmunosupresores como el FK 506 y la rapamicina (26), muestra
una expresion incrementada después del estrés (27). Otros ejemplos de proteinas
que se han identificado como miembros de la familia de las proteinas anti-estrés
incluyen: la hemooxigenasa, involucrada en catalizar la ruptura del grupo hemo
dentro de la biliverdina: el producto del gen mdr de resistencia a firmacos, la P-
glicoproteina, un transportador de membrana involucrado en la resistencia a muchos
agentes quimioterapéuticos frente al cancer; las o-B-cristalinas, componentes inte-
grales de la estructura de las lentes y ahora reconocida su presencia en otros tipos
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Tabla 1.

Proteinas anti-estrés

Nombre Tamano (kDa) Hom. bacterial Localizacion
Ubiquitina 8 — Citosol. nticleo
HSPI10 10 Gro ES Mitocondria,

cloroplastos
HSP de bajo peso Homélogos
molecular 20-30 recientemente Citosol, nticleo
identificados
HSP47 47 - Reticulo endopl.
HSP56 56 — Citosol
HSP60 60 Gro EL Mitocondria,
cloroplastos
TCP-1 60 Gro EL Citosol, ntcleo
HSP72 70 Dna K Citosol, nicleo
HSP73 70 Dna K Citosol, nicleo
Grp 75 70 Dna K Mitocondria,
cloroplastos
Grp 78 (BiP) 70 Dna K Reticulo endopl.
HSP90 90 HipG Citosol, niicleo
HSP104/110 104/110 Familia del Clp Citosol, nicleo

celulares: y al menos dos enzimas glicoliticos, la enolasa y la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa. Para alguna de estas proteinas se tienen indicios de por qué
se inducen por una situacién de estrés. Asi, la via glicolitica proporciona una via
de energia esencial en el caso de que exista un desacoplamiento en la respiracion
aerdbica, resultado que a menudo tiene lugar después del estrés. Como consecuen-
cia, el incremento en la sintesis de los mencionados enzimas glicoliticos puede
facilitar la demanda de la via glicolitica en las células sometidas al estrés. De
manera similar, mayores niveles de ubiquitina pueden proporcionar a la célula es-
tresada una capacidad incrementada para reconocer y degradar proteinas danadas

irreparablemente (27).
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Un incremento en la expresion de los miembros de la familia Grp se observé
por primera vez en células privadas de glucosa. Mds tarde se demostré que
la expresion de las Grp también se eleva en células tratadas con ionéforos de cal-
cio, cuando se someten a condiciones similares a la anoxia o en respuesta a la
adicion de agentes reductores como el [(-mercaptoetanol (17). Cabe resaltar que
muchos de los agentes inductores de las Grp afectan de modo adverso la secrecion
proteica; quizds no es del todo sorprendente ya que, la mayoria de las Grp se
encuentran localizadas en el interior del reticulo endopldsmico y participan en
varios aspectos de la secrecion proteica. Miembros de la familia Grp incluyen
la Grp 78, la Grp 94 y una proteina de 150-170 kDa denominada Grp 170. Los
datos obtenidos hasta la fecha sugieren que la Grp 170 es retenida en el reticulo
endoplasmatico donde se expresa constitutivamente pudiendo jugar un papel en el
plegamiento y ensamblaje de inmunoglobulinas en cooperacién con la Grp 78 y la
Grp 94 (8, 17).

Como se muestra en la Tabla I, el nimero de proteinas cuya expresion se eleva
en células eucaridticas después del estrés metabdlico, es bastante amplio y continta
creciendo siendo quizds, el descubrimiento mds sorprendente aquel que otorga a las
proteinas anti-estrés un papel en la biogénesis de proteinas (23-25). A este respecto,
se ha demostrado que dos familias de proteinas anti-estrés, las familias de la HSP
60 y de la HSP 70, cada una de ellas consistente en miembros miiltiples que se
expresan constitutivamente en todas las células, participan directamente en varios
aspectos de la maduracién proteica. Miembros de la familia HSP 70, distribuidos a
través de varios compartimentos subcelulares y expresados en células crecidas en
condiciones normales incluyen: la HSP 73 (HSP 70 constitutiva, HSC 70 o HSP 70
afin), presente en el citoplasma y ntcleo; la Grp 75, un componente de la mitocon-
dria; y la Grp 78 o BiP, residente en el reticulo endopldsmico. Ademds, en condi-
ciones de estrés metabdlico, otra forma de HSP 70, la denominada HSP 72 es
inducible y exhibe una homologia considerable con la HSP 73 y como ésta reside
en el niicleo y en el citoplasma. En levaduras, las proteinas SSA1-4, KAR2 y SSCI
son los homoélogos de la HSP 70 en el citosol, reticulo y mitocondria, respectiva-
mente. En bacterias, el homdlogo de la HSP 70 es la proteina DnaK que tiene dos
cofactores, Dnal y GrpE (27, 30).

Los miembros de la familia HSP 70 se unen al ATP a través de un dominio
aminoterminal muy conservado cuya estructura es muy similar a la de otras dos
proteinas que se unen al ATP, la actina y la hexoquinasa. Ademds, las HSP 70
parece que se unen, iz vitre, por su dominio carboxiterminal, a proteinas desplega-
das y polipéptidos cortos, e interaccionan, dentro de su propio compartimento sub-
celular con otras proteinas celulares que se estdn sintetizando en el ribosoma o
trasladdndose a los orgidnulos. Esto permite sugerir que las HSP 70 intervienen en
los estados iniciales de la maduracién proteica por unién y estabilizacion del estado
desplegado de nuevas proteinas sintetizadas. Una vez que finaliza la sintesis o la
traslocacién de la nueva proteina, la HSP 70 se libera, en presencia de ATP, lo cual
permite que la proteina comience su plegamiento y/o ensamblaje (27. 30).
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De manera similar, los miembros de la familia HSP 60 se unen al ATP e
interaccionan transitoriamente con los polipéptidos desplegados (29, 30). En célu-
las animales y vegetales se han observado formas relacionadas con la HSP 60,
tanto en mitocondrias como en cloroplastos. Como su homélogo en bacterias, la
proteina GroEL, los miembros de la familia de la HSP 60 se caracterizan por su
estructura a modo de anillo, que a menudo se encuentra in vivo como dos anillos
alineados. uno encima del otro. Ademds de unirse a proteinas desplegadas, los
elementos de esta familia parece que catalizan el plegamiento y el ensamblaje
proteico. En conjuncién con un cofactor de unos 10 kDa (GroES en bacterias), la
HSP 60 se une a una proteina desplegada y facilita el plegamiento. Estudios de
microscopia electrénica han revelado que la proteina que se estd plegando se
encuentra dentro de la cavidad central del doble anillo de la HSP 60. Se ha suge-
rido que la proteina adquiere su estructura plegada final, via miltiples rondas de
liberacién y reunién, que requieren la energia suministrada por la ruptura enzima-
tica del ATP. Después de esta serie de uniones y desuniones, la proteina sufre
cambios conformacionales que la conducen a un estado estable y correctamente
plegado, impidiéndose entonces la unién con su carabina particular (26). Estudios
recientes indican que pueden existir ocho o mas homdlogos de la HSP 60 deno-
minados familia del TCP-1 (t-complex polypeptide 1) o TRiC (TCP-1 ring com-
plex) dentro del citoplasma de levaduras y células animales (27). Las proteinas de
esta familia se denominan chaperoninas, siendo todas ellas grandes complejos ci-
lindricos que promueven el plegamiento proteico en el interior de su cavidad cen-
tral (28).

Las observaciones respecto a la estructura y funcién de las HSP 60 y HSP 70,
han obligado a reconsiderar los primeros modelos sobre el plegamiento de las
proteinas. Los trabajos de Anfinsen (33) en los afios cincuenta y sesenta establecie-
ron el principio del «autoensamblaje» proteico segin el cual, la informacion nece-
saria para el correcto plegamiento de una proteina residia en su secuencia primaria
de aminodcidos. Las investigaciones con la HSP 60 y HSP 70 conducen a afirmar
que el plegamiento y/o ensamblaje in vive de una proteina puede ocurrir por
«autoensamblaje asistido», con la ayuda de las carabinas moleculares, como las
HSP 60 y HSP 70 (30, 34), que funcionan por vias que no contradicen el principio
del ensamblaje propio. Por ejemplo, mientras no exista ninguna informacioén espe-
cifica para el plegamiento, las carabinas participan en el proceso previniendo
interacciones intra o intermoleculares impropias o improductivas que podrian con-
ducir a una pérdida del plegamiento y/o agregacion, asegurando una elevada fide-
lidad y eficiencia en el plegamiento/ensamblaje. De hecho, muchos investigadores
sugieren que las HSP 60 y HSP 70 pueden actuar coordinadamente facilitando la
maduracion proteica. Asi, mientras una nueva proteina sintetizada emerge del ribo-
soma, la cadena naciente se estabiliza en un estado desplegado via su interaccién
con la HSP 70 citosdlica. Una vez finalizada su sintesis, el polipéptido comienza
directamente su plegamiento o se transfiere a un miembro de la familia de las
carabinas donde tiene lugar el plegamiento y ensamblaje con otros componentes
proteicos (Figura 4).
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Figura 4. Modelo que explica ¢émo las carabinas moleculares facilitan el plegamiento y
ensamblaje proteicos. Durante la sintesis proteica, la HSP 70 (DnaK) interacciona con la
cadena naciente que emerge del ribosoma. Tal interaccion previene un plegamiento prematuro
o una interaccion inapropiada con componentes de la maquinaria traduccional. (1) Para algu-
nas proteinas, el plegamiento del polipéptido debe comenzar una vez liberado de su carabina
HSP 70 y no necesita posterior avuda. La separacién de HSP 70 estd mediada, probablemente,
por factores adicionales, como el Dnal y el GrpE. (2) Otras proteinas recién sintetizadas, quizds
todavia unidas a HSP 70 (DnaK), se transfieren a su carabina particular (HSP60, GroEL,
PCPl). De nuevo, la liberacion ylo la transferencia del polipéptido de HSP70), requiere la
participacion de Dnal y GrpE. La union del polipéptido desplegado a HSP60 propicia la
incorporacién de la HSP 10 (GroES) al complejo HSP 60)-proteina. El plegamiento del polipép-
tido dentro de la cavidad de la carabina, puede implicar una serie de rondas de unién y
liberacion del sustrato, dependientes del ATP. (3) Finalmente, es posible que HSP 60, GroEL
o TCP-1, participen preferentemente en el doblaje o ensamblaje de sélo aquellas proteinas que
son parte de estructuras homo o heterooligoméricas (27).

De igual manera, cuando una proteina recién sintetizada se traslada desde el
citoplasma al interior de un orgédnulo, lo hace en un estado relativamente desplega-
do, acompaiiada, probablemente, por una HSP 70 citosélica. Tan pronto como la
proteina se encuentre en el orgdnulo, serd reconocida por una forma organular de
la HSP 70 y asi podrd mantenerse en una conformacién no plegada. Al finalizar el
traslado, el polipéptido se plegard, bien de manera espontinea o se transferird sobre
un miembro de la familia de las carabinas donde comenzara el plegamiento y/o
ensamblaje con otros polipéptidos (Figura 5). Una variacién del concepto de cara-
bina, puede ser otra proteina del estrés constitutivamente expresada, la HSP 90, que
al parecer interacciona de manera transitoria con ciertas proteinas. Por ejemplo,
durante el curso de la investigacidn sobre la via de maduracién de la p60™, la
tirosina proteina quinasa del virus del sarcoma de Rous, se observé que la p60™
recién sintetizada, interaccionaba con dos proteinas citosélicas, una la HSP 90 y la
otra un componente de 50 kDa, ain no identificado. Mientras se encuentra en el
citoplasma, unida a sus dos acompanantes, la p60™ permanece inactiva. Una vez
que el complejo alcanza el lado interno de la membrana plasmatica, la p60™ se
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Figura 5. Modelo que describe el papel de la Grp75 y la HSP60 en el ensamblaje y plegamienio
de proteinas mitocondriales. Las proteinas recien sintetizadas destinadas a las mitocondrias se
mantienen en el citosol en estado desplegado competente para la traslocacion mediante
su interaccién con las HSP citosélicas. La rtraslocacion del polipéptido a la mitocondria se
acompana de la liberacion, dependiente de ATP, de las HSP72 y HSP73. A medida que el
polipéptido entra en la mitocondria se une a Grp75 hasta que la secuencia senalizadora mito-
condrial se elimina por una peptidasa. Cuando todo el polipéptido se encuentra dentro, comien-
za el plegamiento y la liberacion, dependiente del ATP, del Grp75 (1A). Para algunas proteinas
monoméricas el plegamiento puede depender de una interaccion con HSP38 (I1B). Para el
ensamblaje de las proteinas oligoméricas, el Grp75 se libera del monomero (1C); el monomero
se dirige hacia HSPS8 (2B) y se ensambla en su forma oligomérica (3). Alternativamente, el
mondmero, todavia unido a Grp75, se dirige hacia HSPS8 (2A) vy se ensambla en su forma
oligomérica (3) (27).

libera y permanece parcialmente integrada en la membrana donde es activa. Una via
similar, aunque menos conocida, caracteriza a otras tirosina proteina quinasas on-
cogénicas codificadas por retrovirus (36). Hasta la fecha se desconoce el papel
bioldgico de la HSP 90 en la maduracién y/o regulacion de estas proteina quinasas.
Sin embargo. se ha demostrado que la HSP 90, junto con otros miembros de las
proteinas del estrés (HSP 70, HSP 56), interacciona con varios receptores de las
hormonas esteroideas (36). Al igual que ocurre en las proteina quinasas codificadas
por virus, los receptores esteroideos parece que se mantienen en estado inactivo
unidos a un complejo proteico que incluye la HSP 90. La unién de la hormona
esteroidea inicia una serie de acontecimientos entre los cuales, la HSP 90 se libera
y permite la oligomerizacion del receptor y por lo tanto la adquisicién de la con-
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formacién de unién al DNA. En resumen, estas observaciones ponen de manifiesto
el papel de la HSP 90 en la regulacion de la actividad biolégica de proteinas con
las que interacciona transitoriamente.

Miembros de las HSP de bajo peso molecular (20-30 kDa) exhiben propiedades
similares a las carabinas moleculares, facilitando el plegamiento ripido de un po-
lipéptido diana (37). A diferencia de las otras carabinas bien definidas (HSP 60 y
HSP 70), las HSP de bajo peso molecular no parece que se unan al ATP. A pesar
de ello, estas HSP pueden ser importantes reguladores del citoesqueleto de la actina.
Por ejemplo, las tnicas HSP de bajo peso molecular en células de mamiferos. las
HSP 28, HSP 27 o HSP 24, actiian, como inhibidores de la polimerizacién de la
actina y como promotores de la desorganizacion de los filamentos de actina ya
formados in vitro (38). La sobreexpresion in vivo de la HSP 28 de mamiferos, da
como resultado una aparente estabilizacién de las fibras con actina (39, 40).

Por dltimo, la HSP 110 se expresa constitutivamente y se encuentra en pequefias
concentraciones en el citoplasma, niicleo y nucleolo de células de mamiferos (8). Su
homéloga en levaduras es la HSP 104. El conocimiento hasta la fecha de la HSP
110 indica que juega un papel importante en la supervivencia celular en condiciones
extremas, asi como en la termotolerancia adquirida, estado caracterizado por la
capacidad de sobrevivir a una temperatura letal tras la exposicién previa a una
temperatura subletal. Los representantes de esta familia en E. coli son las proteinas
Clp: Clp A y Clp X que sirven como cohortes de la proteasa Clp P (17).

Establecido el papel de carabinas moleculares para ciertas proteinas antiestrés,
cabe preguntarse la causa por la cual tales proteinas elevan su expresién en situa-
ciones de tensién. Posiblemente la mayor concentracion de estas proteinas ofrezca
a las células un medio para identificar y facilitar el nuevo plegamiento de proteinas
afectadas de manera adversa por la agresion metabdlica, unirse a proteinas plegadas
incorrectamente para su presentacién a un sistema proteolitico apropiado, y facilitar
la sintesis y maduracion de nuevas proteinas necesarias para reemplazar a las que
han sido dafadas irreversiblemente por el trauma metabélico.

4. ESTRES OXIDATIVO Y PROTEINAS DEL ESTRES

El estrés oxidativo tiene lugar como consecuencia de una elevada produccién de
especies reactivas de oxigeno. Pueden detectarse incrementos en la generacion de
estas especies en células expuestas a diferentes estimulos: luz UV, bajas concentra-
ciones de peroxido de hidrégeno. citoquinas inflamatorias como el TNFa vy la IL-
1, etc (41). Ademads de su papel como agentes citotoxicos cuando su produccion es
excesiva, por ejemplo, en el caso de los neutréfilos durante procesos inflamatorios
(42), las especies activas de oxigeno actian como segundos mensajeros en diferen-
tes mecanismos de transduccién, como son aquellos mediados por la activacién del
factor nuclear kB (NFxB) (43).
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Una cuestion importante que acapara la atencion de muchos investigadores es
si las HSP juegan un papel en la proteccion de las células frente al estrés oxidativo
que ellas mismas generan (44, 45). Las células que producen elevadas cantidades
de especies reactivas de oxigeno, se exponen a su propia toxicidad y deben contar
con un equipo de mecanismos protectores y puede que las HSP sirvan para tal
funcién y representen una clase original de proteinas con capacidad antioxidante.
La posibilidad de que las HSP formen parte de los mecanismos protectores frente
al estrés oxidativo, viene avalada por una serie de observaciones que incluso ha
llevado a varios autores a sugerir que las especies reactivas de oxigeno actian como
moduladores o segundos mensajeros en la respuesta al estrés (46, 47).

Se ha observado que las células o los tejidos sometidos a estrés oxidativo indu-
cen la sintesis in vivo e in vitro de las HSP. Asi, el peréxido de hidrégeno es capaz
de inducir una respuesta al estrés en células humanas in vitro, mientras que el dano
por isquemia-reperfusion induce la sintesis de las HSP /n vive (47, 48). La isquemia
se asocia con una disminucion de los niveles de ATP por desacoplamiento de la
fosforilaciéon oxidativa, que da lugar a la acumulacién de xantina e hipoxantina.
Estos sustratos se metabolizan normalmente por accion de la xantina deshidrogena-
sa, pero durante la isquemia y en presencia de calcio, este enzima actia como
xantina oxidasa. En casos de isquemia/reperfusion, la xantina se metaboliza por la
xantina oxidasa, y da lugar a grandes cantidades de anion superéxido. El exceso de
estos radicales de oxigeno son la causa de la induccién de las HSP en el 6rgano
isquémico, lo cual se ha demostrado en varios modelos animales. Se ha observado
que los roedores y conejos sometidos a una hipertermia causante de la elevacion de
HSP en corazon, sufren menor dafio miocdrdico cuando se someten a un episodio
de isquemia/reperfusion (49, 50).

Todos los organismos aerobios poseen mecanismos de defensa antioxidante
para prevenir el dafio oxidativo. Bacterias como Salmonella tvphimurium y Esche-
richia coli se adaptan a los efectos letales de los oxidantes por la induccién de los
genes del estrés bajo el control de OxyR para el H,O, y SoxR para el anion supe-
roxido. Es interesante destacar que tres de las nueve proteinas dependientes de
OxyR son también inducibles por el calor y se ha descrito un mutante de Salmonella
ryphimurium, OxyR1, que es resistente a una gran variedad de agentes oxidantes y
que constitutivamente expresa las HSP (46).

Otros argumentos en favor del papel protector de las HSP frente al dafo oxi-
dativo son: la proteccion parcial por un choque térmico de la muerte celular indu-
cida por H,O, en una linea premonocitica humana U937 y de la muerte celular
inducida por oligomicina en células DS7 (52, 53): la proteccién por un choque
térmico de la estimulacion con glutamato en un modelo usado in vitro para conse-
guir un dano isquémico (oxidativo) en células neuronales (54), la proteccion de una
hipertermia frente al dafio inducido por la exposicion a la luz (mediado por oxida-
cion) en retina de rata (55); asi como también la identificacion de una proteina de
32 kDa, la hemooxigenasa, especifica de la oxidacion del grupo hemo, como un
enzima con propiedades antioxidantes (56).
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El choque térmico previene las alteraciones en el potencial de membrana, en la
masa y en la ultraestructura inducidas en la mitocondria por el H,O,. Esto parece
indicar que este orgidnulo representa una diana selectiva para la proteccién, por
choque térmico, frente al dafio oxidativo (57). También se ha demostrado que tras
un choque térmico, la HSP 70 se traslada al nicleo acumuldndose transitoriamente
en el nucleolo. Por el contrario, cuando lo que se adiciona es H,0,, la traslocacién
nuclear es diferente y puede correlacionarse con el dafio al DNA por radicales de
oxigeno (58).

El papel que las HSP puedan jugar como atrapadores (scavengers) de las espe-
cies reactivas de oxigeno. podria ser de particular importancia en aquellas condicio-
nes en las que los cldsicos sistemas antioxidantes, superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa, catalasa, vitamina E, etc., sean insuficientes. Por ejemplo, la deplecién
del glutation potencia la induccién de las HSP (59). La iodoacetamida es un tipico
agente alquilante citotéxico que reacciona con los grupos sulfhidrilo de las protei-
nas para formar aductos S-acetamido tioeter. Aunque la formacion de aductos se
asocia con la sintesis de las HSP y la muerte celular, la unién covalente de la
iodoacetamida no causa la muerte celular directamente, sino que ésta va unida a una
deplecion del glutation, estrés oxidativo y peroxidacién lipidica. Usando este com-
puesto se ha observado que la perturbacién en el estado redox tiélico puede ser una
sefial importante para la activaciéon de la respuesta al estrés comin a aquellos
toxicos que forman intermediarios reactivos. La pérdida de GSH favorece la oxida-
cion de los grupos tidlicos de las proteinas por formacién de puentes disulfuro,
proteina-S-S-proteina o proteina S-SG (Figura 6). Esta mezcla de proteinas oxida-
das parece que se encuentra involucrada en la activacién del HSF1 y en el aumento
de la transcripcion de los genes hsp. Por otro lado, la proteccién que las HSP
ejercen sobre la citotoxicidad inducida por TNFa, parece también estar en relacién
con su capacidad de mantener la concentracién intracelular del glutation (60). Seria
interesante determinar si es éste un mecanismo general de activacién del HSF1 con
aplicacion a los agentes toxicos reactivos.

Otra situacién que puede reforzar esta hipotesis es la que representa la selectiva
induccién de las HSP por interleuquina-1 (IL-1) en los islotes de Langerhans (61).
Comparadas con otras células, las células de los islotes pancredticos contienen
pequefias cantidades de los sistemas enzimdticos antioxidantes superdxido dismuta-
sa y glutation peroxidasa. Asi, la selectiva citotoxicidad de la IL-1 en estas células
podria relacionarse con la insuficiente capacidad de estas células para producir los
cldsicos antioxidantes representando la sintesis de las HSP una respuesta antioxi-
dante alternativa.

Por tanto. los mecanismos de proteccion de las HSP podrian incluir: la preven-
cién de la degradacion de proteinas y de la peroxidacion lipidica de las membranas,
el mantenimiento de los niveles de ATP, la induccién de los enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa o de moléculas como el glutation y la inhibicién de
cualquiera de los miiltiples pasos involucrados en la muerte celular inducida por un
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Figura 6. Estado redox tiol-disulfure como senal para activar el HSF1 por agentes alquilan-
tes. Los estados monoméricos y triméricos del HSF1 se muestran como (HSF), y (HSF),, respec-
tivamente. PSSP y PSH indican proteinas disulfuro y proteinas tiol, respectivamente. -nGGAn-
representa el elemento DNA de un HSE. La barra que cruza una flecha indica un punto de
inhibicion. DTT = ditiotreitol, agente reductor (59).

dafo oxidativo como puede ser el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa,
activacion de la fosfolipasa A, y el mantenimiento de la ultraestructura celular (62).

A pesar de que las especies reactivas de oxigeno se consideran como un segun-
do mensajero ubicuo en la induccion de las HSP, se ha investigado la implicacion
de estas especies endogenas sobre la sintesis de las HSP (63,64). La fagocitosis
a través de la activacion de la NADPH oxidasa que genera cantidades masivas de
O, *. ha servido de modelo para estudiar en monocitos de sangre periférica la
induccién de las HSP (63). Los resultados obtenidos por estos autores sugieren que
no es la produccion de O, la responsable directa de la induccién de las HSP
durante la fagocitosis, sino el radical hidroxilo resultante de la transformacion del
radical super6xido en - OH en presencia de hierro. S6lo el - OH tiene capacidad de
oxidar las proteinas de forma similar a la la agresion térmica. siendo la presencia
de proteinas alteradas la sefial dltima para la induccién de las HSP. Existe una
diferente induccién de la expresion segin que el estimulo sea la agresién térmica
o la activacion de la proteina quinasa C (PKC) por el éster de forbol, PMA. En el
primer caso se inducen todas las HSP cldsicas, HSP 110, HSP 90, HSP 70, HSC
70, HSP 65 etc., y en el segundo se induce la HSP 90 y en menor grado la mezcla
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HSC 70 y HSP 70. Esto es consecuencia de la implicacion de dos segundos men-
sajeros distintos y diferentes mecanismos de regulacién molecular de la expresion
de las HSP. La regulacién de la induccion de las HSP por la agresion térmica
implica principalmente acontecimientos transcripcionales, mientras que la induc-
cion de las HSP mediada por el PMA (mitégenos) se verifica por un mecanismo
post-transcripcional que estabiliza el mRNA (63, 65).

5. PROTEINAS DEL ESTRES Y HEPATOTOXICIDAD

El estudio de los mecanismos que intervienen en la respuesta al estrés, presenta
un gran interés en el campo de la toxicologia. Con el objeto de descubrir ensayos
rapidos asi como de reducir el uso de animales, los toxic6logos tratan de utilizar los
cambios en la expresién de las proteinas del estrés, en células in vitro, como indi-
cadores sensibles y fiables de los efectos téxicos de determinados xenobidticos.
Mediante el recurso de las técnicas de DNA recombinante, se han construido lineas
celulares «chivatas» para el estrés, que han de poder utilizarse en un futuro muy
proximo para detectar riesgos bioldgicos. En esas células, las secuencias de DNA
que controlan la actividad de los genes de proteinas anti-estrés se han unido a un
gen que determina la sintesis de un enzima, por ejemplo, la beta-galactosidasa.
Cuando las células experimentan algiin tipo de estrés metabolico y producen mas
proteinas anti-estrés de lo normal, sintetizan el enzima chivato, el cual se detecta
ficilmente con una prueba bioquimica. Una aplicacion de este tipo de tecnologia es
el desarrollo de animales transgénicos preparados para esa respuesta. Por ejemplo,
el control del promotor de una proteina de choque térmico para conducir la expre-
sién de un gen tal como la luciferasa o la f3-galactosidasa, puede utilizarse en la
monitorizacién de contaminantes ambientales (66). Aunque todas estas propuestas
se encuentran aln en investigacion y requieren ser validadas, la explotacion de los
cambios en la expresion de las proteinas del estrés, asi como de otros productos de
los genes asociados con dano celular (metalotioninas, sistema del P-450) podria ser
de gran aplicacién en el campo de la toxicologia (67). Las HSP pueden jugar un
papel importante en la sintesis proteica, regeneracion y carcinogénesis hepaticas
puesto que, la expresién de las HSP 25, 60, 70 y 90 se ha identificado en higado:
la HSP 70 se induce en ratas hepatectomizadas y en hepatocitos proliferantes y la
HSP 25 se sobreexpresa en adenocarcinoma en el higado (68).

Se ha estudiado el efecto de la hipertermia in vivo sobre la expresién y regula-
cion de los genes Asp en higado, encontrandose una rdpida respuesta en la transcrip-
cién de la HSP 70 (69). También se ha encontrado que la transcripcion de la HSP
70 se induce notablemente en el estadio prereplicativo de los hepatocitos después
de la hepatectomia parcial, lo cual involucra a estas proteinas en los estadios tem-
pranos de la regeneracion hepdtica (70). La lesién lipoperoxidativa causada por
exposicion de hepatocitos aislados a 4-hidroxinonenal se ha observado que induce
la expresién de la proteina HSP 31 dependiendo de la dosis (71). Estudios inmu-
nocitoquimicos han demostrado que una de las HSP mds abundantes, la HSP 72, se
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induce en higado de ratas por efecto de sustancias hepatotdxicas tales como el
halotano. Este anestésico altera la distribucién subcelular de las HSP entre citoplas-
ma y nicleo, la cual se ha podido detectar mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. El andlisis de Western-blot con anticuerpos anti-HSP 70, que reco-
nocen, tanto a la forma constitutiva HSP 73, como a la inducible HSP 72, ha
revelado que la HSP 72 se induce y se transloca al nicleo en aquellas células
expuestas a halotano previo tratamiento con fenobarbital y en condiciones de hi-
poxia (72). Trabajos mds recientes han puesto de manifiesto que existe una relacién
entre la lesion oxidativa del DNA y la translocacién de la HSP 70 al niicleo (58).
Andoh et al. (73) han detectado la presencia de la HSP 70 en higado de rata con
necrosis y regeneracion inducida por tioacetamida. Con anticuerpos especificos estos
autores han observado que no es en el niicleo de los hepatocitos destinados a sufrir
la necrosis, en la regién venosa del acino, donde se concentra la HSP.

Omar et al (74) han demostrado que la HSP 70, que se encuentra fuertemente
asociada a estructuras citoesqueléticas que se lesionan por el etanol, aparece en
hepatocitos de alcohdlicos, lo que apunta la intervencién de esta HSP en la pato-
génesis alcohdlica y en la desestabilizacién del citoesqueleto. La naturaleza del
papel de la HSP 70 no estd clara, pero la presencia de otra HSP, la ubiquitina, que
se conjuga con protefnas lesionadas por efecto del etanol. marcdndolas para su
rdpida proteolisis (75), hace pensar en una posible implicacién de la HSP 70 en la
eliminacion de proteinas alteradas. Objetivos de la ubiquitina son a menudo las
proteinas citoesqueléticas lesionadas de los cuerpos de Mallory (75).

En pacientes con hepatitis alcohélica, Koshinas et al. (76) han demostrado que
la HSP 60 aparece en el citosol de los hepatocitos, de manera difusa y que en estas
condiciones de intoxicacion aguda se elevan los niveles circulantes del anticuerpo
IgA de la HSP 60, lo cual puede apuntar hacia un mecanismo patogénico que
subyace en el desarrollo y progresion de la lesién hepdtica alcohdlica. En este caso
se demuestra que las HSP, normalmente protectoras, pueden ser inmunogénicas. En
un estudio previo (74) se identificé una HSP 70 en higado de pacientes con enfer-
medad hepdtica alcohdlica, pero no se detectaron anticuerpos circulantes frente a
dicha HSP 70. El reciente hallazgo de que las HSP se expresan en las membrana
en condiciones de estrés es de importancia critica en el contexto de un anticuerpo
[gA circulante (77). Diversos factores que estimulan la expresion de las HSP se
generan en los alcohdlicos: el factor de necrosis tumoral TNFa y las especies
reactivas de oxigeno. Ambos se producen en areas de inflamacién. El metabolismo
hepdtico del etanol al elevar el consumo de oxigeno induce una hipoxia localizada,
lo cual supone un estimulo potente para la expresion de las HSP selectivamente
localizada en la regién centrilobular.

Otra HSP encontrada en higado es la HSP 47, una glicoproteina cuya expresion
se induce en células de mamiferos, que posee la capacidad de unirse a coldgeno
nativo tipos I y IV y que en higado se expresa en las células Ito (78). Las células
Ito o células hepdticas estrelladas se encuentran estrechamente asociadas al meta-
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bolismo del coldgeno lo que hace pensar que la HSP 47 puede actuar en ellas a
modo de carabina especifica para el procoldgeno. La expresion preferente de la HSP
47 en estas células parece relacionarse con la capacidad de estas células para pro-
ducir coldgeno, ya que esta HSP no aparece en otras células hepdticas, como los
hepatocitos o las células de Kupffer (78).

Los clofibratos son una familia de compuestos hipolipidémicos que inducen una
variedad de respuestas in vive, incluyendo la proliferacién de peroxisomas en cé-
lulas parenquimales hepdticas, la hepatomegalia y la hepatocarcinogénesis. Estos
compuestos no son mutagénicos per se, por lo que se ha propuesto que la hepato-
carcinogénesis inducida por clofibrato puede resultar de las alteraciones metabdli-
cas relacionadas con la proliferacion de peroxisomas. En estudios en los que se
aislaron proteinas de unién al clofibrato, se demostré que esta clase de compuestos
interacciona especificamente con la HSP 70 en sus dominios de unién al ATP o
cercano a éstos (79). Hasta el momento se desconocen las consecuencias de tales
interacciones, pero es posible que los ésteres del ftalato puedan interferir con la
funcién de la HSP 70 y por tanto, inhibir la biogénesis organular.

Como se comenté anteriormente, la induccion de los genes del estrés en las
células eucaridticas tiene lugar por la unién al HSE del HSF que es activado bajo
un choque térmico y que permanece inactivo en condiciones no estresantes, proba-
blemente por pequenas cantidades de HSP 70 constitutivamente presentes en el
citoplasma. Este ejemplo de regulacion negativa es bastante similar al control ne-
gativo llevado a cabo por el inhibidor IxB sobre el factor de transcripcién NFxB.
En cultivos tisulares NFkB puede ser activado por H,O, y otras especies de oxigeno
asi, como también por un choque térmico. La exposicién del higado de ratas a alas
temperaturas activa ademds del HSF, el NFxkB estando la activacion de éste a
diferencia del primero, mediada por la produccién y liberacion de IL-1 (80). Se ha
demostrado que el tratamiento con ¢ésteres de forbol da lugar a una resistencia en
las células tumorales a la accién citotéxica del factor de necrosis tumoral, contri-
buyendo a la supervivencia de las células tumorales in vivo, y se ha observado que
es la HSP70 la que protege a las células tumorales de la citotoxicidad del TNF-«
incluso en ausencia de estrés (81).

6. HSP Y ENVEJECIMIENTO

Un aspecto crucial del envejecimiento es la acumulacion de lesiones. a medida
que las moléculas, las células y los tejidos sufren la agresion continuada de agentes
fisicos o quimicos a lo largo de la vida. Alguna de estas agresiones se produce de
manera enddgena por las mismas células lesionadas, que perpetuan asi un ciclo de
acontecimientos potencialmente patogénico.

La limitada capacidad de los organismos senescentes para responder a situacio-
nes de estrés y para mantener la homeostasis, es un fenémeno observado durante
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el envejecimiento en todos los organismos vivos (82). Se cree que en un organismo
envejecido la falta de respuesta a la agresion es en gran parte la responsable del
incremento en la morbilidad y mortalidad observada a medida que el organismo
envejece.

Esta serie de modificaciones pueden comprometer seriamente la capacidad de
responder a cambios en el ambiente. Por ello, la edad influye en la capacidad de las
células para expresar las proteinas del estrés y asi, los trabajos de Heydari et al. (82-
86) demuestran que las ratas viejas poseen menor capacidad para expresar la HSP
70 en respuesta al calor. Debido a que el envejecimiento se caracteriza por una
reducida capacidad del organismo de mantener la homeostasis frente al estrés, un
gran nimero de investigadores ha comparado el comportamiento de las células
viejas frente a las jovenes, frente a la hipertermia y la expresion de las HSP. En
hepatocitos aislados de ratas viejas, de 26 a 28 meses de edad, se ha detectado una
menor capacidad de expresar las HSP 70 en respuesta a un choque térmico, siendo
la sintesis de estas proteinas un 50% menor de aquella encontrada en hepatocitos
aislados de ratas de 4 a 6 meses de edad. La induccién del mRNA de la HSP
70 también se encuentra reducida y ello se debe a la menor capacidad de los
hepatocitos de convertir el HSF1 inactivo en su forma oligomérica activa (82). Las
células de ratas viejas al poseer una menor concentraciéon de HSF activo, es menor
en ellas la cantidad de HSF que puede unirse al promotor del gen isp70, con lo cual
resulta disminuida la transcripcién de dicho gen. La disminucidon de la actividad del
HSF para unirse al HSE puede surgir de una menor activacién post-traduccional
(oligomerizacion) del HSF por el agente que origina el estrés. En otras palabras,
aunque en condiciones normales las cantidades de HSF en los hepatocitos aislados
de ratas jovenes o viejas son similares, en respuesta al estrés la cantidad de HSF
activo capaz de unirse al DNA, se encuentra muy reducida en los hepatocitos de
ratas viejas. Un posible mecanismo que implique la menor actividad de unién del
HSF al HSE, es que a medida que transcurre la edad se acumule una forma de HSF
«anormal». Evidencias experimentales han mostrado que enzimas «alterados» pue-
den acumularse en células senescentes (87). Estas alteraciones surgen de cambios
conformacionales, no de errores en la traduccién y los cambios conformacionales
en las proteinas de organismos senescentes ocurre a través de modificaciones post-
sintéticas (oxidacién, racemizacion de aminodcidos, desaminacion, etc.) Estos cam-
bios dan lugar a alteraciones sutiles que a veces no se reflejan en la actividad
enzimdtica. Una acumulacién de moléculas «anormales» de HSF, que presentan una
capacidad disminuida para oligomerizarse en respuesta al estrés, puede explicar el
por qué las células de los organismos senescentes pierden su capacidad de respon-
der al estrés y expresar las HSP. Esta disminucion en la capacidad de las células a
expresar HSP, dependiente de la edad, puede ser uno de los factores que contribuya
a la mayor incidencia de muerte en personas ancianas frente al estrés térmico o
toxico.

Por otro lado, la restriccion caldrica es la tinica manipulacién experimental
conocida que retrasa el envejecimiento e incrementa la supervivencia de animales
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de laboratorio. La restriccion caldrica podria revertir el efecto del envejecimiento en
la induccién de la transcripcion de la HSP 70 en respuesta al choque térmico
previniendo la acumulacién de moléculas HSF1 alteradas que normalmente existen
en ratas de avanzada edad alimentadas ad libitum (84).

20.
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1. INTRODUCTION

Apoptotic cell death is now widely recognised as being a distinct process of
importance in both normal physiology and pathology. It is characterised by
morphological and biochemical changes in most cell compartments (1, 2). The
microscopically observed nuclear alterations such as margination and condensation
of chromatin and subsequent nuclear fragmentation are accompanied by a sequential
degradation of the DNA, first into fragments of approximately 700, 300 and 50
kilobase pairs and then into small oligonucleosomal fragments. Most apoptotic
cells also show a remarkable shrinkage presumably due to the loss of water and
electrolytes, such that the cytoplasm gradually becomes more electron dense. The
plasma membrane remains largely intact despite extensive blebbing and alterations
in its phospholipid distribution. The specific movement of phosphatidylserine from
the inner to the outer leaflet of the plasma membrane has been proposed to play an
important role in the recognition of apoptotic cells by phagocytes (3), although
other membrane changes also probably contribute to this final clean-up event (4).
Efficient phagocytosis of intact apoptotic bodies precludes dying cells from spilling
their contents into the extracellular space, and the potential for inflammation is
consequently limited.

The current paradigm for the molecular control of apoptosis is that activation of
the proteolytic activity of a family of cysteine proteases known as caspases is a
crucial event in the initiation of the above mentioned morphological and structural
changes (5). The activation of these proteases is associated with the specific cleavage
of proteins involved in recognition and repair of DNA damage (e.g. poly(ADP-
ribose)polymerase, DNA-dependent protein kinase and Ul-ribonucleoprotein), the
attachment of DNA to the nuclear scaffold (e.g. nuclear lamins) and cytoskeletal
proteins such as fodrin and actin (5-7). It thus appears that in the early stages of
apoptosis the different caspases selectively cut their substrates in order to both
disrupt normal cellular metabolism and initiate the degradative changes such as
chromatin fragmentation that characterise this type of cell death.

Although the molecular events and morphological appearance of apoptotic cells
are highly conserved, a variety of different (often cell-type specific) stimuli are
known to promote the event. An increasing number of studies demonstrate that
oxidants and other agents promoting a pro-oxidant state within cells are potent
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inducers of apoptosis under some situations. Known oxidative inducers of apoptosis
include not only classical oxidants such as hydrogen peroxide (8, 9), quinones (10)
and diamide (11), but also oxidised low density lipoproteins (12), lipid hydro-
peroxides (13) and agents increasing the cellular content of redox active copper
(14). One important observation arising from most of these studies is that each
oxidising agent must be used at «optimal» concentrations if it is to trigger apoptosis,
as when it is applied at high concentration cells quickly become non-specifically
and irreversibly damaged. This later situation characteristically leads to necrotic
rather than apoptotic cell death.

In addition to reports that oxidants are potent inducers of apoptosis, several
studies also clearly indicate the presence of oxidative changes in cells undergoing
apoptosis induced by non-oxidative stimuli. The oxidative changes observed range
from decreased levels of reduced glutathione, a-tocopherol and protein thiols (15-
17), to down-regulation of primary antioxidant defence enzymes such as catalase,
Mn and Cu/Zn superoxide dismutases (Mn-SOD and Cu/Zn-SOD), DT-diaphorase
and thioredoxin (18). Furthermore, other studies show that externally applied
antioxidants often protect cells against apoptosis induced by non-oxidative stimuli
(17, 19, 20). For example, cultured primary sympathetic neurones die by apoptosis
when deprived of nerve growth factor (NGF) and an increased peroxide tonus
can be detected in the cells several hours after withdrawal of the growth factor.
Apoptosis can be partially inhibited by injecting these cells with either Cu/Zn-SOD
protein or cDNA within the first few hours of NGF removal (19).

In this review we focus on three separate topics in the field of redox-regulation
of apoptosis, namely glutathione metabolism during apoptosis (section 2),
modulation of T cell apoptosis by redox-active toxicants (section 3), and the redox
regulation of neuronal apoptosis induced either by exposure to excitatory amino
acids or withdrawal of growth factors (section 4). Although other topics could just
as well have been discussed. we hope that by our concentrating on three topics from
our own research background the reader will come to appreciate some of the most
important themes and questions currently occupying researchers interested in this
area of biological science.

2. GLUTATHIONE METABOLISM DURING APOPTOSIS
2.1. Apoptotic cells lose their glutathione

The sulphur-containing tripeptide glutathione is present at millimolar
concentrations within the cytoplasm of almost all cells (21). Its thiol group exists
in a predominantly reduced form, with a typical ratio of reduced to oxidised
glutathione (GSH/GSSG) being greater than 20. GSH is an important component of
the antioxidant defence system of a cell, participating in both the non-enzymatic
and enzyme-catalysed removal of damaging oxidants. As this molecule is such an
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important determinator of intracellular redox state, we were interested to investigate
how its concentration might change during apoptosis.

The first system we investigated was rat thymocytes undergoing apoptosis in
response to the glucocorticoid methylprednisolone or the DNA damaging agent
etoposide (17). In each case we observed that cells lost glutathione concomitant
with the onset of apoptosis. This finding has subsequently been duplicated in mouse
thymocytes (15). Apoptotic cells can be separated from normal cells by Percoll
density-gradient centrifugation (shrunken apoptotic cells are heavier than normal
cells) (22), and this method was used to prepare thymocytes at different stages
of apoptosis. When the glutathione content of Percoll fractionated cells was
determined, apoptotic cells were found to have lost about 50% of their GSH but to
contain unchanged amounts of GSSG (17, 23). It thus appears that thymocytes lose
GSH during apoptosis, but that the thiol does not accumulate within the cells as an
oxidised disulphide.

The principal problem with using thymocytes as a model system for studies of
this type is that apoptosis is both relatively slow (4-6 hours after induction) and
unsynchronised. We therefore switched our attention to Fas antibody Killing of
human Jurkat T cells, which probably provides the quickest and most synchronised
model system currently available for apoptosis research. Fas is a member of the
tumour necrosis factor (TNF) family of cytokine receptors (24). The extracellular
domain of the Fas receptor is linked by a transmembrane domain to an intracellular
region containing the so called death domain. This domain shares homology with
part of the p60 TNF receptor, and is essential for transmitting the apoptotic signal.
Ligand binding (mimicked in our experiments by addition of an anti-Fas antibody)
induces trimerisation of the Fas receptor such that three death domains cluster
together to form a binding site for several other cytosolic proteins. This results in
formation of a complex called the Death Inducing Signalling Complex (DISC) (25,
26). Two proteins identified as part of the DISC are Fas associating protein with
death domain (FADD) and caspase 8. One part of FADD binds to the death domain
of Fas whereas the other part provides a binding site for caspase 8. It is postulated
that receptor trimerisation and consequent formation of the DISC activates
the normally latent caspase 8 such that an apoptotic signal is transduced into the
cell (26).

Reports that Fas killing can occur with equal efficiency in almost anaerobic
conditions indicates that classic oxidative stress related to the overproduction of
reactive oxygen species (ROS) is unlikely to play an important role in this system
(27, 28). We were therefore suprised to observed that when Jurkat cells were
induced to undergo apoptosis in response to anti-Fas antibody GSH was rapidly lost
from the cells with a half-time of approximately 60 min (29). The thiol was not
oxidised within the dying cell. but rather quantitatively recovered in the incubation
medium. Using the appropriate manipulations we have shown that this efflux of
glutathione out of apoptotic Jurkat cells occurs in the reduced GSH redox form
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(29). A similar GSH extrusion has also been detected in other cell types including
rat thymocytes, monocytic U937 cells and fibroblastic 1.929 cells exposed to various
apoptosis-inducing stimuli such as methylprednisolone, TNF or etoposide (van den
Dobbelsteen er al., in prep.). Thus, an efflux of GSH out of cells seems to be a
general phenomenon ocurring irrespective of cell type or apoptotic stimulus applied.
It is also important to note that it occurs simultaneously with chromatin condensation
and cell shrinkage (i.e. downstream of caspase activation), and is therefore not a
signalling event (29).

2.2. The mechanism of GSH efflux during apoptosis

The fact that all the cell types studied maintained their membrane integrity for
at least several hours after the onset of GSH efflux suggested that a transmembrane
channel, rather than non-specific leakiness, was responsible for extruding the thiol.
Kaplowitz and co-workers have previously described different GSH-specific
transporters located in both the plasma and mitochondrial membranes of cells (30-
33). Rat hepatocytes are the best characterised cell system in this respect, and have
been shown to contain two different GSH transporters in their plasma membrane
which can be distinguished by their relative sensitivity to various inhibitors (34). In
addition, the transmembrane multidrug resistance-associated protein 1 has been
shown to extrude GSH when cells are treated with chemotherapeutic agents,
although this is principally believed to represent excretion of GSH conjugates (353).

We observed that GSH efflux from Fas antibody-treated Jurkat cells was
blocked by bromosulphophthalein (BSP) and phenol-3,6-dibromo-sulphophthalein
(diBSP) (29). As these compounds are both specific inhibitors of the hepatocyte
canalicular membrane GSH transporter, we postulated that a homologous channel
was responsible for GSH efflux from our apoptotic T cells. Consistent with this,
inhibitors selective for the other known GSH transporters were ineffective in
blocking apoptosis-associated GSH excretion.

2.3. The consequences of GSH efflux for apoptosis

Unfortunately only short-term incubation of T cells in the presence of BSP and
diBSP can be performed as both compounds also lower GSH by direct conjugation
and are therefore relatively toxic. We serendipitously discovered that two membrane
impermeable, non-toxic copper chelating compounds bathophenanthroline
disulphonate (BPS) and bathocuproine disulphonate (BCPS) are highly efficient
inhibitors of GSH efflux from both Fas antibody-treated Jurkat T cells and
etoposide-treated rat thymocytes (34). Their non-sulphonated, membrane permeable
copper-chelating analogues bathophenanthroline and bathocuproine were completely
without effect, indicating that sulphonation rather than metal chelation
determined their inhibitory effect on GSH transport. Our discovery of these

188



non-toxic inhibitors has enabled us to investigate the role of GSH loss in the
generation and/or development of other apoptotic changes.

We initially concentrated on the Fas antibody/Jurkat model system, where
addition of 250 uM BCPS completely inhibits GSH efflux for up to 3 hours (34).
Morphological changes typical of apoptosis, such as plasma membrane blebbing
and nuclear fragmentation, are unaffected by inhibition of GSH efflux. Both the
redistribution of phosphatidylserine from the inner leaflet of the plasma membrane
to the surface of the cell and cell shrinkage also proceeded normally in the presence
of BCPS. Thus none of the classic features of apoptosis require GSH efflux in this
model system. However preliminary experiments performed with etoposide-treated
rat thymocytes suggest that a link between GSH efflux and the hallmark shrinkage
of apoptotic cells may exist in some cases. After a 5 h incubation with 25 uM
etoposide the mean volume of the thymocytes decreases from about 100 f1 to around
90 fl, and this loss of volume is almost completely prevented by the inclusion of
250 uM BCPS in the incubation medium (Nobel et al., in prep.). The findings of
Hiussinger er al. (36) are very interesting in this respect, as they report GSH
extrusion from hepatocytes during a K* dependent regulatory cell volume decrease.
As K' fluxes have been implicated previously in cell shrinkage during apopto-
sis (37), additional experiments are currently being performed to further investigate
this potential link between GSH efflux and K'-dependent cell shrinkage during

apoplosis.

Besides the role GSH efflux could play in cell volume regulation, other
possibilities for a physiological function of this phenomenon can be envisaged.
Firstly, it may be useful for a cell undergoing apoptosis to lose reducing capacity.
By exporting its major intracellular antioxidant the cell can achieve this without the
need for the generation of oxidants with all of their attendant non-specific
reactivities. As many biochemical reactions are dependent on adequate GSH levels,
the low intracellular GSH content will also eventually lead to down-regulation of
cellular metabolism and thereby limit persistence of apoptotic bodies. Finally, GSH
release may be of nutritional significance for normal cells surrounding an apoptotic
neighbour. The expelled GSH could become a substrate for the plasma membrane-
associated y-glutamyl transpeptidase and thereby rapidly become available for re-
uptake by surrounding cells (21). As reducing agents are well known to enhance the
function of lymphoid cells in vitro (38, 39), it is possible that GSH efflux contributes
to the local stimulation of phagocytic cells.

3. DITHIOCARBAMATES AND THE REDOX-REGULATION
OF T CELL APOPTOSIS

A large variety of environmental toxicants have been reported to enhance
apoptosis, particularly in cells of lymphoid and neuronal origin (23). As many of
these toxicants are also redox-active (e.g. metals such as copper and mercury), their
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study can shed light on the mechanisms by which cell survival is modulated by
changes in redox state.

3.1. Introduction to Dithiocarbamates

Dithiocarbamates comprise one class of toxicants that have been widely used in
studies into the redox-regulation of apoptosis. They are known to exert both pro-
oxidant and antioxidant effects in cell-free and biological systems, while as cheap,
usually water soluble molecules they have various agricultural (fungicides and
insecticides), clinical (alcohol aversion therapy) and industrial application.
Chemically, they are defined by possession of a (R )(R,)N-C(S)-S-R, functional
group. Both mono-and di-alkyl compounds are known, while in some molecules
two dithiocarbamates are bridged by an alkylene. They readily form salts with
various metals, and their thiol groups can also be oxidised to the corresponding
dithiocarbamate disulphide. Examples include diethyldithiocarbamate (DDC) and
pyrollidine dithiocarbamate (PDTC), two molecules that have been widely used in
cell biological investigations. Disulphiram (DSF), the disulphide of DDC, is used
clinically in alcohol aversion therapy. while the related tetramethylthiuram
disulphide (thiram) has application as a fungicide and seed disinfectat.

3.2. Dithiocarbamate Biochemistry

Dithiocarbamates have an extremely complicated biochemistry (40). They are
potent metal chelators, able to interact with both free and protein-bound metal and
thereby substantially altering the redox environment of cells. Free iron or copper
ions catalyse the Haber-Weiss reaction in the presence of a reductant and hydrogen
peroxide, generating toxic hydroxyl radicals (OH). By virtue of both their metal
chelating and radical scavenging properties, dithiocarbamates inhibit OH' generation
in model systems and are believed to exert a similar effect in biological
systems (41, 42). Given their high membrane permeability, dithiocarbamates have
therefore been widely used as model antioxidants to probe the significance of iron
and/or copper catalysed hydroxyl radical generation within cells.

Several problems exist when such an approach is adopted. Firstly, both reduced
and oxidised forms of dithiocarbamates will also chelate external metals (for
example those present in foetal calf serum). In doing so they form highly lipophyllic
complexes that act as ionophores, carrying the chelated metal across cell membranes.
This is believed to be particularly significant for copper. For example, we have
observed that the total intracellular copper content of rat thymocytes
becomes elevated §8-fold in presence of 20 uM PDTC and 2 % foetal calf serum,
while intracellular iron content is unchanged (14). Prior chelation of external copper
with non-membrane permeable BCPS completely prevents copper uptake, Similar
results have also been described with DSF, while Hassani and Tombeta (43) have
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recently observed dithiocarbamate-dependent copper uptake in neuronal cells
in vivo. Thus, despite their ability to inhibit metal-dependent OH  generation in
vitro, in cellular systems dithiocarbamates may actually enhance oxidative damage.
This particularly applies when the dithiocarbamate is unstable and therefore not
able to permanently inhibit free radical production from the copper ions it transports
across the cell membrane.

We have recently uncovered another mechanism by which dithiocarbamates can
interact with copper to impose an oxidative stress on cell (Burkitt et al., submitted).
It is known that in the presence of hydrogen peroxide and GSH, dithiocarbamates
exert a glutathione peroxidase-like activity (44). This involves a peroxide-dependent
oxidation of the dithiocarbamate into a potent GSH-oxidising disulphide. We have
found that Cu™ can replace hydrogen peroxide in this model system, to again
promote a dithiocarbamate-dependent oxidation of GSH (Burkitt et al., submitted).
Copper apparently acts catalytically in this reaction, and electron spin resonance
studies confirm that the metal redox cycles in the presence of dithiocarbamate. Two
different reaction schemes can account for this activity, the first involving copper-
dependent dithiocarbamate oxidation to a disulphide that in turn oxidises GSH, and
the second being a direct oxidation of GSH catalysed by the Cu™-dithiocarbamate
complex. Dithiocarbamate disulphides themselves, including DSF and the fungicide
thiram, are also well known to be potent thiol oxidising agents. For example, DSF
oxidises GSH to GSSG and also has the potential to form mixed disulphides with
reduced protein thiols (44). This may result in the inactivation of protein function,
particularly if a redox-sensitive reduced thiol is required for activity. Overall, both
reduced dithiocarbamates and their related disulphides should be considered as
radical-scavenging compounds with pro-oxidant activity. They remove one-electron
oxidants (free radicals) while inducing a state of copper-dependent two-electron
oxidative stress (GSH and protein-SH oxidation). It is important to be aware of
these opposing actions when using dithiocarbamates in cell biological studies, as
they cause an oxidative shift in glutathione and protein thiol redox despite efficient
scavenging of ROS.

Degradative products of dithiocarbamates are also biologically active,
particularly with respect to formation of molecules that covalently modify proteins.
Dithiocarbamates are unstable in both acidic (breaking down to an amine and
carbon disulphide) and basic (forming an isothiocyanate by elimination of HS')
conditions (40). Both CS, and isothiocyanate react covalently with numerous
biological macromolecules, for example to acylate amino groups and effect
covalent cross-linking of proteins (45). The tendency of dithiocarbamates to
undergo either degradative pathway depends on both structure and pH: for example
pK, of DDC is approximately 3.4, which means that at physiological pH
decomposition to CS, is very slow. Isothiocyanate formation is more favoured for
monoalkyl than dialkyl-dithiocarbamates, and is thus more likely to be significant
for a herbicide like metam than DDC or PDTC. Another possible degradative
pathway for a dithiocarbamate involves S-methylation and subsequent oxidative
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removal of the thiono sulphur via sulphoxidation to form a sulphone derivative (46,
47). This pathway, catalysed by microsomal P450 enzymes, again generates a potent
protein modifying agent. For example, it has been proposed that metabolism of DSF
to a methyl-thiocarbamate sulphoxide is required for pharmacologically relevant
inhibition of aldehyde dehydrogenase (allowing onset of the DSF-ethanol reaction
after alcohol ingestion).

3.3. Dithiocarbamates as Inhibitors and Activators of T Cell Apoptosis

Dithiocarbamates have been observed to exert opposing effects on T lymphocyte
survival in in-vitro experiments. In short term incubations both PDTC and DDC
inhibit T cell and thymocyte apoptosis induced by a variety of agents (48, 49). It
has been argued that this indicates the involvement of ROS in these models of
apoptosis. However when rat thymocytes were incubated with micromolar
concentrations of PDTC we detected a considerable oxidation of intracellular GSH
(14). This PDTC-dependent GSH oxidation was associated with a short term
inhibition of apoptosis induced by the glucocorticoid methylprednisolone and the
topoisomerase Il inhibitor etoposide. On a molar basis the thiol oxidising
dithiocarbamate disulphides are more potent inhibitors of apoptosis than either
PDTC or DDC, even though they are poorer radical scavengers (Nobel et al.,
submitted). This suggests that dithiocarbamate inhibition of apoptosis may relate to
oxidation of critical intracellular thiols rather than a general scavenging of oxygen
radicals.

As described in section 1, it is now widely recognised that caspase-catalysed
proteolysis is a critical event initiating apoptosis. These proteases are constitutively
present in cells as inactive pro-enzymes. Signal transduction for apoptosis somehow
culminates in pro-enzyme processing and the appearance of caspase proteolytic
activity in the cell. Using Fas antibody-treated Jurkat T cells, we have observed that
both PDTC and DSF exert a time and concentration-dependent inhibition of cell
death (Nobel et al., submitted). Inhibition by DSF is associated with reduced
processing of the 32 kD proenzyme of caspase 3. Furthermore, DSF directly inhibits
both caspase | and caspase 3 activity in enzyme assays using pre-processed protein
(Nobel et al, unpublished data). This direct inhibition of proteolytic activity is
removed in the presence of DTT, indicanting that it requires the presence of a
disulphide bond. We therefore propose that an intracellular oxidation of
dithiocarbamates (probably copper-dependent) generates a potent thiol oxidising
dithiocarbamate disulphide that impairs protein function. In short term incubations
this results in moderately specific inhibition of the activation and function of
cysteine proteases belonging to the caspase family, and thereby delays apoptosis.

When thymocytes are incubated with PDTC or DDC for longer incubation
periods (in excess of 6 hr) typical features of apoptosis begin to be observed (cell

shrinkage, chromatin condensation and fragmentation), eventually followed by cell
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lysis (14). Thus, although these compounds can briefly inhibit thymocyte apoptosis
induced by diverse agents, in the long run they are toxic in their own right. We
observed that this toxicity was inhibited by the inclusion of non-cell membrane
permeable metal chelators in the incubation medium, suggesting that the toxicity of
PDTC was related to its ability to chelate metal in a lypophyllic, membrane
permeable complex (14). This was confimed by the finding that the intracellular
copper content of PDTC-treated thymocytes was rapidly elevated about 8-fold above
normal. In agreement with this, supplementation of the incubation medium with
nanomolar concentrations of copper sulphate significantly potentiated the toxicity
of PDTC (14). We have recently obtained similar results with DSF, although this
compound is toxic at about 5-fold lower concentrations than PDTC (significant
apoptosis at | uM compared with 5 uM) (Burkitt et al., submitted). It is important
to remember that as dithiocarbamates are unstable molecules, their inhibition of
caspase-dependent proteolysis will gradually be lost. A copper-dependent oxidative
stress then probably signals the cell to undergo apoptosis.

PDTC has also recently been reported to induced apoptosis in vascular smooth
muscle cells, while the neurotoxicity associated with the in vive use of DSF has
been connected to an enhanced accumulation of copper in the cerebellum and
hippocampus (43, 50). Toxic effects of dithiocarbamates are therefore not restricted
to the T cell lineage, but rather appear to be a general phenomenon associated with
their transport of cooper across cell membranes. Induction of a copper-dependent
oxidative stress probably also contributes to the fungicidal and insecticidal properties
of these molecules, although we are unaware of any studies in this area.

4. EXCITOTOXICITY AND THE REDOX REGULATION OF NEURONAL
CELL DEATH

As apoptosis is believed to be the principle physiological mechanism of cell
death, any event that increases the rate of apoptosis can potentially have pathological
consequences. This is particularly true with respect to non-dividing neuronal tissue,
as a cell death event cannot be compensated for by new cell division. Bredesen (51)
has recently summarised all of the information available to indicate the involvement
of apoptosis in neurological disease. Although most of the published evidence is
correlative in nature, it does seem that an accelerated apoptosis of neurones can at
least contribute to disease. In model systems of neurological disease an enhanced
oxidative stress is often observed in those neurones undergoing apoptosis, making
the topic of redox-regulation particularly significant.

4.1. Apoptosis and necrosis in excitotoxicity

It is well established that overstimulation of excitatory amino acid receptors on
the surface of neurones is a toxic event (52). The glutamate/glutamate receptor
interaction is the most thoroughly studied event in the area of «excitotoxicity».
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Agonist stimulation of this receptor elicits a rapid increase in cytosolic free Ca™ and
an associated oxidative stress that appears to be critical if cell injury is to occur
(53). In-vivo morphological studies of excitotoxic injury provide evidence for both
necrotic and apoptotic cell death occurring in the same tissue, and thus any attempt
to explain the molecular mechanisns of excitotoxicity must accommodate both types
of cell death. Using isolated cerebellar granule cells exposed for 30 min to various
concentrations of glutamate, Ankarcrona er al (54) have recently shown that
apoptosis and necrosis can also occur side-by-side in-vitro. A fraction of cells were
almost immediately lysed after exposure ot glutamate (typical necrotic cell death
associated with cell swelling and loss of ATP). while the remainder apparently
survived exposure to the excitatory amino acid. However over the following 24
hours a significant fraction of the surviving neurones subsequently died (typical
features of apoptotic cell death with cell shrinkage and ordered chromatin
fragmentation). Similarly exposure of cortical neurones to the excitatory amino acid
analogue N-methyl-D-aspartate (NMDA) induces predominantly apoptosis when
applied at low concentration but necrosis at high concentracién (55). As cell injury
after exposure to NMDA depends at least in part on the generation of free radicals
such as nitric oxide or superoxide (O,"), it appears that alterations in intracellular
redox subsequent to excitation of cell surface amino acid receptors provides a
potent signal to modulate survival of neurones. If the signal is intense, massive
(presumable non-specific) cell damage results in almost immediate necrosis, while
a milder signal activates the apoptotic pathway.

4.2. SOD and neurone survival after growth factor withdrawal

It is widely recognised that most cells require an almost constant exposure to
extracellular survival factors if they are to avoid apoptosis. One of the best
characterised examples of this phenomenon is the dependency of immature neuronal
cells for NGF (19, 56). When this growth factor is removed, the cells slowly undergo
apoptosis during the following 24 hours, while over-expression of the anti-apoptotic
gene product bel-2 is partially protective. Greenlund er al. (19) used a redox-
sensitive dye to detect an increased production of ROS in the same cells about 2-
3 hours after NGF withdrawal. Over-expression of Cu/Zn SOD delayed the onset
of cell death in this system, suggesting that the early pulse of ROS was an important
event coupling growth factor removal to the later onset of apoptosis. Furthermore,
chronic inhibition of Cu/Zn SOD either by pharmacological or anti-sense methods
has been shown to induce apoptosis in both spinal neurones and cultured PCI2
neuronal cells (57, 58). PC12 cell death was accentuated when NGF was
simultaneously withdrawn from the cultures, although it still slowly occurred even
in the presence of adequate concentrations of the growth factor. Exactly how the
peroxide tonus becomes increased after NGF removal is unclear, but as its effects
can be antagonised by over-expressing Cu/Zn SOD it can be assumed that net O,
production is somehow increased. It thus seems that an oxidative shift in the
intracellular redox state of neurones provides a potent stimulus for apoptosis. As
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competition between developing neurones for NGF is an important factor
determining development of the mammalian nervous system, it is likely that such
oxidative events are also relevant in vivo.

4.3. Altered reactivity of Cu/Zn SOD in Amyotrophic Lateral Sclerosis

One of the best examples of how changes in intracellular redox and a
corresponding alteration in cell survival can contribute to disease comes from studies
of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Approximately 10% of ALS cases are
inherited, and in a subset of these cases mutations in the Cu/Zn SOD gene have
been identified (59). Despite initial predictions that these mutations would be
associated with a reduced ability of the translated gene product to dismutate O, -,
this is now known not to be the case (60). It rather appears that the ALS-associated
mutations generate an enzyme with an altered reactivity that allows it to catalyse the
oxidation of various substrates excluded from the active site of wild type Cu/Zn
SOD (61). This is associated with changes in cell survival. Overexpression of wild-
type Cu/Zn SOD protects neuronal cells against apoptosis occurring after growth
factor withdrawal (see above), while the mutant enzymes actually accelerate cell
death in the same situation (60). It thus appears that by promoting inappropriate
substrate oxidation (the physiological targets are unfortunately not known) the ALS-
associated mutant forms of Cu/Zn SOD alter intracellular redox and promote
apoptosis. Although this pro-oxidant shift will be experienced by all cells harbouring
the mutant enzyme, neurones are presumably particularly sensitive by virtue of their
long life-span increasing the probability that a small cumulative increase in
background substrate oxidation will cross some toxic threshold.

5. CONCLUSIONS

The findings discussed in this review illustrate the complexity of the interaction
between oxidative stress and apoptosis. Administration of an external oxidative
stress often induces cell death: if the stress is acute a rapid necrosis occurs, whereas
if the stress is more moderate and/or of short duration, cells apparently recover but
then subsequently tend to undergo a delayed apoptosis. It is important to understand
this difference in time scales between oxidant-induced necrosis and apoptosis, as it
has several consequences. As oxidative stress-induced apoptosis is slow to develop,
it usually occurs sometime after the original source of the oxidative stress has
decayed. Several observations even indicate that during a mild (non necrotic)
oxidative stress apoptosis is blocked. This is well illustrated by our studies on the
inhibition of Fas-induced apoptosis in human Jurkat T cells by dithiocarbamates
and their related disulphides. These molecules are thiol-oxidising agents that by
altering glutathione and protein thiol redox prevent the apoptotic machinery from
functioning. We hypothesise that this inhibition operates via redox inactivation of
caspase proteases. However the inhibitory dithiocarbamate molecules are unstable,
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and as they decay (releasing the block on apoptosis) the general copper-dependent
oxidative stress that they have imposed on the cell triggers a later apoptosis.
Consistent with this, we have recently found that hydrogen peroxide will also acutely
block Fas-induced apoptosis even though it is again toxic itself in the long term
(Hampton & Orrenius. unpublished data).

With respect to immune cell function, it is easy to see how such dual effects of
oxidative stress on cell survival could be valuable. Activation of T and B cells is
often accompanied by some degree of oxidative stress, and if this were to
immediately induce apoptosis it could potentially suppress the immune response.
We suggest that by virtue of the acute inhibitory effect of thiol oxidation on caspase
activity this fate is avoided. However, in the long run it is essential to limit the life
span of activated lymphocytes, and here again a delayed oxidative-stress induced
apoptosis could be valuable. Further studies with non-lymphoid cells are required
to determine whether this dual effect of oxidants on apoptosis (short-term inhibition
versus long term induction) is a general phenomenon.

Another link between oxidative stress and apoptosis occurs at the end stage of
cell death, where numerous observations confirm that fully apoptotic cells have
depleted antioxidant defences and contain more peroxidised lipids and proteins than
healthy cells. Alterations in intracellular glutathione are particularly important in
this regard. We have observed that in different cell types undergoing apoptosis
intracellular GSH is lost due to its export out of the cell. This GSH efflux is both
specific, as it can be inhibited by various sulphonated molecules, and seemingly
distinct from other typical apoptotic events such as chromatin fragmentation and
plasma membrane blebbing. Although the physiological significance of GSH efflux
is unclear, it certainly represents the loss of a major cytosolic antioxidant. Its loss
would thus be expected to contribute to the increased oxidative damage seen in
apoptotic cells.
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1. INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo se ha propuesto que numerosas lesiones celulares,
inducidas por diferentes agentes toxicos, podrian ser la consecuencia de la altera-
cion de los mecanismos que regulan los niveles intracelulares del i6n calcio, ele-
mento esencial en la activacion regulada de distintos procesos metabélicos (1,2). En
muchos casos, la disfuncién en la homeostasis de Ca** se ha asociado con la lesién
celular inducida por agentes que generan estrés oxidativo en las células, bien a
través del aporte de especies reactivas extracelulares, bien a través de la produccion
enddgena de dichos agentes oxidativos (3.4). En la actualidad, la relacién exacta
entre estrés oxidativo y homeostasis alteradas del Ca® intracelular estd por diluci-
dar, aunque cada vez es mds evidente el papel esencial de la mitocondria como
estructura dindmica capaz de relacionar ambos fenémenos entre sf y con los meca-
nismos de senalizacion, induccion y ejecucién de los dos tipos descritos de muerte
celular: la apoptosis, relacionada con la muerte celular programada, y la necrosis,
o muerte accidental en respuesta a agresiones no fisiolégicas.

2. ANALISIS DEL CONTENIDO DE CALCIO EN CELULAS INDIVIDUALES

2.1. Interés del analisis de los niveles y distribucion de Ca™
en células individuales

En los dltimos afios se ha manifestado la necesidad de disponer de métodos
sensibles que permitan cuantificar los niveles de Ca® intracelular y sus variaciones
ripidas o reversibles en células individuales. Esta necesidad deriva de la existencia
de diferentes sistemas de homeostasis intracelular de Ca™ y de su papel como
mensajero secundario de estimulos especificos, que acttian sélo sobre determinados
tipos de células, en muchos casos minoritarias en el seno de una poblacién hetero-
génea. En segundo lugar, la deteccién de un incremento del nivel intracelular de
Ca™ en subpoblaciones minoritarias, permite incrementar la sensibilidad de los
métodos de analisis aplicados a diferentes modelos de lesion citotéxica. Por dltimo,
el papel de los compartimentos subcelulares en la homeostasis del Ca™, requiere
técnicas analiticas capaces de visualizar y cuantificar los niveles especificos de
Ca™ en diferentes organulos, asi como el origen de sus incrementos. El desarrollo
de indicadores fluorescentes, capaces de modificar sus propiedades dpticas en fun-
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cién de su interaccién con Ca™, ha supuesto un avance notable con respecto a otros
métodos espectroscopicos o bioquimicos no fluorescentes (5).

Asi, la aplicacion de los fluorocromos que se mencionan a continuacion, puede
plasmarse en métodos espectrofluorimétricos (6), donde grandes cantidades de cé-
lulas o particulas son analizadas globalmente, generando informacién similar a la
proporcionada por otros métodos colorimétricos (captacién de arsenazo II1. ref. 7)
o enzimdticos indirectos (activacion de la fosfolipasa a, ref. 8).

La citometria de flujo, cuyo interés en el estudio del estrés oxidativo se muestra
en otro capitulo de este libro, permite la aplicacién de dichos fluorocromos a la
cuantificacién de Ca™ en suspensiones de células o particulas individuales (9). La
informacidn obtenida permite estimar el contenido medio de la poblacién y, gracias
al andlisis individualizado. la posible heterogeneidad de su distribucién. Una ven-
taja importante de la citometria es que permite combinar en la misma célula o
particula la medida de Ca®™ con otros pardmetros funcionales o estructurales, estd-
ticos o dindmicos, permitiendo asi identificar tipos celulares o integrar la medida de
Ca™ en el contexto de fenémenos fisiologicos (9).

La microscopia de fluorescencia permite visualizar la concentracion de Ca® en
una célula o en un pequenio nimero de células seleccionadas (10). Las técnicas
informdticas de andlisis digital de imdgenes consiguen amplificar la resolucion es-
pacial y temporal de la microscopia de fluorescencia, de forma que es posible
integrar los fenémenos cinéticos de la homeostasis del Ca** con el andlisis morfo-
légico. respetando asimismo la interaccién célula-célula, que puede ser esencial
para la comprensién de mecanismos toxicos a nivel tisular.

La microscopia confocal, como se apunta en otro capitulo de este libro, eleva
al maximo la capacidad de resolucion de la microscopia de fluorescencia, al utilizar
el liser como fuente de iluminacién y un sistema éptico especial de deteccion de
fluorescencia. Su aplicacion mas ventajosa en el contexto que nos ocupa reside en
la visualizacién con alta resolucién tridimensional de la distribucién topolégica y
los movimientos intracelulares de Ca™, asi como su co-localizacién ultrastructural
con otros pardmetros biolégicos (5).

2.2. Indicadores fluorescentes para el analisis de Ca® intracelular

En los dltimos afos se han desarrollado una serie de fluorocromos que sufren
cambios en sus propiedades espectrales tras su unién a iones Ca™. En su mayoria,
son derivados fluorescentes de los quelantes cldsicos de Ca®, como EGTA vy
BAPTA, modificados quimicamente para mantener distintos grados de afinidad
hacia los iones de Ca™ y adquirir capacidad de emisién de fluorescencia (5).

Los fluorocromos sensibles al Ca* disponibles se diferencian por sus propieda-
des biologicas, quimicas y espectrales, que los hacen mds 0o menos adecuados para
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aplicaciones especificas. Las principales caracteristicas intrinsecas de dichos fluo-
rocromos, que definen su utilidad, se resumen a continuacién.

a) Forma molecular del indicador: Define el proceso de penetracion intrace-
lular de la molécula y afecta a su distribucién intracelular. En su mayor parte, los
fluorocromos sensibles a Ca®™ se utilizan en forma de acetometoxil ésteres, capaces
de difundir pasivamente a través de la membrana plasmadtica y acumularse en el
interior de la célula, donde deben ser hidrolizados por esterasas intracelulares para
ser retenidos en forma dcida (Figura 1). Los ésteres presentan el inconveniente de
sufrir, en determinadas condiciones experimentales, retencién en diferentes compar-
timentos subcelulares, pudiendo invalidar su uso para la medida de los niveles
exclusivamente citosélicos de Ca®. La compartimentacién subcelular puede ser
aprovechada o, simplemente estimada, en estudios de microscopia de fluorescencia
convencional o confocal.

En su forma salina o conjugados a macromoléculas (dextrano, proteinas), los
fluorocromos no difunden a través de la membrana plasmdtica y deben ser incor-
porados por microinyeccion, electroporacion, choque hipoosmético, raspado o fago-
citosis. Dichos conjugados presentan la ventaja de acumularse en el citosol y no
sufrir compartimentacion.

Por tltimo, los fluorocromos sensibles a Ca™ conjugados con dcidos grasos de
cadena larga se incorporan a la bicapa lipidica de la membrana plasmadtica y per-
miten detectar cambios de concentracién localizados en la proximidad (intra- y
extracelular) de dichas membranas.

b) Constante de disociaciéon (Kd): Define el rango de concentraciones de Ca™
en el que se puede aplicar un determinado quelante fluorescente. Depende de nu-
merosos factores, como pH. temperatura, fuerza iénica, viscosidad, unién a protei-
nas y presencia de Mg*' y otros iones. Los indicadores actuales exhiben una res-
puesta detectable en un rango de concentraciones aproximado entre 0,1-10 x Kd,
que debe ser adecuado al rango esperable de concentracién de Ca™ en la aplicacién
a desarrollar (Tabla I).

c) Tipo de variacion espectral: Define el tipo de técnica en el que es aplicable
un fluorocromo y el modo de anilisis del contenido de Ca™. Una grupo de fluoro-
cromos sufre un aumento de intensidad de emision de fluorescencia tras su union
a Ca™ (Figura 1). Su utilizacion es sensible a problemas en la penetracion, distri-
bucién y retencién intracelular, por lo que suelen utilizarse en andlisis cualitativo
y su uso cuantitativo requiere un adecuado nimero de controles. Por otra parte,
existen fluorocromos que experimentan desplazamientos espectrales al unirse a Ca™
libre, permitiendo expresar las medidas en forma de cociente entre las intensidades
de emisién a dos longitudes de onda tras excitacién a una determinada longitud de
onda, o bien como el cociente entre las intensidades de excitacion a dos longitudes
de onda cuando la emision se fija en una determinada longitud de onda (Figural).
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EJEMPLOS DE INDICADORES FLUORESCENTES
Y BIOLUMINESCENTES DE Ca**
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Figura 1. Ejemplos de indicadores fluorescentes y bioluminescentes de Ca’*. (A) Estructura
quimica v espectro de emision del Indo-1, ejemplo de indicador fluorescente de Ca™ que expe-
rimenta cambios en la longitud de onda de enusion. (B) Estructura quimica y espectro de
emision del Fluo-3, ejemplo de indicador fluorescente de Ca™ que experimenta cambios en la
intensidad de emision sin modificar su longitud de onda. (C) Esquema del mecanismo molecular
de la emision de bioluminescencia por el sistema aequorinalcelenterazina en presencia de Ca'™*.
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Las medidas en forma de cociente, a pesar de ser técnicamente mds exigentes,
permiten evitar los problemas mencionados anteriormente y son, por tanto, mas
adecuadas para la cuantificacion. El tipo de variaciones espectrales experimentadas
define el tipo de técnica de fluorescencia en el que se pueden utilizar (Tabla I).

Un resumen de los principales indicadores fluorescentes y bioluminiscentes, sus
caracteristicas y aplicacion general en el estudio de Ca*™ intracelular se muestra en
la Tabla 1.

Tabla I.  Algunos indicadores fluorescentes y bioluminiscentes para la
cuantificacion de Ca* intracelular

TIPO APLICACION EJEMPLOS CUANTIFICACION
Fluorocromos de Medida de Ca™ Fura-2 Ex 340nm/380nm
alta afinidad para libre en la célula Indo-1 Em 405nm/485nm
Ca™ entera Quin-2 Em 495 nm

(conc. < 500 nM Fluo-3 Em 525 nm
OG-BAPTA | Em 525 nm
Fluo-3+Fura Red Em 525nm/650nm
Fluorocromos de Medida de Ca™ Bis-Fura-2 Em 340nm/380nm
baja afinidad libre en la célula OG-BAPTA-5N Em 525 nm
para Ca™ entera

(conc. > 500 nM)

Fluorocromos Medida de Ca™ Fura-Dextrano Ex 340/380nm
conjugados a en el citosol Indo-Dextrano Em 405/485nm
dextrano
Fluorocromos Medida de Ca™ Fura-BSA Ex 340/380nm
conjugados a en el citosol
proteinas
Fluorocromos Medida de Ca™ en Fura-C18 Ex 340/380nm
conjugados a las proximidades Calcium Green CI8 | Em 501 nm
acidos grasos de la membrana
de cadena larga celular
Indicadores Medida de Ca++ en | Apoaequorina/ Em 405nm
bioluminescentes citosol o en Celenterazina

compartimentos (dirigida por

secuencias génicas)

Abreviaturas, Ex, excitacién: Em. emisién: OG. Oregon Green
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2.3. Indicadores bioluminescentes de Ca**

Diferentes sistemas bioquimicos formados por proteinas funcionales y cofacto-
res orgdnicos (lumindforos) son capaces de emitir luz como consecuencia de reac-
ciones quimicas especificas. Uno de tales sistemas esti formado por la proteina
apoaequorina (22.000 Da) y el luminéforo celenterazina y se encuentra en medusas
y otros organismos luminiscentes marinos. La apoaequorina y la celenterazina, en
presencia de O,, se combinan para formar la holoproteina aequorina. En presencia
de iones Ca™, la celenterazina se oxida a celenteramida, el complejo se disocia y
emite luz azul. Recientemente, se ha clonado el ¢cDNA de la apoaequorina, lo que
ha permitido su uso para la deteccién bioluminiscente de calcio por técnicas de
andlisis de imagen. Mediante técnicas de DNA recombinante se ha conseguido,
ademads, construir vectores que permiten la expresion transitoria o estable de aequo-
rina y su direccionamiento, mediante secuencias especificas, hacia diferentes com-
partimentos subcelulares (5).

3. HOMEOSTASIS INTRACELULAR DE Ca™
3.1. Homeostasis intracelular de Ca™ en condiciones fisiolégicas

En condiciones normales, los niveles intracelulares de Ca™ son mantenidos en
un rango de concentracion de aproximadamente 0.1 pM, es decir, 10.000 veces
inferior a la del mismo i6n en el compartimento extracelular. Un aumento de Ca™
intracelular (1-10 uM) sostenido durante algunos minutos, es suficiente para provo-
car alteraciones metabdlicas, eléctricas y estructurales que conducen a la muerte
celular. Estas alteraciones parecen mediadas por la sobreactivacion de un gran
nimero de enzimas dependientes de Ca*, como proteina kinasa C. proteina kinasa
I dependiente de Ca*'/Mg*, fosfolipasas, proteasas, proteina fosfatasas, xantina
oxidasa, endonucleasas y déxido nitrico sintasa (1-4, 11). El mantenimiento de los
niveles adecuados de Ca™ es el resultado de la accion coordinada de diferentes
sistemas de transporte localizados sobre la membrana plasmadtica y en las membra-
nas de diferentes orgdnulos subcelulares, asi como de la unién especifica de Ca®
a diferentes proteinas citosélicas con distinto grado de afinidad, como se resume en
la Tabla II.

En una célula idealizada. los iones de Ca’ penetran a favor del importante
gradiente de concentracion, tras la apertura de canales de Ca® de diferente tipo. La
unién de Ca™* a proteinas con afinidad para el mismo induce la regulacion de otras
proteinas especificas. Una vez ejecutado su papel mediador, el Ca® es extruido al
espacio extracelular o secuestrado en sitios intracelulares de almacenamiento me-
diante bombas de Ca™'. Alternativamente, se puede liberar Ca’* desde sus depésitos
intracelulares como respuesta a la activacion de la via de la fosfolipasa C y consi-
guiente produccion de inositol trifosfato.
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Tabla II. Resumen de los mecanismos implicados en la homeostasis
intracelular de Ca*

1. TRANSPORTE DE Ca*™A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMATICA,
— Canales de Ca™
— Intercambiador Na'/Ca™
— ATPasa dependiente de Ca™

2. TRANSPORTE DE Ca* A TRAVES DE MEMBRANAS INTRACELULARES,
— ATPasa dependiente de Ca™ en reticulo endopldsmico y calciosomas
— Calsequestrina en cisternas terminales del reticulo endopldsmico
— Intercambiador Na*/Ca®™ de la membrana mitocondrial
— Transporte unidireccional dependiente del potencial de membrana mitocondrial

3. UNION DE Ca* POR PROTEINAS CITOSOLICAS,
— Calmodulina
— Troponina C y Parvalbimina
— Sinexina y Calelectrinas
— Diferentes proteinas relacionadas inmunolégicamente

Las proteinas capaces de unir Ca™ pertenecen a dos grandes grupos, las deno-
minadas proteinas con mano EF («EF-hand») y las anexinas. Las proteinas acepto-
ras de Ca™ se encuentran unidas a elementos del citoesqueleto o libres en el cito-
plasma. Su funcién puede ser la de activar a otras proteinas, tras sufrir un cambio
conformacional mediado por Ca®* ( proteinas «trigger» ), o la de disminuir momen-
tdneamente los niveles citosélicos de Ca®™ (proteinas «buffer») (12).

3.2. Origen del Ca* incrementado en el estrés oxidativo

Desde hace varios afos, se ha asociado la lesién celular provocada por diferen-
tes agentes oxidantes con un incremento significativo de los niveles intracelulares
de Ca’™(2.3). Para explicar tal fenémeno, se ha propuesto que el estrés oxidativo
disminuye la actividad de los sistemas intracelulares de translocacion de calcio,
ocasionando un aumento incontrolado de Ca™ intracelular (2, 3). Tal efecto podria
ser mediado, en principio, por tres mecanismos diferentes.

a) Liberacion de Ca* desde sus depositos intracelulares: Como mostré el
grupo de Orrenius (3, 13-15), el estrés oxidativo provoca la oxidacién de los grupos
SH- en las ATPasas dependientes de Ca*. La inhibicién de la actividad de estos
transportadores disminuiria la capacidad de algunos compartimentos, como el reti-
culo endopldsmico, para eliminar Ca™ del citosol, y de la membrana plasmatica
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para expulsarlo al exterior de la célula. La incapacidad de mantener un nivel bajo
de Ca™ en el citosol provocaria la activacién de enzimas degradativos dependientes
de Ca™ y desencadenaria o contribuiria a los fenémenos bioquimicos responsables
de la lesion celular irreversible y la muerte celular asociada con la pérdida de la
impermeabilidad de la membrana plasmadtica (3, 14, 15).

b) Entrada de calcio desde el exterior de la célula: Una lesion oxidativa de
la membrana plasmadtica podria conducir a un incremento del nivel intracelular de
Ca™. La penetracion de calcio seria, por tanto, secundaria a la lesién téxica inicial
y se podria producir a través de los canales de sodio (16) o a través de poros
abiertos por la lesion de la membrana plasmadtica. Este mecanismo no se opone
totalmente al anterior, puesto que la alteracion oxidativa de las bombas reguladoras
del nivel intracelular de Ca® impediria mantener un nivel suficientemente bajo de
dicho catién en estas condiciones.

¢) Penetracion de Ca’* extracelular en células lesionadas irreversiblemente:
Este mecanismo implicarfa que la entrada de Ca* es un epifenémeno asociado con
los estadios finales de la lesion celular oxidativa y no estaria relacionado con su
inicio o progresion. El Ca* sélo penetraria en las células que hubieran perdido de
forma irreversible la impermeabilidad de su membrana plasmatica.

Las caracteristicas de la lesion oxidativa en diferentes modelos celulares indican
que el aumento de Ca™ observado depende de una entrada desde el medio extrace-
lular, mds que de una liberacion desde compartimentos intracelulares, Asi, en estu-
dios que incluyen condiciones de anoxia (1-6), exposicion a sistemas de generacion
extracelular (17) o intracelular (18) de especies reactivas de oxigeno y tratamiento
con acetaminofeno (19) o cianuro (20), se ha comprobado que el incremento de
Ca™ intracelular asociado con la lesién oxidativa es inihibido cuando las células son
incubadas en un medio libre de Ca® extracelular.

4. ALTERACIONES DE LA HOMEOSTASIS DEL Ca™ EN EL ESTRES
OXIDATIVO: ;CAUSA O CONSECUENCIA DE LA CITOTOXICIDAD?

Los datos experimentales de que disponemos muestran de forma evidente la
asociacion entre lesion celular por estrés oxidativo y elevacién de los niveles intra-
celulares de Ca™. Sin embargo, no existen pruebas directas de que este aumento de
Ca™ sea el causante de la lesion celular. Si tal fuera el caso, dos premisas deberian
ser demostrables experimentalmente:

a) El incremento de Ca™ intracelular deberia preceder en el tiempo a la lesién
celular por estrés oxidativo.

b) La prevencién del aumento intracelular de Ca® deberia evitar o reducir la
intensidad de la lesion celular oxidativa.
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4.1. Secuencia de eventos metabdlicos en la toxicidad de agentes oxidantes

Los resultados obtenidos con diferentes tipos celulares y modelos de lesion,
relacionados con el estrés oxidativo, apoyan la idea de que el incremento intra-
celular de Ca®™ no precede a la lesién celular e, incluso, de que dicha elevacién es
un fenémeno relativamente tardio en la secuencia de eventos metabdlicos de la
lesion,

En algunos casos, las pruebas de la independencia de la lesion oxidativa se han
obtenido aplicando técnicas digitales de fluorescencia, que han permitido estimar
simultineamente los niveles intracelulares de Ca® y la progresion de cambios mor-
folégicos estereotipados en células individuales (10, 19, 21-23). Por otra parte, la
citometria de flujo multiparamétrica con fluorocromos especificos, permite relacio-
nar temporalmente las variaciones en el contenido intracelular de Ca® con otros
eventos bioquimicos y estructurales, marcadores cronolégicos de las etapas de la
lesion celular, como lo demuestran los datos de nuestro laboratorio que serdn pre-
sentados mds adelante, en relacién con el papel del estrés oxidativo y Ca** intrace-
lular con los fendmenos de muerte celular por apoptosis.

Desde hace mucho es conocido que la formacién de protuberancias en la
superficie celular («blebs») es una de las primeras manifestaciones de citotoxici-
dad en hepatocitos (2.24). Este fendmeno estd mediado por una disociacién de los
filamentos de actina en el citoplasma y por la rotura proteolitica de proteinas
que se unen a actina, inhibiendo el anclaje de los elementos del citoesqueleto a
la membrana plasmatica (3). La implicacion de Ca™ en este evento de la lesién
se proponia a partir de pruebas indirectas, como la induccién experimental de
protuberancias por ionéforos de Ca™ (2) y su prevencién por el tratamiento con
quelantes de Ca™ (25). Sin embargo, utilizando técnicas digitales de microscopia
de fluorescencia, el grupo de Lemasters demostré que la formacién de protube-
rancias precede a los cambios en la concentracién intracelular de Ca*™ en hepato-
citos individuales expuestos a cloruro merctrico o cistamina (21). Con el mismo
tipo de aproximacion metodolégica, Sakaida er al. (22) mostraron que la muerte
inducida por perdéxido de ter-butilo en cultivos de hepatocitos no se asociaba a un
aumento sostenido de Ca® intracelular. Mds recientemente, los estudios microscé-
picos cuantitativos de Harman y Maxwell (4) han confirmado que la toxicidad de
agentes considerados oxidantes modelo en estudios de estrés oxidativo. como
adriamicina, aloxano, menadiona o perdxido de ter-butilo, no dependia de la ele-
vaciéon de Ca™ intracelular, sino que este cation se acumulaba en los estadios
morfolégicos finales de la lesion, inmediatamente antes de la pérdida de la imper-
meabilidad de membrana, visualizada por la penetracion del fluorocromo yoduro
de propidio. En otros modelos relacionados de lesion celular, como la inducida por
acetaminofeno (19) o tetracloruro de carbono (23), la microscopia digital de fluo-
rescencia confirma igualmente la dificultad en atribuir un papel causativo al incre-
mento de Ca™ intracelular asociado con la induccién de muerte celular por dife-
rentes agentes toxicos.
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Puesto que los estudios que atribuyen un papel esencial al Ca** en la induccién
de lesién celular se basan, fundamentalmente, en pruebas indirectas, como el papel
protector de los quelantes de Ca™ o la induccién de lesién celular por ionéforos de
Ca™, es posible que los resultados obtenidos se refieran a efectos bioquimicos de
los propios quelantes o ionéforos (4). Asi, los agentes quelantes pueden inhibir el
estrés oxidativo por la formacién de complejos con iones férricos, previniendo de
esta forma la generacion de radicales hidroxilo. Por otra parte, un ionéforo puede
inducir cambios secundarios, como una caida de los niveles de ATP, que podrian
ser mds relevantes al proceso de la lesién que el propio incremento de Ca**, como
se discutird mds adelante.

4.2. Lesion celular en ausencia de incremento de Ca™ intracelular

Distintos datos experimentales indican que la incubacién de células en medios
pobres en Ca’ no proporciona una proteccién significativa frente a la lesién indu-
cida por agentes oxidantes, atin en ausencia de un incremento en la concentracién
intracelular de Ca® (4, 19, 21). Asi, Harman y Maxwell, utilizando microscopia
digital de fluorescencia muestran que el transcurso morfoldgico de la lesion indu-
cida por peréxido de ter-butilo en hepatocitos aislados es idéntico en presencia o
ausencia de Ca™ extracelular, a pesar de que en este iltimo caso, la muerte celular
no se ve precedida de un aumento del nivel intracelular de calcio. Otras pruebas en
este sentido surgen de modelos experimentales relacionados con el fenémeno de
isquemia-reperfusion, situacion lesiva asociada con estrés oxidativo (26) y altera-
cién de la homeostasis intracelular de Ca®™* (27). Asi, la hipoxia quimica (desoxiglu-
cosa mds cianuro) provoca un aumento del contenido intracelular de Ca® y un
descenso del pH intracelular en cultivos de miocitos, pero la viabilidad celular sélo
se afecta cuando las células son lavadas e incubadas en medio control (modelo
de reperfusién), condiciones en las que se produce un aumento del pH intracelu-
lar (28). Si el aumento de pH se inhibe con dimetilamiloride, la viabilidad celular
se mantiene, aunque el Ca® intracelular aumente. Por otra parte, si los miocitos son
reperfundidos en presencia de diclorobenzamilo, un inhibidor del intercambio Na'/
Ca™, el Ca® intracelular disminuye, pero no se observa ningin efecto protector
frente a la letalidad (29). Tales resultados indican que en el modelo de isquemia-
reperfusion, es el cambio en el pH intracelular, mds que el incremento de Ca™, el
responsable de la lesion celular.

5. PAPEL DEL CALCIO EN LA DISFUNCION MITOCONDRIAL INDUCIDA
POR EL ESTRES OXIDATIVO

Los resultados mencionados anteriormente no apoyan la idea de un papel del
Ca™ como mediador fundamental de la accién citotéxica de los agentes oxidantes.
Sin embargo, datos més recientes sugieren que ¢l incremento de Ca™ citosélico estd
relacionado como causa o, mds probablemente, resultado de una temprana despo-
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larizacion de la membrana mitocondrial que se ha observado en muchos fenémenos
de lesion y muerte celular (necrosis o apoptosis) inducida por estrés oxidativo (4).
Los dos mecanismos hipotéticos propuestos implican, respectivamente, la disminu-
¢i6n del potencial de membrana mitocondrial como consecuencia de un flujo ace-
lerado de Ca™ a través de la misma, o del incremento de la permeabilidad de la
membrana interna, inducido por alteraciones estructurales de sus fosfolipidos.

5.1. Transporte incrementado de Ca® y disfunciéon mitocondrial

Esta teoria postula que un incremento sostenido de la captacién mitocondrial de
Ca™, a través del sistema dependiente del potencial de membrana, llegaria a abolir
o reducir dicho potencial (14,17). Por otra parte, la oxidacién de los nucledtidos
NADH y NADPH intramitocondriales resultaria en un eflujo acelerado de Ca™
desde la mitocondria (14, 17). Dicha situacién conduciria a un fenémeno de reci-
claje de Ca™ a través de la membrana mitocondrial, acompaiiado de la pérdida de
la capacidad homeostitica de dicho orgdnulo y de una desenergizacién de su mem-
brana.

Los datos experimentales que apoyan esta hipdtesis se basan en el efecto pro-
tector de agentes quelantes de Ca™. como EGTA o Quin-2, en correlacién con el
mantenimiento de la funcién mitocondrial (14, 17). Sin embargo, dichos agentes
son también quelantes de iones férricos, por lo que la proteccién podria més bien
deberse a una inhibicion de la produccién de radicales hidroxilo (4).

Por otra parte, la energia metabélica consumida en el reciclaje mitocondrial de
Ca™ no es sustancial y, probablemente, seria necesario un importante flujo de Ca®
para llegar a colapsar el potencial de membrana mitocondrial (4, 30). Por dicha
razén, cabria esperar un aumento significativo de la concentracién intracelular de
Ca™ previamente a la despolarizacién mitocondrial. Sin embargo, diferentes datos
experimentales, obtenidos independientemente con dos técnicas citométricas
complementarias en modelos de lesién oxidativa, apoyan una secuencia de eventos
en la que la reduccién del potencial de membrana mitocondrial es un evento muy
temprano, que precede al incremento significativo de Ca™ y a la pérdida de la
impermeabilidad de la membrana plasmdtica y la muerte celular (4, 31). En ambos
estudios, se cuantificé la polarizacién mitocondrial con el fluorocromo catiénico
rodamina 123, que se acumula en la matriz mitocondrial en funcién del potencial
de membrana de la mitocondria (32, 33).

Asi, Harman y Maxwell (4), mediante técnicas digitales de citometria de ima-
gen, demuestran que la despolarizacién mitocondrial se produce en las etapas
iniciales de la exposicion de hepatocitos de ratén a concentraciones toéxicas
de diferentes agentes inductores de estrés oxidativo (aloxano, adriamicina, mena-
diona o tBuOOH), mientras que el aumento de Ca™ es un fenémeno relativamente
tardio y asociado a la lesion irreversible de la membrana plasmdtica y la necrosis
celular.

213



5.2. Incremento transitorio de la permeabilidad de la membrana interna
y pérdida del potencial mitocondrial

Recientemente, se ha renovado el interés en la conocida relacién entre el estrés
oxidativo y la induccién de permeabilidad transitoria en la membrana mitocondrial
interna. Esta transicién de permeabilidad supone una permeabilidad incrementada a
los iones, hinchazén mitocondrial, desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa y
colapso del potencial de membrana mitocondrial (34, 35). Hay datos experimentales
que sugieren que dicha transicion depende de cambios en el estado ciclico de
acilacién/desacilacion de los fosfolipidos de la membrana mitocondrial interna: la
activacion, dependiente de calcio, de la fosfolipasa a,, conducirfa a un incremento
de la desacilacion de fosfolipidos en condiciones de un aumento de Ca* intrami-
tocondrial (36). Por su parte, el estrés oxidativo podria alterar aquel ciclo al inhibir
la reacilacion de los lisofosfolipidos y la consiguiente acumulacién de éstos y de
dcidos grasos en la membrana provocaria su disfuncién. En este sentido, hay que
destacar que la adicién de lisofosfolipidos exdgenos incrementa la permeabilidad
mitocondrial (37), mientras que los inhibidores de la fosfolipasa a, (38) y la ciclos-
porina A (39) revierten la permeabilidad.

De acuerdo con tales pruebas, es posible relacionar una elevacion de Ca® intra-
mitocondrial con un incremento de la degradacion parcial de fosfolipidos de la
membrana mitocondrial interna y un aumento de la permeabilidad de ésta, condu-
cente a una despolarizacién de la mitocondria. Sin embargo, es dificil compatibili-
zar esta hipotesis con la teoria clisica que relaciona el dafio oxidativo con la ho-
meostasis de Ca’* a través de la activacion de enzimas degradativos, como las
propias fosfolipasas, ya que dicha hipétesis predice un eflujo de Ca™ intramitocon-
drial como consecuencia de la oxidacion de tioles intramitocondriales y no un
incremento de Ca® en el interior de la mitocondria (2,3).

6. DISFUNCION MITOCONDRIAL, ESTRES OXIDATIVO Y ALTERACION
DE LA HOMEOSTASIS DEL CALCIO EN LA APOPTOSIS

Hasta hace muy poco, los modelos de dafio oxidativo, como los referidos ante-
riormente, en los que se ha evaluado la contribucién de la homeostasis del Ca™, han
consistido, fundamentalmente, en la induccién de necrosis, como punto final de la
lesion celular. La muerte celular por necrosis es evidenciada metodolégicamente
por la pérdida irreversible de las propiedades de permeabilidad selectiva de la
membrana plasmatica, bien por deteccion en el medio exterior de enzimas y otras
macromoléculas intracelulares, bien por medida de la penetracion de moléculas
habitualmente excluidas por la membrana celular. En los dltimos afios, la Toxico-
logia Celular ha tenido que incluir entre los sensores de dafio celular el complejo
fenomeno de la apoptosis, restringido hasta no hace mucho al concepto de muerte
celular programada, y que, por el contrario, se ha demostrado estar presente en
numerosisimos procesos farmacoldgicos y toxicoldgicos (40). Los estudios mds
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recientes indican que, en muchos casos (incluyendo modelos de lesion oxidativa),
la induccién de muerte celular por apoptosis o por necrosis depende tinicamente de
la intensidad o la duracién del efecto lesivo de la misma sustancia o de la sensibi-
lidad de la célula diana (41-43).

Se entiende por apoptosis un tipo de muerte celular que difiere fundamentalmen-
te, en naturaleza y sentido bioldgico, de la muerte accidental por necrosis, resultado
de severos cambios lesivos no fisiolégicos (40). En la apoptosis, un proceso activo
de autodestruccién celular, regulado genéticamente, se dirige a la eliminacién selec-
tiva de células individuales o grupos celulares, con fines, en general, de manteni-
miento de la homeostasis de una poblacién celular. Por otra parte, el programa de
apoptosis puede ser desencadenado por un gran nimero de sefales extracelulares y
su desregulacién juega un papel importante en diversas patologias en las que la
abundancia y la madurez funcional de poblaciones celulares especificas resultan
alteradas (cdncer, inmunodeficiencias, fendmenos neurodegenerativos, etc.) (40).

Aunque los fenémenos bioquimicos relacionados con la decisién y ejecucion de
la muerte celular por apoptosis son todavia desconocidos en su totalidad, es impor-
tante, en el contexto del presente capitulo, destacar la conexion entre estrés oxidati-
vo, homeostasis alterada del Ca™ y disfuncién mitocondrial que surge recientemente
como posible ruta central que relaciona los eventos bioquimicos tempranos, posibles
senalizadores metabdlicos, con la instauracion de un ambiente subcelular adecuado
para la activacion de mecanismos enzimaticos imprescindibles para la organizacién
del proceso apoptotico. Por otra parte. dicha conexion se relaciona, a través de la
funcién mitocondrial, con el alto coste energético del complejo y ordenado fendme-
no de la apoptosis y predice la posible disyuntiva apoptosis frente a necrosis, en
funcion del mantenimiento de un suficiente nivel intracelular de ATP (43).

Numerosos estudios experimentales demuestran que la apoptosis se acompana
por estrés oxidativo (44-48). Asi, en determinadas condiciones, agentes inductores
cldsicos de estrés oxidativo inducen apoptosis (49). Por otra parte, la citometria de
flujo funcional indica, ademds. que en determinados modelos de apoptosis no indu-
cida por estrés oxidativo exdgeno (como, por ejemplo, la supresién de factores de
crecimiento, refs. 31, 41), se produce una generacion temprana de especies reactivas
del oxigeno. Una idea de la importancia fisiol6gica del estrés oxidativo en la apop-
tosis deriva del papel del protooncogén bel-2. que induce una respuesta antioxidante
y previene la apoptosis celular (43). Entre las especies oxidantes que han merecido
atencion reciente como mediadores de apoptosis, destaca el 6xido nitrico (NO) y su
derivado peroxinitrito (ONOQ"), posiblemente como consecuencia de lesioén oxida-
tiva al DNA y expresion aumentada del gen supresor p53 (50). ONOO'. por su
parte, induce apoptosis de forma dependiente del tiempo y la concentracion (51),
aunque a concentraciones elevadas. puede inducir necrosis (52).

El papel del Ca™ en la apoptosis es, ain, controvertido. Aunque desde hace
muchos afios es conocido que, en muchos casos, un aumento del Ca™ intracelular
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acompaiia a la apoptosis (40), las hipotéticas dianas metabélicas del Ca®™ incremen-
tado y su papel senalizador/ejecutor en la apoptosis pueden ser miltiples. Asi, la
rotura secuencial de la cromatina nuclear, una marca caracteristica de la apoptosis,
parece deberse a la activacién de endonucleasas dependientes de Ca®, secundaria
a un incremento de la concentracion de este cation (11, 53). Otros enzimas degra-
dativos podrian estar implicados en este efecto mediado por Ca®. Por ejemplo,
diferentes proteasas de cisteina, similares a la proteasa ICE (Interleukin |B-Conver-
ting Enzyme) de mamiferos y con el producto del gen pro-apoptético ced-3 de
Caenorabdithis elegans, son capaces de inducir la activacién de nucleasas depen-
dientes de Ca™.

Las especies reactivas de oxigeno y el Ca™ estdn relacionados entre sf a través
del compartimento mitocondrial. Por una parte, el estrés oxidativo estimula la libe-
racion especifica de Ca™ desde la mitocondria y, por otra, una aceleracion del ciclo
liberacion/captacion de Ca® por la mitocondria incrementa la generacién de espe-
cies reactivas de oxigeno (43). En el caso del NO, por ejemplo, su efecto estd
mediado por su unién a la citocromo oxidasa, la inhibicién de la respiracion mito-
condrial y la desenergizacion de la mitocondria (43), mientras que el ONOO' parece
activar la liberacion de Ca® por una via especifica (43).

La relacion indicada pone de manifiesto el importante papel de la funcién mi-
tocondrial en los mecanismos de la apoptosis y, en general, de la muerte celular.
Asi, aunque en los fenémenos de necrosis, el papel del Ca™ incrementado parece
ser bastante tardio en la secuencia de eventos morfol6gico-funcionales descritos. en
los fenémenos de apoptosis, el reciclaje de Ca™ mitocondrial y su efecto energético
parecen mucho mds importantes, como postula el grupo de Richter (43), sobre la
base del efecto protector de la ciclosporina A, un inhibidor de la liberacién de Ca™
mitocondrial inducida por agentes oxidantes o por NO y de la supresioén, por
inhibidores de la captacién mitocondrial de calcio, de la apoptosis inducida por
TNF-c. Para este grupo, la proteina bel-2 representa el vinculo central entre estrés
oxidativo, Ca’* y potencial de membrana mitocondrial (PMM) en la inhibicién de
la apoptosis. Por una parte, bcl-2 suprimiria el reciclaje de calcio inducido por
estrés oxidativo y estabilizaria asi el PMM, evitando la deplecién del ATP celular.
Por otra parte, a través de una estabilizacién del cociente NADH/NAD" se podria
inhibir la liberacién de Ca* desde el reticulo endopldsmico por el mecanismo depen-
diente de la ADP-ribosa ciclica derivada de NAD" (43).

La integracion de los anteriores conceptos conduce a la idea del papel regulador
del PMM vy, de forma inmediata, del contenido intracelular de ATP en los fenome-
nos de apoptosis y, también de muerte celular por necrosis. Segiin la hipotesis del
control de la apoptosis por el nivel de ATP (43), una célula se mantendria viva
mientras mantuviera un determinado nivel de ATP. Cuando el nivel de ATP cae por
debajo de este umbral, se induce la apoptosis si se dispone de suficiente ATP para
atender al coste energético del proceso ordenado de desintegracion celular, Cuando
la pérdida de ATP es demasiado severa, la muerte celular controlada se hace im-

216



posible y se instaura la necrosis. A favor de la hipdtesis estdn los datos que mues-
tran que la estabilizacion del PMM por sobreexpresion de bel-2 o por accion del
ionoforo nigericina previenen la apoptosis inducida por TNF-a (55) y el elevado
PMM de muchas lineas de células procedentes de carcinomas (56). Muy interesan-
te, en este contexto, es la elevada correlacion positiva hallada entre la expresién de
bel-2 y el estado energético intracelular, estimado por el cociente ADP/ATP, y la
relacién negativa de ambos pardmetros y la sensibilidad a la apoptosis inducida por
glucocorticoides en seis diferentes lineas humanas o murinas de leucemia y linfoma
(57). En tales experimentos, un cociente ADP/ATP cercano a (.2 define el umbral
ente supervivencia y muerte por apoptosis en todos las lineas.

La aplicacion de la citometria de flujo y la separacion celular permite el estudio
secuencial de los cambios estructurales y funcionales que acompanan a la muerte
celular (58). Mediante estas aproximaciones y utilizando un fluorocromo (JC-1)
sensible especificamente al PMM, el grupo de Cossarizza (43, 59) ha mostrado que
el PMM disminuye a medida que progresa la apoptosis en diferentes modelos ex-
perimentales, utilizando como indicador de progresion, la degradacion endonucled-
sica de la cromatina nuclear en el conjunto de la poblacion celular estudiada. Para
Cossarizza et al., el PMM se mantiene en las etapas iniciales, de acuerdo con su
papel energético necesario para completar determinados eventos bioquimicos, mien-
tras que la caida del PMM en las etapas finales contribuye a la subsiguiente deple-
cion de ATP. Por el contrario, otros grupos, en modelos similares de apoptosis, pero
utilizando un fluorocromo (DiOC,(3)) de menor especificidad mitocondrial, han
sugerido que el PMM disminuye ya en las primeras etapas de la apoptosis, anterio-
res a la degradacién del DNA (60).

El cardcter multiparamétrico de la citometria de flujo posibilita restringir los
andlisis metabdlicos a células individuales en diferentes estadios del proceso apop-
tético, estimados simultdneamente al pardmetro funcional de interés, lo que evita la
necesidad de separacion fisica de las subpoblaciones diferenciadas o de utilizar
modelos de apoptosis de progresion sincrénica. Mediante la aproximacion multipa-
ramétrica y utilizando como indicador de progresién de la apoptosis, la permeabi-
lidad parcial al fluorocromo yoduro de propidio, en nuestro laboratorio hemos es-
tudiado por citometria de flujo las variaciones del PMM, la generacién de especies
reactivas de oxigeno y los niveles intracelulares de calcio a lo largo de la progresion
de la apoptosis en cultivos de hepatoma de rata incubados con bajas concentracio-
nes de suero bovino fetal ( 1% SBF) o tratados durante varias horas con concen-
traciones bajas de perdxido de ter-butilo. Nuestros resultados (Figura 2) muestran
(31, 41) que las etapas iniciales de la apoptosis estin acompafiadas por una reduc-
cion significativa del PMM (determinado con un fluorocromo especifico mitocon-
drial, rodamina 123), una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno y un
incremento discreto del Ca® intracelular. La progresién en el proceso apoptético
supone un notable incremento del PMM vy de los niveles intracelulares de Ca™.
Estos datos apoyan la idea de que un menor aporte energético mitocondrial, asocia-
do con estrés oxidativo (endégeno o exégeno) se produciria en los estadios iniciales
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Figura 2. Secuencia de eventos metabdlicos en la progresion de la apoptosis inducida por
perdxido de ter-butilo ImM en cultivos de hepatoma de rata. El panel superior de la figura
muestra la discriminacion por citometria de flujo de células preapopiiticas v apoptiticas por
sus propiedades de dispersion de luz vy permeabilidad parcial al yodure de propidio. Se aprecia
un incremento en el porcemiaje de células en apoptosis en un cultivo incubado con | mM
peréxido de ter-butilo (-BOOH). Los trazados siguientes muestran la evolucion temporal de la
actividad peroxidativa, el potencial de membrana mitocondrial v los niveles intracelulares de
Ca’*, determinados por citometria de flujo, en las poblaciones preapoptéticas v apoptoticas en
dichas condiciones experimentales. Se aprecia que la generacion de especies reactivas de oxi-
geno es un evento temprano, que se produce con igual intensidad en las células preapoptoticas
v en las apoptéoticas. El potencial de membrana mitocondrial disminuye en las preapoptiticas
v aumenta en las apoptoticas, mientras que la acumulacion de Ca’* es mucho mayor en las
células apoptéticas.
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de la apoptosis, mientras que la utilizacién de la energia mitocondrial para los
procesos regulados por la via apoptdtica. podria contribuir al desabastecimiento de
ATP intracelular y a la desregulacion de la homeostasis del calcio.

El delicado equilibrio entre apoptosis y necrosis, podria ser alterado incluso
cuando una célula ya ha iniciado la via apoptotica de muerte celular. Asi, datos
recientes de nuestro laboratorio, obtenidos por citometria de flujo en células de
hepatoma con restriccion de SBF, sugieren que la reduccién del PMM por sobre-
carga de las células en etapas tempranas de apoptosis con el propio fluorocromo
rodamina 123 (molécula catidnica lipofilica con propiedades andlogas a las de agen-
tes iondforos clisicos), desvia estas células hacia la muerte por necrosis, eviden-
ciada por una pérdida casi inmediata de la impermeabilidad al yoduro de propidio
(Manuscrito en preparacion).

7. CONCLUSIONES

La asociacion entre estrés oxidativo y alteracion de la homeostasis intracelular
de Ca™ es un fenémeno bioldgico importante en los mecanismos de induccién de
muerte celular por necrosis accidental o por apoptosis, por lo que su estudio expe-
rimental tiene importantes implicaciones en la comprension de fenémenos toxicos
y farmacolégicos, pero también de orden fisiol6gico en relacion con el control de
poblaciones celulares por muerte celular programada.

Los datos experimentales mds recientes indican que el compartimento mitocon-
drial juega un papel esencial en la relacién entre estrés oxidativo y homeostasis de
Ca™, siendo la mitocondria, a la vez fuente y diana de numerosas especies oxidantes
derivadas del oxigeno y comportandose dicho orgdanulo como aceptor o liberador de
Ca™. Precisamente, una teorfa apoyada por datos experimentales concretos, postula
que un incremento del reciclaje de Ca’™ a través de la membrana mitocondrial
supondria la desenergizacién de la mitocondria y redundaria en una pérdida celular
de ATP. El estrés oxidativo, a su vez. es causa y consecuencia de este fendmeno
y la prevencion de su induccién puede inhibir o atenuar la intensidad de la lesion
celular, demostrando su importante relacién con las alteraciones indicadas, siendo
sugerente la conexién metabdlica entre la accién antioxidante de la proteina bcl-2,
producto de un gen antiapoptético, con el mantenimiento de los niveles intracelu-
lares de energia.

El andlisis bioquimico en diferentes modelos de muerte celular parece demostrar
que el contenido intracelular de ATP es el pardmetro clave en la determinacion de
la supervivencia celular frente a diferentes tipos de lesién, incluyendo lesion oxi-
dativa. El mantenimiento de una carga energética adecuada (un cociente ADP/ATP
cercano a 0.2) permitiria la supervivencia celular. Una disminucién de ATP, man-
teniendo un nivel suficiente para la ejecucion de diferentes procesos ordenados,
permitiria la induccién de la muerte celular por apoptosis, mientras que una caida
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mis rdpida o importante del ATP intracelular serfa imcompatible con una disgrega-
cion celular regulada y desencadenaria la destruccion celular por necrosis.

La utilizacion de técnicas avanzadas de andlisis en células individuales, como
son la citometria de flujo y la microscopia de fluorescencia (digital y confocal) debe
permitir un avance significativo en la resolucién de los fenémenos de lesion celular
derivados del estrés oxidativo y la desregulacion de la homeostasis intracelular de
Ca™ y su aplicacién al mejor conocimiento de un fendmeno de esencial implicacién
fisiologica, terapéutica y toxicolégica como es la muerte celular.
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RESUMEN

En este trabajo se ha analizado el efecto de las enfermedades vasculares sobre
la sintesis y funcién del 6xido nitrico (NO) a nivel vascular. El NO se sintetiza a
partir del nitrégeno del terminal guanidino de la L-arginina por medio de la NO
sintasa (NOS) de la que se han descrito dos isoformas, una constitutiva (neuronal
y endotelial) y otra inducible, dependiente e independiente de calcio y calmodulina,
respectivamente. El NO activa la guanilato ciclasa soluble en las células receptoras,
incrementando sus niveles intracelulares de GMPc, que en el caso de las células
musculares lisas o de las plaquetas media los efectos vasodilatadores y antiagregan-
tes plaquetarios, producidos bdsicamente por su capacidad para reducir el calcio
libre intracelular. EI NO es ademds depresor de la contractilidad miocardica y
citostitico. Una deficiencia en la formacién de NO se ha implicado en la patogé-
nesis de ciertas enfermedades. tales como la hipertensién esencial. la aterosclerosis.
la angina y el vasospasmo. En otros casos, una excesiva produccién de NO puede
ser inapropiada y estar implicada en la hipotension, sepsis, accidentes isquémicos
cerebrovasculares, depresion miocdrdica y respuestas inflamatorias. La hipertensién
produce cambios morfolégicos que afectan al endotelio y que usualmente conducen
a un disbalance entre los factores endoteliales vasoconstrictores (como el tromboxa-
no A,) y vasodilatadores (prostaciclinas y NO). El tratamiento antihipertensivo no
parece revertir la disfuncioén endotelial en los pacientes hipertensos. La aterosclero-
sis y la diabetes mellitus producen una reduccion de la relajacion endotelio-depen-
diente debido a una disminucién de la formacion endotelial de NO asi como a un
incremento de los radicales libres de oxigeno, y en el caso de la diabetes también
a un incremento de los eicosanoides vasoconstrictores. En el shock séptico existe
una excesiva produccion de NO por activacién de la NOS inducible lo que explica
la marcada depresion miocdrdica y la incapacidad de los agentes vasoconstrictores,
como la dopamina, para inducir respuestas. En los procesos patolégicos antes men-
cionados, en los que se ha constatado una deficiencia en la formacién vascular de
NO, se ha intentado subsanar por diferentes vias que aportan este compuesto, in-
cluida la administracion directa de NO; entre estas vias merece especial mencion los
agentes donantes de NO, considerados como profdrmacos, y la L-arginina que fa-
cilita su formacion.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad se considera al endotelio vascular como una glandula endocrina
capaz de generar una serie de sustancias que juegan un papel importante en la
modulacién de la homeostasis vascular, asi como en la regulacion de determinadas
funciones fisiolégicas, tales como la inflamacién, la agregacion plaquetaria, la fibri-
nolisis, la angiogénesis y la mecanorrecepcion (1-3). Posee la enzima conversora de
la angiotensina que participa en el metabolismo de compuestos tales como la angio-
tensina y la bradicidina (1. 2).

El endotelio sintetiza una gran variedad de sustancias paracrinas tales como el
potente agente vasoconstrictor endotelina, los agentes antiadherentes y antiagregan-
tes, como la prostaciclina y el factor relajante derivado del endotelio (EDRF), el
factor activador de plaquetas, el factor hiperpolarizante derivado del endotelio
(EDHF), el factor tisular activador de plasmindgeno, interleucinas, el factor von
Willebrand y algunos factores de crecimiento (1, 4-8). Asimismo, se ha demostrado
que el EDRF es el radical libre 6xido nitrico (NO) (7. 9-12).

El objeto del presente estudio es comentar los resultados descritos en la litera-
tura cientifica relacionados con el papel del NO en las enfermedades vasculares
analizando previamente los mecanismos implicados en la sintesis de NO.

2. ENDOTELIO VASCULAR Y SINTESIS DE NO
2.1. EDRF y NO

Furchgott y Zawadzki (13) descubrieron en 1980 el EDRF al demostrar la capa-
cidad de las células endoteliales para liberar este potente agente vasodilatador que
modula determinadas respuestas vasodilatadoras. Este factor induce una vasodilata-
cion rdpida y transitoria (11, 13, 14). Inicialmente se sugirié que el EDRF podria ser
un factor libil que participaba en las reacciones redox a pH fisiolégico (14-16),
incluyendo la posibilidad de que el EDRF fuera un radical libre derivado del meta-
bolismo del dcido araquidénico (7, 14). En 1987, Palmer er al. (9) demostraron que
las células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo liberaban NO, que detectaron
por quimioluminiscencia. en una concentracién suficiente para inducir vasodilata-
cion, demostrando de esta manera que el EDRF era precisamente NO. El hecho de
que el NO también produjera una relajacion transitoria en anillos de aorta de conejo,
similar a la relajacion causada por el EDRF, y que ambas relajaciones se inhibieran
de forma semejante por la hemoglobina y se potenciaran por superéxido dismutasa,
barredores de NO y del anién superdxido (O, ), respectivamente (11, 17), confirmé
adicionalmente que el EDRF y el NO parecian ser la misma sustancia. Otros expe-
rimentos también apoyaron esta hipotesis, es decir, que el EDRF y el NO son indis-
tinguibles farmacolGgicamente, con vida media similar (9, 11). Todos estos hallaz-
gos permitieron concluir definitivamente que el EDRF es NO (7, 9-11).
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ElI NO es una de las mds pequefias y ubicuas moléculas conocidas y un impor-
tante metabolito en las células de los mamiferos (11, 18). Es un gas con una solu-
bilidad moderada en agua, alcanzando en condiciones normales a nivel de satura-
cién una concentracién de 1,9 mM (19, 20). Es un radical libre conteniendo un
electron desapareado que puede intervenir en varias reacciones, actuando como un
débil oxidante o reductor (21). Su carga neutra le permite una difusién libre a través
de las membranas biologicas (22).

El NO puede reaccionar con el O, formando en una solucién acuosa el potente
oxidante denominado peroxinitrito (ONOO), que parece estar implicado en la oxi-
dacion de proteinas en condiciones fisiol6gicas (12, 22).

El NO es capaz de formar S-nitrosotioles al reaccionar con grupos sulfhidrilo
(-SH). Los S-nitrosotioles son potentes inhibidores de la agregacién plaquetaria y
vasodilatadores como el EDRF (22).

2.2. Sintesis celular del NO

Un ndmero elevado de células poseen la capacidad de sintetizar NO a partir del
dtomo de nitrogeno del grupo guanidino terminal de la L-arginina por medio de la
enzima NO sintasa (NOS) (9, 10, 23) (Figura 1). Esta sintesis implica la formacion
del compuesto intermedio, N“-hidroxi-L-arginina (L-OHArg) por medio de la nico-
tinamida-adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH) y la tetrahidrobiopterina
(BH,) (11, 24). El compuesto L-OHArg se forma por N-oxigenacion de la L-argi-
nina (25-27), a continuacion se produce una ruptura oxidativa del enlace C=N de
la L-OHArg, conduciendo a la formacion del aminodcido citrulina y el NO (25-28);
en ambos pasos se consume NADPH y O, (25. 26, 29) (Figura 1).

Dada la importancia de la L-arginina para la actividad de la NOS, las células
que sintetizan NO poseen un sistema para la captacion activa intracelular de la
arginina. El transportador para esta captacién o incorporacién es, esencialmente, el
denominado y*, que transporta aminodcidos cationicos (20, 30). Algunos inhibido-
res de la NOS, tales como la L-N%metilarginina y L-iminoetilornitina, parecen
competir con la arginina por el transportador y*, por lo que su potencia puede
incrementarse al reducirse la cantidad de arginina disponible (20).

La sintesis y liberacion de EDRF es un proceso dependiente de calcio (11, 29,
31, 32). Existe un consenso general de que las células endoteliales no poseen
canales de calcio voltaje-dependientes funcionales (33, 34). El tipo de canal de
calcio por el que entra a las c€lulas o la via por la que se incrementan los niveles
intracelulares de calcio no estd claramente establecido. Se ha sugerido que la entra-
da se produce a través de canales dependientes de receptores y que la liberacion de
calcio de los depositos intracelulares parece participar en el incremento de estos
niveles (35).
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Figura 1. Biosintesis del NO a partir del grupo guanidino terminal de la L-arginina por la
célula endotelial (CE); L-arginina (L-Arg) entra a la célula endotelial a través del sistema y".
En las células endoteliales, la activacion de receptores (R) por sus correspondientes agonistas
tacetilcolina, ACh; bradicidina, BK; ADP, ¢tc. ) conduce a la entrada de calcio v a la sintesis
de NO por activacién de la NO sintasa (NOS) que incorpora oxigeno (0,) para formar L-
citrulina y NO a través de un compuesto intermediario N*-hidroxi-L-arginina (L-OHArg). Esta
sintasa se bloquea con N°-monometil-L-arginina (L-NMMA). La oxidacion de L-OHArg a L-
citrulina también requiere NADPH y tetrahidrobiopterina (BH ). El citocrome P450) puede tam-
bién catalizar el segundo paso en la formacion de NO y citrulina. En la célula muscular lisa
(CML), el NO activa la guanilato ciclasa soluble (GCS) incrementando los niveles de GMPe,
dicha enzima se inhibe con el azul de metileno. El GMPc¢ formado tras la estimulacion de la GCS
produce relajacién por varios mecanismos entre los cuales podemos mencionar la inhibicion
(-) de la entrada de Ca’* a través de los canales dependientes de receptores (CDR), estimulacion
(+) de la ATPasa cdlcica de la membrana o de la cinasa dependiente del GMPe¢ que puede
fosforilar a la miosina de cadena ligera (MLCK): mecanismos que conducen a la vasodilatacion.
En la parte inferior: en la inflamacion las células endoteliales regulan la sintesis de NO en
células musculares lisas a través del aporte de BH,, ¢NOS y iNOS= NO sintasa constitutiva ¢
inducible. Para mas detalles consultar el texto.
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El mecanismo fundamental implicado en la relajacién del masculo liso vascular
inducido por el NO consiste en la reduccion del calcio libre intracelular (36-38). Sin
embargo, este mecanismo no es (nico puesto que parece existir otro independiente
del calcio libre citosélico (38).

La despolarizacién y la ouabaina, un inhibidor de la ATPasa Na'.K"- dependien-
te, reducen la vasodilatacién dependiente del EDRF (39,40.41), lo que sugiere una
implicacion de esta enzima en el efecto o liberacion de este factor.

La supresién del endotelio incrementa la vasoconstriccion inducida por diferen-
tes agentes (10,42). Tal hecho podria ser debido a un efecto inhibitorio del EDRF
sobre los mecanismos contrictiles de las células musculares lisas o a una inhibicién
de la liberacion de este factor por esos agentes contrictiles. En cualquier caso, el
EDRF parece interferir con el desarrollo de la contraccion, probablemente por sim-
ple antagonismo fisiolégico.

La estabilidad del NO es menor que la del otro poderoso vasodilatador endote-
lial prostaciclina. Este tltimo compuesto posee una vida media de unos 3 min
puesto que es ripidamente convertido en otro inactivo 6-ceto-prostaglandina
F,, (43). La prostaciclina y el NO son antiagregantes plaquetarios y vasodilatadores
por diferentes mecanismos. En efecto, el NO produce sus efectos por activacioén de
la guanilato ciclasa (ver mds adelante), que incrementa los niveles de GMPc de las
plaquetas y de las células musculares lisas (44-46). Sin embargo, la prostaciclina
produce efectos similares. pero mediados por la estimulacion de la adenilato ciclasa.
que incrementa los niveles intracelulares de AMPc (47). Ademds, los efectos del
NO y de la prostaciclina se potencian para inhibir la agregacion plaquetaria; asi, el
NO liberado de los neutréfilos y de otras células blancas incrementa el efecto
antiagregante plaquetario de la prostaciclina endotelial (48).

2.3. Caracteristicas de las isozimas de la NOS

La NOS es una enzima que estd presente en una gran variedad de células. Se
ha descrito la existencia de varias isoformas o isozimas de la NOS, dos de las cuales
son constitutivas (cNOS) y otra es inducible (iNOS) por estimulos inmunolégicos.
La ¢NOS se subdivide en dos subtipos, la detectada inicialmente en el endotelio,
denominada NOS endotelial (eNOS), y la presente en el sistema nervioso central y
periférico denominada NOS neuronal (nNOS) (49-51). Asi, la nNOS se expresa
constitutivamente en cerebro (52, 53), médula espinal (54), ganglios simpaticos (55,
56), nervios nitrérgicos periféricos (descritos previamente como no adrenérgicos no
colinérgicos, NANC) (57, 58), gldndulas suprarrenales (56, 59), células epiteliales
del dtero, pulmén y estémago (60), plaquetas (61, 62) y células pancredticas (63).
La iNOS usualmente no se expresa conslitutivamente, y puede ser inducida
por el lipopolisacdrido bacteriano y las citocinas en los macréfagos (64-66), cé-
lulas endoteliales (67, 68), hepatocitos (67, 69, 70), neutréfilos (71. 72) o células
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musculares lisas (73). La eNOS se expresa constitutivamente en las células endo-
teliales (74-76).

Aunque la nNOS, eNOS e iNOS se han asociado, respectivamente, a neuronas,
endotelio e inducibilidad por citocinas, no siempre tienen esa ubicacién o propiedad
(51). Asi, también se ha localizado la eNOS en las plaquetas (62) y en ciertas
poblaciones neuronales de cerebro (77) y la nNOS en los epitelios de triquea y
bronquios (78). Asimismo, la actividad y cantidad de las sintasas constitutivas,
eNOS y nNOS, puede incrementarse, indicando que esas isoformas son capaces de
inducirse. Por el contrario, la iINOS, originalmente descrita como inducible en con-
diciones patoldgicas, también parece funcionar en condiciones fisioldgicas (50).
Asi, el tratamiento con estradiol y durante el embarazo se incrementan los mRNAs
para la eNOS y la nNOS (79). La distension vascular in virro y el ejercicio crénico
también incrementan la expresion del gen de la eNOS en el endotelio de aorta (50,
80). La nNOS e iNOS son enzimas predominantemente solubles o citosélicas, mien-
tras que la nNOS es particulada o membranal en mds de un 90% (81). Recientemen-
te, se han desarrollado unos ratones mutantes («knockout mice») que no expresan
el gen de determinadas isoformas de la NOS (ver 82), como la isoforma nNOS (83)
o la INOS (84), lo que permite analizar la importancia o implicacién de una isofor-
ma en la funcién que se desea investigar. Estos animales abren una interesante via
para investigar la funcion del NO en determinados procesos.

Se han purificado y clonado las isozimas de la NOS de diferentes fuentes,
incluyendo cerebro de rata, macréfagos de raton, células musculares lisas vascula-
res, células endoteliales bovinas, entre otras (20, 50, 85).

Las secuencias del DNA complementario de esas enzimas se han aislado de
diferentes tipos de células. Especialmente en el hombre, se ha descrito la presencia
de tres diferentes genes que codifican las tres isozimas nNOS, iNOS y eNOS, los
cuales estin localizados en los cromosomas 12 (86, 87), 17 (88) y 7 (86, 88),
respectivamente.

Se han caracterizado los DNAs complementarios de la nNOS de rata y hombre,
los cuales han mostrado que existen especies de mRNA de aproximadamente 10 kb
que codifican proteinas de 1429 y 1433 aminodicidos, respectivamente. La identidad
de la secuencia de esas proteinas correspondiente a las dos especies es elevada
(93%) (49-50). La eNOS difiere de la nNOS en la masa molecular (133. 000 para
la eNOS purificada, 162. 000 para nNOS), y las dos proteinas humanas comparten
sélo el 57% de identidad de la secuencia de aminodcidos (29, 49, 50). El término
NH, de la eNOS posee unos 220 aminodcidos menos en su dominio aminoacidico
que la nNOS, y puede reaccionar con el dcido miristico (89) o palmitico, formando
compuestos que facilitan su localizacién en la membrana celular (20, 50).

En la iINOS de macréfagos procedentes de roedores, se han observado unas
especies de mRNA de 4 a 5 kb que codifican a una proteina de 130,6 kDa.
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Su semejanza en la identidad de secuencia de aminodcidos con la eNOS y la nNOS
es de solo 51% y 54%, respectivamente. En el rifidén de rata, se han identifi-
cado dos formas diferentes de INOS, cuya expresion puede inducirse de forma
diferente por el lipopolisacdrido bacteriano y las citocinas, lo que sugiere que
algunos tipos de células tienen la capacidad de expresar diferentes isozimas de la
iINOS (90).

Todas las mencionadas isozimas de la NOS utilizan L-arginina asi como oxige-
no molecular y NADPH durante las reacciones catalizadas. Ademads, las tres isozi-
mas contienen un grupo hemo y requieren como cofactores a BH,, flavin adenin
dinucledtido (FAD) y flavin mononucledtido (FMN) (27, 52, 64). Se ha descrito
que las citocinas, tales como el interferon-y o el factor « necrosante tumoral, incre-
mentan marcadamente las concentraciones de BH,, que es un cofactor limitante para
la actividad de la NOS (91). LanNOS y la eNOS son enzimas dependientes de
calcio y calmodulina (52, 81, 92, 93), mientras que la iNOS se activa plenamente
en ausencia de calcio exégeno o calmodulina y es regulada transcripcionalmente
por varias citocinas. La iNOS puede también fijar calmodulina (65, 66), y de hecho,
en macréfagos de ratén, esta fijacion es tan fuerte que se puede considerar a la
calmodulina como una subunidad de la iNOS (94). Esta iNOS produce una mayor
liberacion de NO y de mids larga duracién que la generada por la eNOS y nNOS
que es pequena (11, 50, 95). Ambas, las constitutivas y la iNOS, se inhiben com-
petitivamente por la N°-monometil-L-arginina (L-NMMA) y otros compuestos an-
logos de la L-arginina (11, 18, 96) (Figura 1), mientras que la enzima inducible se
inhibe con corticoides (11, 97).

La eNOS vy la nNOS pueden fosforilarse, siendo la nNOS fosforilada por la
proteina cinasa Il dependiente de calcio y calmodulina, proteina cinasa C (PKC) y
proteina cinasa cAMP-dependiente (92, 93). La fosforilacion por la PKC produce
una clara reduccién de la actividad de la enzima (98). La fosforilacién de la eNOS
parece regular su translocacién celular y, por tanto, su reactividad a la distension
vascular, que produce liberacion de hormonas y agentes vasodilatadores, como la
bradicidina, de las células endoteliales al ser estimuladas (20).

Se ha descrito en células endoteliales en cultivo que la actividad de la NOS se
modula también por la PKC (99). Asi, la inhibicion de la PKC incrementa la acti-
vidad basal de la NOS y la estimulada por agonistas. mientras que su activacion
reduce la liberacion de NO (100, 101). Sin embargo. no estd claro si el resultado
de tales intervenciones son consecuencia de un efecto de la PKC en la propia NOS,
descrito en cerebro (92), o en la sefal intracelular de calcio (100). Por consiguiente,
un mecanismo esencial por el que las enfermedades vasculares pueden interferir en
la formacién del NO endotelial es facilitando la activacion de la PKC que inhibe
el incremento de calcio posterior a la activacién del receptor endotelial (97, 102,
103), y también pueden inhibir la NOS directamente (93, 97). Asimismo, el NO
puede inhibir la NOS regulando su sintesis y actuando como un mecanismo de
control enddgeno (20, 104, 105).
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Las NOSs muestran un alto grado de homologia en la secuencia de aminodcidos
con la NADPH-citocromo P450 reductasa (20, 106) (Figura 2). En particular, la
NOS del cerebelo de rata y la citocromo P450 reductasa de rata muestran en
su mitad carboxilica terminal un 36% de identidad y un 58% de estrecha homolo-
gia (107) (Figura 2). De hecho, la NOS de los macrofagos de raton se caracteriza
espectral y enzimdticamente como una hemoproteina del tipo P450 (108). La pre-
sencia de FAD y FMN vy de la sorprendente homologia con la NADPH-citocromo
P450 reductasa indican que la NOS es la primera enzima soluble P450 de mami-
fero cataliticamente autosuficiente, conteniendo una reductasa y un dominio cito-
cromo P450 (106, 108). Ademas, los P450s microsomales hepaticos son capaces de
catalizar la oxidacién de la L-OHArg a L-citrulina y a 6xidos de nitrégeno, inclu-
yendo el NO (109, 110). Se han descrito resultados similares en células musculares
lisas de rata en cultivo. En tales células, la L-OHArg induce una formacion dosis-
dependiente de nitrito, que se inhibe con miconazol. un inhibidor de la citocromo
P450 (111).

SINTASAS DEL NO
dominio oxidativo dominio reductasa
eNOS ;Mr l l
NH,-_'_:_ cam| [run][rao] [NABRH] |-coow
P
iNOS

w, | [Hooa] Jeou] run] o] HAGRRY }-coor

nNOS
O D N

NADPH-citocromo P450 reductasa

nH,—  [Fmn][rao] JNABRR] |-coom

Figura 2. Estructura esquemdtica de las diferentes NOSs (n= newronal, i= inducible v e=
endotelial) v del citocromo P430 reductasa v sus lugares de ftjacion comunes para NADPH.
flavin-adenin dinucleotido (FAD) v flavin mononucleorido (FMN) en los donumios carboxilicos
terminales. También se han representado los lugares de fijacion para calmoduling (CaM ), hemo,
L-arginina (L-arg) en el NH, terminal asi como para la fosforilacién de las proteinas (P) v
miristoilacion (Mir) en el caso de la ¢eNOS.
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Es interesante comentar que las especies reactivas derivadas del oxigeno pueden
contribuir a regular la actividad de la NOS. Algunos estudios indican que: (a) en el
cerebro, la isoforma citosélica convierte a la L-arginina en NO a través del proceso
catalitico que implica el O, . el peréxido hidrégeno y probablemente el radical
hidroxilo (112), y (b) el propio NO puede comportarse como un inhibidor de la
actividad de NOS (104, 113, 114). En este caso, no estd claro si la diana para la
reactividad del NO es el tiolato unido al grupo hemo de la enzima, que es un tiol
critico, otros aminodcidos de las cadenas laterales de la enzima o un factor sensible
a los procesos redox que normalmente estin en continua reposicién en las células
intactas (12, 115, 116).

2.4, Mecanismos de accion del NO

Una serie de estimulos, tales como la 5-hidroxitriptamina, la acetilcolina (ACh), la
trombina, el ionéforo de calcio A23187, el dcido araquidénico, cambios en la pre-
sion arterial, la estimulacion eléctrica, etc. , son capaces de liberar NO de las células
endoteliales (7, 9-11).

Una vez liberado el NO activa la enzima guanilato ciclasa soluble (un hetero-
dimero que contiene un grupo hemo asi como un ion cobre) de las células muscu-
lares lisas, plaquetas, neuronas y otras células, incrementando los niveles intracelu-
lares de GMPc¢ (44-46) (Figura 1). El receptor enddgeno para ¢l NO es
probablemente la mitad hemo de la guanilato ciclasa (117). El hierro del hemo es
desplazado por el enlace NO-guanilato ciclasa produciendo un cambio conforma-
cional de la enzima, que a su vez activa al centro catalitico (117-120). El incremen-
to de GMPc produce relajacién de las células musculares lisas por diferentes me-
canismos. Asi, el GMPc activa la proteina cinasa GMPc-dependiente que fosforila
la cinasa de la miosina de cadena ligera (MLCK), que regula la actividad de la
ATPasa de la actomiosina (22. 121, 122). La fosforilacién de la MLCK disminuye
su afinidad por calcio/calmodulina, reduciendo la fosforilacion de la MLC que
estabiliza la forma inactiva de la miosina (22, 122, 123) (Figura 1). La activacién
de la proteina cinasa GMPc-dependiente puede también producir fosforilacion de
los transportadores de calcio, complejando el calcio intracelular lo que facilita la
relajacion del misculo liso (22, 37, 44). Un mecanismo similar parece estar impli-
cado en la inhibicién de la agregacion plaquetaria producida por el NO (11, 36).

3. ACCIONES CARDIOVASCULARES DEL NO

En la regulacion de la contractilidad miocdrdica, la agregacion plaquetaria y el
tono vascular el NO tiene un papel importante (Figura 3). Por consiguiente, una
alteracion en la regulacién de la formacion de NO se ha implicado en la patogénesis
de ciertas enfermedades, tales como la hipertension, la aterosclerosis y la hipoten-
sion asociada al shock séptico (11, 22).
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El NO parece poseer un papel regulador directo de la contractilidad miocérdica.
Asi, existe evidencia de que la NOS inducible y/o constitutiva estd presente en los
miocitos, tejido ventricular, pequefios vasos sanguineos y células inmunes que se
infiltran en el tejido cardiaco (124, 125). Ademds, el NO enddgeno parece regular
la respuesta de los miocitos ventriculares de rata a estimulos adrenérgicos y coli-
nérgicos (22, 126).

Los vasos de pequeiio didmetro parecen ser capaces de producir una mayor
liberacion basal de EDRF-NO que otros de mayor didmetro (36, 127). Estos resul-
tados sugieren que el NO estd implicado en la regulacion del tono del musculo liso
vascular y la resistencia periférica. Asimismo, el NO participa en el control del tono
vascular periférico en arteriolas humanas (128), contribuyendo de forma importante
al control de la presion arterial (129). EI NO también parece modular la distribucién
del flujo sanguineo entre las diferentes ramificaciones de las arteriolas (130), lo que
sugiere una importante funcién en la regulacion de la distribucién del flujo sangui-
neo en los lechos vasculares (22). Diferentes estimulos fisiolégicos pueden partici-
par en la liberacién de NO, tales como la distension vascular, cambios en la con-
centracion de calcio o en la tension de oxigeno (131). Se ha sugerido que la
distension vascular producida enda superficie luminal del endotelio en respuesta a
incrementos del flujo sanguineo es el estimulo fisiolégico mds importante para la
liberacion endotelial de NO (99).

Asimismo, se ha descrito ampliamente la capacidad del NO para inhibir la
agregacion de las plaquetas (3, 132, 133) y para desagregarlas (3, 36, 133), acciones
acopladas a un incremento de los niveles de GMPc (11. 134).

La regulacién de la adhesién y de la agregacion plaquetaria la ejerce el NO y
la prostaciclina que actian sinérgicamente (135). Sin embargo, el NO, en contraste
con la prostaciclina, inhibe la adhesién plaquetaria (22, 36).

Recientemente, se ha demostrado que el ONOO' produce agregacion de plaque-
tas lavadas y revierte la inhibicién de la agregacion inducida por prostaciclina e
indometacina. Sin embargo, ONOO" no posee capacidad proagregatoria y actia
como un inhibidor de la agregacién plaquetaria en plaquetas a las que se les adi-
ciona plasma (136). Estos resultados opuestos son debidos a la presencia en plasma
de NO y S-nitrosoglutation en cantidad suficiente para ejercer los efectos antiagre-
gantes observados. Por consiguiente, la accién de este agente depende de su entorno
biologico (136).

Otro efecto cardiovascular normal del NO es su capacidad para inhibir la pro-
liferacion del miisculo liso cardiovascular (22, 137) (Figura 3).
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Regulacién del tono vasomotor

Modulacién de la contractilidad
miocérdica

Control de la proliferacién celular

Inhibicién de la activacién de las
plaquetas, su adhesion y agregacion

Figura 3. Implicacion del NO en diferentes funciones del sistema cardiovascular. Para mds
deralles consultar el texto.

4. ENFERMEDADES VASCULARES Y NO

Se comenté previamente que el NO posee un importante papel en procesos
fisiologicos diferentes e interrelacionados, tales como la neurotransmision, la con-
tractilidad miocdrdica, interaccion plaquetas-endotelio, regulacién del tono vascu-
lar, inmunomodulacién y citostasis (Figura 3). Por consiguiente, una reduccion en
su sintesis o en la eficacia de su sistema efector podria estar implicada en la pato-
génesis de la hipertension. angina, vasospasmo y aterosclerosis; en otros casos, una
produccién excesiva puede ser inapropiada y estar implicada en la hipotension,
sepsis, accidentes isquémicos cerebrovasculares, depresion miocdrdica y en las res-
puestas inflamatorias (22, 138). Las diferentes alteraciones endoteliales en esas
enfermedades cardiovasculares se indican en la Tabla I y se comentan a continua-
cion.

Tabla I. Diferentes alteraciones endoteliales en las enfermedades vasculares

1. Reduccion de la formacion de NO o de su actividad o aumento de su metabo-
lismo.

2. Incremento de la formacion de eicosanoides contrictiles, de angiotensina Il o
endotelina.

3. Aumento de la formaciéon o reduccion del metabolismo de radicales libres de-
rivados del oxigeno.

4. Estimulacién de la PKC.




4.1. NO e hipertension

La hipertension causa cambios morfolégicos que afectan al endotelio, a la in-
tima y a las células musculares lisas vasculares de la capa media. Asi, se han
descrito cambios en el citoplasma, y en el tamafio y forma de las células endote-
liales (139), asi como en la replicacion endotelial (140). La intima y la media sufren
cambios estructurales y bioquimicos, que dan lugar a hipertrofia y, probablemente,
hiperplasia (139, 141, 142). Se ha considerado que las anormalidades en las células
endoteliales son los principales factores responsables del incremento de la resisten-
cia vascular periférica, lo que conduce al aumento de la presidn arterial (143). Las
alteraciones genéticas pueden dar lugar a una formacién predominante de los fac-
tores contractiles derivados del endotelio y a factores mitégenos que incrementan
las contracciones inducidas por los agentes vasoconstrictores y reducen la luz vas-
cular. Entre las sustancias contrictiles producidas por el endotelio se incluyen el
O, " (7. 144), el romboxano A, (7, 145) y los péptidos denominados endotelinas
(146, 147). Parece que la hipertension incrementa el estrés oxidativo en la pared
arterial asi como la formacién del O, . lo que conduce a una reduccién de las
relajaciones endotelio-dependientes que parece contribuir al mantenimiento de la
hipertensién (148).

La endotelina-1 es un potente agente vasoconstrictor formado por 21 aminoi-
cidos, producido a partir de un compuesto intermedio menos activo, denominado
proendotelina-1 (146, 147). Se han observado en pacientes con hipertensién esen-
cial incrementos significativos en la concentracion plasmatica de endotelina-1 con
respecto a los niveles de este compuesto existentes en individuos normales (149).
Sin embargo, la concentraciéon plasmaitica de este potente agente vasoconstrictor
esta reducida en ratas espontineamente hipertensas (SHR) y no modificada en ratas
transformadas en hipertensas por tratamiento con el mineralcorticoide DOCA, aun-
que la reactividad vascular a este agente estd incrementada en ambos tipos de ratas,
comparada con los animales controles (150, 151). Estos hallazgos sugieren un po-
sible papel a la endotelina como mediador en la patogénesis o en el mantenimiento
de la hipertensién. Estos agentes vasoconstrictores y los mecanismos antes descritos
limitan la vasodilatacién y perpetian la hipertensién (143).

La activacion de la mitogénesis descrita en la hipertensién (143) se induce por:
(a) incremento en la actividad simpdtica observada en la hipertension (152), que
causa un efecto tréfico en los vasos (153, 154), y (b) liberacién de agentes vaso-
activos, tales como endotelinas, angiotensina I, S-hidroxitriptamina, prostaglandi-
nas y tromboxano que pueden adicionalmente modular el crecimiento vascular (155,
156). Otros mitégenos implicados son el factor de crecimiento transformante f y el
factor de crecimiento plaquetario (143, 157).

El andlogo de la L-arginina, L-NMMA, que inhibe la formacién endotelial de
NO (158), produce hipertensién (11) y reduccion de las relajaciones endotelio-
dependientes (7, 11, 159, 160), lo que sugiere una implicacién del NO endotelial en

238



la regulacion de la presion arterial (129). Ademds, como en la hipertensién parece
estar alterado el balance entre la produccién endotelial de agentes vasoconstrictores
(incremento de la formacién de tromboxano A,) y vasodilatadores (reduccion de la
sintesis de prostaglandinas y NO) (143, 161, 162); disbalance que parece participar
en el desarrollo de la hipertension. En efecto, la reduccion de la sintesis de NO
conduce a un incremento de la proliferacion del misculo liso, dado que el NO es
un inhibidor de la misma, como se ha comentado anteriormente. Todos estos hallaz-
gos explican la existencia de una excesiva vasoconstricciéon que da lugar a un
aumento de la liberacion de NO como mecanismo de defensa; si la cantidad de NO
generada es insuficiente se producird la hipertension (163). Sin embargo, Tschudi
et al. (164) demostraron en arterias mesentéricas de resistencia de rata que la hiper-
tensioén se asocia a un incremento del metabolismo del NO, mientras que su libe-
racion no se altera. Esto puede ser importante en la patogénesis de la hipertension
y sus complicaciones vasculares.

Se ha sugerido que la via que conduce a la sintesis endotelial de NO y al
incremento de los niveles de GMPc puede estar alterada en la hipertension (165).
Un interesante candidato que podria estar alterado es el gen de la NOS. Sin embar-
go. se ha observado recientemente que variantes moleculares comunes del gen de
la NOS no estin implicadas en la hipertension esencial (165), por lo que se ha
descartado esta hipétesis.

Se ha descrito que la normalizacién de la presién arterial restaura la capacidad
del endotelio para producir vasodilatacion (166,167). Sin embargo, las relajaciones
endotelio-independientes, como las inducidas por el nitroprusiato sédico, se inhiben
menos o no se afectan con la hipertension, indicando que no se alteran los meca-
nismos implicados en la relajacion (10, 138, 159, 168, 169).

La reversion de la disfuncion endotelial con el tratamiento antihipertensivo des-
crito en modelos de animales hipertensos no se ha observado en pacientes hiperten-
sos (170). La hipertension se asocia usualmente a la capacidad de la ACh para
inducir contracciones endotelio-dependientes en algunos vasos sanguineos que con-
trarresta sus vasodilataciones endotelio-dependientes. Diferentes estudios experi-
mentales indican que la disfuncion endotelial es consecuencia, pero no causa, de la
hipertensién, aunque algunos estudios describen una alteracién endotelial en los
inicios de la enfermedad (170).

El hecho de que el tratamiento antihipertensivo eficaz clinicamente no restaure
la inhibicién de las relajaciones endotelio-dependientes en la hipertension esencial,
sugiere que la disfuncion endotelial es primaria o se hace irreversible una vez que
la hipertension esti establecida (171). Ademis, se ha descrito que el tratamiento de
larga duracion, pero no de corta duracion, con el antagonista de calcio verapamil o
el inhibidor del enzima conversor de angiotensina trandolaprilo mejora la relajacion
endotelio-dependiente en la hipertension por deficiencia de NO producida al tratar
ratas normotensas con el éster metilico de la N%nitro-L-arginina (L-NAME). Estos

239



resultados indican que el papel de otros sistemas vasodilatadores alternativos impli-
cados en la vasodilatacién, que normalmente participan minimamente en la regula-
cién del tono vascular, se incrementa con el tratamiento de larga duracién con estos
farmacos. Entre los posibles candidatos alternativos podemos mencionar al EDHF,
prostaglandina E,. radicales libres de oxigeno y adenosina. Estas observaciones
remarcan la importancia potencial de esos tratamientos en el control de la hiperten-
sion en la que esta reducida la formacion de NO (172).

Se ha observado la existencia de cierta heterogeneidad en la alteracién endote-
lial inducida por la hipertension, ya que se han descrito: (a) incrementos de las
respuestas endoteliales en diferentes modelos de hipertensién en rata (170);
(b) pequenas disfunciones endoteliales en conejos hipertensos (170, 173), y (¢) no
modificacion del incremento del flujo sanguineo del antebrazo causado por la ACh
en pacientes con hipertension esencial (174). En vasos aislados y en estudios in
vivo, se ha medido la liberacion basal de NO analizando las respuestas contrictiles
inducidas por inhibidores de la NOS (128, 170. 175). En arterias mesentéricas de
resistencia y en la aorta de ratas SHR, L-NMNA produce una contraccion muy
pequeiia, pero incrementa la contraccién inducida por la noradrenalina en una menor
extension en SHR que en ratas WKY normotensas (170,176). Estos resultados
sugieren que la formacion basal de NO estd disminuida en la hipertensién. Otros
autores no observaron ninguna reduccion en la liberacion basal de NO en segmen-
tos adrticos de SHR (177). Analizando las variaciones producidas por la ACh en la
circulacién sanguinea del antebrazo humano. L-NMMA reduce la respuesta a la
ACh en mayor extensién en normotensos que en hipertensos (128, 170), lo que
sugiere una respuesta reducida a la ACh en la hipertension (128, 178). La existencia
de algtn inhibidor de la NOS, como ADMA (dimetil argininas asimétricas) en la
hipertension, justificaria la reduccion de la respuesta a ACh, como se ha observado
en ratas stroke-prone SHR (179, 180).

Ademas, se ha descrito la existencia de una inhibicién en la formacion de EDRF
por la células endoteliales de los vasos umbilicales humanos en la hipertension
causada por el embarazo, que no se restablece por infusién de superdxido dismutasa
o L-arginina (181). Tal reduccién en la generacion de EDRF es producida proba-
blemente por factores enddgenos citotoxicos formados en el embarazo.

Los hallazgos anteriormente mencionados sugieren que los mecanismos
que subyacen en la disminucién de las relajaciones endotelio-dependientes en la
hipertensién no estdan claros. siendo necesario analizar si estd implicada una libera-
cion reducida de NO, un incremento de su metabolismo o una respuesta disminuida
a este agente. Existe alguna evidencia en aorta de ratas hipertensas por
tratamiento con DOCA que los niveles de GMPc inducidos por ACh estdn reduci-
dos, lo que indica la existencia de un defecto en la respuesta o en la formacion de
NO (97, 182, 183). Por el contrario, la liberacion basal de NO parece estar incre-
mentada en esas ratas (184), asi como la respuesta de la aorta a los agentes contrdc-
tiles comparada con ratas normotensas sélo después de la supresion del endotelio.
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Sin embargo, la respuesta fue similar o inferior a la normal en aorta hipertensa
intacta, lo que sugiere un marcado efecto endotelial inhibitorio en los vasos hiper-
tensos. Los inhibidores de la NOS impiden este efecto lo que indica una liberacion
o actividad del NO incrementada. Tales cambios no se asocian a alteraciones en las
relajaciones a ACh. Estos efectos en la produccién basal de NO pueden ser depen-
dientes de la duracién de la hipertension, porque en otros estudios este modelo de
hipertension muestra una disminucion de la relajacion a ACh (183, 185).

Se ha comentado previamente que la reduccién de las respuestas de los vaso-
dilatadores endotelio-dependientes podria ser debida a un incremento de los facto-
res contractiles derivados del endotelio (186-188), En efecto, se ha observado la
existencia de elevadas cantidades de prostanoides en la aorta de rata hipertensa
(187, 189) y el efecto antihipertensivo de los antagonistas de los prostanoides en
ratas hipertensas (190, 191). La participacion de la angiotensina I, formada a partir
de la angiotensina | en las células endoteliales, en la hipertension, actuando como
un factor contrictil endotelial, es materia de discusion (97).

Por consiguiente, en arterias procedentes de animales o individuos hipertensos,
las respuestas endotelio-dependientes pueden estar impedidas por una liberacién in-
crementada de factores contrictiles derivados del endotelio o una reducida: (a) libe-
racion de factores endoteliales vasodilatadores, tales como EDRF o prostaciclina,
(b) difusion de tales factores a las células musculares lisas vasculares, y (¢) sensibi-
lidad de las células musculares lisas vasculares a las sustancias vasodilatadoras (8).

Recientemente existe un consenso de que la disfuncion endotelial se produce
por la exposicion crénica de las arterias a una excesiva presion arterial que da lugar
a un incremento de la distensién vascular, Otros mecanismos pueden contribuir
tales como diferentes factores de crecimiento implicados en la hipertrofia del mus-
culo liso de la pared arterial hipertensa (192). Estos factores pueden formarse en las
células endoteliales, las plaquetas o el propio misculo liso, y el propio endotelio
puede responder a los factores de crecimiento. El endotelio de la aorta de rata y
de la arteria coronaria de cerdo, entre otras grandes arterias, poseen receplores para
los factores de crecimiento derivados de las plaquetas que regulan la liberacion de
NO (193). Por tanto, las alteraciones en la funcion de la c¢élula endotelial causadas
por la hipertension podrian ocurrir como una respuesta paracrina o autocrina a los
factores de crecimiento.

Las relajaciones dependientes de endotelio producidas por la perfusion intralu-
minal de ACh estdn reducidas en arterias mesentéricas de resistencia de SHR, pero
no cuando este agente se aplica extraluminalmente (176). Este hecho sugiere que la
porcién de endotelio situada en el lado intraluminal, la mds expuesta a la presion
sanguinea, es la que estd mas deteriorada (8).

No todas las formas de hipertension y todos los tipos de vasos muestran altera-
ciones en la via L-arginina-NO. Asi, en la circulacién coronaria de ratas SHR muy
viejas, se ha descrito escasa alteracion endotelial (194). Experimentos de bioensayo
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en aorta de SHR perfundida muestran una liberacién de NO similar a la de la rata
normotensa ( 195). Dichos experimentos muestran también que la liberacién luminal
de EDRF y prostaciclina inducida por ACh e histamina en SHR es normal o estd
levemente incrementada (195). Por consiguiente, en ciertas condiciones, la via pue-
de estar incrementada, presumiblemente como un mecanismo contrarregulador (8).

Se ha demostrado la influencia del sexo en la disfuncién endotelial en la aorta
de SHR. Asi, las relajaciones endotelio-dependientes inducidas por la ACh se pre-
servaron mds en ratas hembras que en ratas machos (196). Sin embargo, las vaso-
dilataciones causadas por agentes donantes de NO exdgeno, como nitroprusiato
sodico, fueron similares en anillos aérticos sin endotelio de machos y hembras
SHR, lo que descarta la existencia de diferencias en la reactividad del masculo liso
al NO debidas al sexo. Probablemente, la mayor relajacion inducida por la ACh en
hembras de SHR puede ser debida a una formacién endotelial incrementada de
EDRF-NO. Estos autores ya habian demostrado por bioensayo de superfusion una
mayor liberacién de EDRF-NO en la aorta tordcica aislada de ratas hembras nor-
motensas que de ratas machos (196). Estos investigadores concluyeron que las
hormonas sexuales pueden regular la reactividad vascular endotelio-dependiente, y
que la alteracién endotelial menos severa en las hembras de SHR puede ser respon-
sable de las diferencias debidas al sexo descritas en cuanto a la extension y la tasa
de progresion de la hipertension en ratas SHR (196).

A finales de los afios setenta ya se describié el importante papel de los esteroides
sexuales en el desarrollo de la hipertension en ratas SHR (197), asi como que los
estrogenos pueden reducir significantemente la presion sanguinea (198, 199). Estu-
dios mds recientes sugieren que la testosterona es responsable del desarrollo y man-
tenimiento de la hipertension en ratas SHR (200, 201). El mecanismo que subyace
en el efecto de las hormonas sexuales es desconocido, siendo materia de discusion
si la presion arterial elevada esta asociada al cromosoma Y (202, 203). Estos datos
sugieren que las hormonas sexuales femeninas (estrogenos y progesterona) pueden
afectar positivamente a la funcion endotelial, lo que puede contribuir a la lenta pro-
gresion y baja incidencia de hipertension en las mujeres y animales hembras.

Ademds, existe evidencia epidemiol6gica que muestra que la carencia de estré-
genos estd asociada a una mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares; este
efecto beneficioso de los estrégenos puede estar mediado por el endotelio, puesto
que los estrégenos parecen aumentar la produccion de EDRF(s) en animales (79,
204, 205). Asimismo, los estrogenos poseen propiedades antioxidantes significati-
vas que pueden incrementar la vasodilatacion endotelio-dependiente (97, 204, 206),
y ser responsables de los efectos protectores de los estrogenos en las enfermedades
cardiovasculares (207, 208).

Se ha descrito una mayor incidencia de hipertension en el envejecimiento (30-
63% de este grupo de poblacién), y de la hipertension sistélica aislada (alrededor
del 18% de los individuos de mas de 80 afios) (209-211). Los hipertensos de edad



avanzada poseen doble riesgo de sufrir alteraciones cardiovasculares que los jove-
nes hipertensos (210, 212). y una mayor incidencia de ciertas enfermedades asocia-
das a la edad (212). Las propiedades viscoeldsticas se modifican lo que conduce a
un incremento de la rigidez vascular que participa en el aumento de la presion
arterial sistélica y de la presion arterial con la edad (212-215). A este aumento
también contribuye el incremento de la resistencia vascular basal con la edad (216,
217). Estos hechos indican que la hipertension parece incrementar, generalmente, el
envejecimiento cardiovascular (176, 218, 217). La asociaciéon de hipertension y
envejecimiento incrementa el riesgo de cambios en la modulacién endotelial del
tono vascular y del deterioro de la funcion endotelial (218, 219, 220).

Relacionado con la edad comentaremos los resultados que hemos obtenido.
Hemos observado que concentraciones bajas de noradrenalina inducen contraccio-
nes en anillos adrticos de ratas SHR y ratas WKY normotensas de 5 semanas,
mientras que altas concentraciones producen relajacion (221). Esta relajacion se
reduce y abole en anillos de ratas normotensas de 3 y 6 meses, respectivamente. En
anillos de ratas SHR de 5 semanas y 3 meses, la relajacion es parecida a la obtenida
en ratas WKY de 3 y 6 meses, respectivamente. La vasodilatacién inducida por la
noradrenalina en ambas cepas se reduce por el inhibidor de la sintesis de NO,
L-NAME, y el propranolol, bloqueante de los fi-adrenoceptores, pero no se modi-
fica con la yohimbina, un bloqueante de los «,-adrenoceptores. Estos resultados
indican que la hipertensién produce efectos similares a la edad avanzada, y que en
aortas de ratas WKY jovenes y SHR prehipertensas, la noradrenalina induce rela-
jaciones mediadas por activacion de los fi-adrenoceptores endoteliales y liberacion
de NO (221). El mecanismo exacto por el que el envejecimiento vascular reduce la
relajacion endotelio-dependiente causada por la noradrenalina es desconocido: qui-
z4 la pérdida de respuesta al agonista de los P-receptores relacionada con la edad
es consecuencia de una reduccion de la proteina cinasa AMPc-dependiente (222) o
de la funcion de las proteinas fijadoras de GTP (223).

4.2. NO y aterosclerosis

Se ha demostrado que las vasodilataciones endotelio-dependientes en lechos
vasculares periféricos y coronarios se reducen en pacientes hipercolesterolémicos
(97, 224, 225). Asimismo, se ha descrito que la administracion de colesterol a
conejos (226, 227), cerdos (228) y monos (229) produce hipercolesterolemia, cre-
cimiento de la neointima y una relajacion endotelio-dependiente anormal. El grado
de reduccion de esta relajacion estd asociada a la extension de las lesiones de la
neointima (97.230), lo que podria impedir al NO alcanzar el misculo liso, aunque
esta hipétesis no explica completamente la disfuncién anteriormente descrita. El
hecho de que la liberacion endotelial de NO parece estar disminuida (231), y que
los antioxidantes incrementan las relajaciones endotelio-dependientes, sugiere que
la barrera fisica no impide la transferencia de NO (230, 232, 233) y que otros
procesos pueden estar implicados.
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Se ha descrito que la reduccion de la respuesta de las c€lulas musculares lisas
de las arterias hipercolesterolémicas al EDRF-NO es debida posiblemente a una
disminucion de respuesta de esas células al GMPc (231).

Diferentes investigadores han observado que la respuesta contréctil inducida por
bajas concentraciones de 5-hidroxitriptamina estd incrementada en las arterias hi-
 percolesterolémicas (234, 235), aunque la mdxima contraccién estd disminuida en
algunos casos (236, 237). Tal efecto parece ser debido a la induccién de la NOS en
células no endoteliales de la pared vascular arteriosclerdtica, que incrementa la
sintesis de NO y reduce las contracciones. Asi, la administraccion de inhibidores de
la NOS aumenta las contracciones en las arterias hipercolesterolémicas de forma
similar en arterias con o sin endotelio (237), mientras que no se alteran en arterias
normales sin endotelio. Es posible también que las sustancias vasoconstrictoras
derivadas del endotelio se sinteticen en exceso en la hipercolesterolemia (97).

Los radicales libres derivados del oxigeno que producen oxidacion de las lipo-
proteinas parecen iniciar la aterosclerosis (238). Estos lipidos oxidados presentes en
las proteinas de baja densidad activan la adhesion de los monocitos a las células
endoteliales (239), favoreciendo la entrada de tales células al espacio subendotelial,
en donde se tranforman en macréfagos que captan lipidos a través del receptor
barredor («scavenger») (97). Se ha observado en aortas de conejos suplementados
con colesterol un incremento de tres veces en la formacién de O, * en comparacién
con vasos controles, mecanismo implicado en la reduccién de las relajaciones en-
dotelio-dependientes (148).

Se ha descrito que las lipoproteinas de baja densidad son capaces de inducir
contracciones endotelio-dependientes en arterias coronarias de cerdo (240), y
que las lipoproteinas oxidadas reducen las relajaciones endotelio-dependientes en
arterias coronarias de cerdo y en aorta de conejo (228, 241-243). En dichas con-
tracciones existe una participacion de los radicales libres derivados del oxigeno
(240) y de la lisofosfatidilcolina, la fraccion lipidica de las liproproteinas de baja
densidad oxidadas (241, 244). La alteracion de la funcién de la célula endotelial
por las lipoproteinas oxidadas causa disfuncion del endotelio que puede ser el
precursor de la aterosclerosis. Los cambios selectivos en las relajaciones endotelio-
dependientes descritos en las etapas iniciales de la hipercolesterolemia pueden ser
debidos a la lisofosfatidilcolina, que impide las vasodilataciones endotelio-depen-
dientes mediadas por activacion de receptores, mientras que no se afectan las
inducidas por el ion6foro de calcio A23187 y por los nitrovasodilatadores;
las relajaciones de estos iiltimos son independientes del endotelio (242, 245).
Se ha sugerido la participacion de la PKC en los efectos de esas lipoproteinas
oxidadas porque: (a) la PKC se activa por la lisofosfatidilcolina (245, 246): (b) el
efecto deletéreo de los lipidos oxidados se reduce por los inhibidores de la PKC,
y (c) los ésteres de forbol, activadores de la PKC, inducen alteraciones simila-
res de las relajaciones endotelio-dependientes mediadas por activacién de recepto-
res (103, 247).
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Los vasos aterosclerdticos producen cantidades mayores de O, ~ (248). lo que
explicaria la reduccion de la relajacion inducida por el EDRF-NO y el NO exdgeno,
y ¢l incremento de las relajaciones endotelio-dependientes en presencia de barredo-
res de radicales libres (97). La enzima guanilato ciclasa, otras enzimas y ciertos
canales i6nicos que contienen grupos tioles esenciales sensibles a los procesos
redox pueden verse también influenciados por esos radicales (249).

Aunque las relajaciones endotelio-dependientes parecen estar reducidas en la
aterosclerosis, la produccién de o6xidos de nitrégeno estd mas bien incrementada en
aorta de conejo aterosclerdtico (20), asi como los niveles de NO en tejidos de
modelos in vive de aterosclerosis (250). El NO puede convertirse en otros productos
al reaccionar con el O, ~ comportdndose como un agente citoprotector (251), pero
la biodisponibilidad del NO se reduce y puede ser insuficiente para barrer el O,
que estd también presente en los ateromas. Un débil disbalance entre la formacion
de NO y O, " puede contribuir gradualmente con el tiempo a la aterosclerosis (20).

Se ha comentado anteriormente que la proliferacion de células musculares lisas
vasculares puede inhibirse por el NO (22, 252) de aqui que si existe deficiencia en
la formacion de NO se facilitard esta proliferacion. Ademas, los potentes mitégenos
vasculares, tales como los factores de crecimiento derivados de las plaquetas. pue-
den inhibir la produccion endégena de NO durante la aterogénesis (253). lo que
facilita dicha proliferacién.

Se ha descrito una reduccion en la produccion de NO secundario a la angioplas-
tia 0 a la aterosclerosis (254). Esta disminucion en la liberaciéon de NO en un
territorio al estar el endotelio dafiado puede conducir a: (a) una facilitacion de la
agregacion plaquetaria al carecer del efecto opuesto del NO, (b) una vasoconstric-
cién inducida por las plaquetas, al mantenerse la capacidad contrdctil del muisculo
liso de alrededor, y (c) la adhesion de leucocitos; todos estos efectos contribuyen
al proceso aterosclerdtico (22,131).

4.3. NO y diabetes mellitus

Estudios realizados en vasos aislados tanto humanos (255) como de rata (256),
y estudios in vive que evalian el flujo sanguineo en el antebrazo (257, 258) de-
muestran la existencia de una disfuncion de las células endoteliales o una respuesta
reducida al NO endotelial en la diabetes (97). Observaciones recientes, utilizando
cultivos de células endoteliales y altas concentraciones de glucosa, muestran un
incremento de la apoptosis (259), sugiriendo la existencia de un dafio endotelial
potencial por la hiperglicemia en pacientes diabéticos. Sin embargo, las relajaciones
causadas por el ionéforo de calcio A23187 y los nitrovasodilatadores no se modi-
ficaron. Estos datos pueden explicarse por la capacidad de la diabetes para interferir
con la activacion de los receptores endoteliales o por la existencia de un incremento
intracelular de calcio iniciado después de la estimulacién del receptor (260).
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Al comienzo de la diabetes existe una disfuncion selectiva de las respuestas de
los vasodilatadores, como ACh y ADP, que producen relajaciones endotelio-depen-
dientes por activacion de receptores endoteliales: esta alteracion endotelial puede
estar relacionada con cambios en la liberacion o en la respuesta al NO (261). Con
una duracién mds prolongada de la diabetes el deterioro endotelial es mds genera-
lizado, los niveles de GMPc parecen estar disminuidos, debido también a una re-
ducida liberacién o accién del NO (262, 263).

Una excesiva formacion y efecto de los eicosanoides vasoconstrictores puede
estar implicada en la reduccién de las vasodilataciones endotelio-dependientes por-
que: (a) se ha descrito una sintesis incrementada de tromboxano A, de prostaglan-
dina F,, y del dcido 15-hidroxieicosatetraenoico en células endoteliales diabéti-
cas (264). (b) La indometacina es capaz de normalizar la alteracién de las relaja-
ciones endotelio-dependientes en arterias diabéticas (265). Los eicosanoides PGG,
o PGH,, precursores del tromboxano y de las prostaglandinas, parecen estar impli-
cados puesto que las respuestas no se normalizan con la administracion de inhibi-
dores de la tromboxano sintetasa (265, 266). Ademads, la glicosilacion de lipopro-
teinas de baja densidad parece estar implicada en la aterosclerosis acelerada

observada en la diabetes (267).

La respuesta reducida al NO en vasos diabéticos, cuyo mecanismo subyacente
es desconocido, podria ser debida a una mayor destruccion endotelial de NO. Esta
alteracion puede prevenirse con la administracion de superdxido dismutasa, porque
normaliza o previene las relajaciones endotelio-dependientes anormales o las indu-
cidas por NO en vasos diabéticos (148, 261, 268). Otros radicales libres, aparte del
O, . pueden estar también implicados puesto que la catalasa y la deferoxamina,
barredores del peréxido de hidrégeno y del radical hidroxilo. también restauran la
disfuncion endotelial en la diabetes (268). Estos datos indican una excesiva gene-
racion de radicales libres en esta enfermedad que parecen participar en la reduccion
de la relajacion endotelio-dependiente. Por otra parte, se ha descrito que la admi-
nistracion de L-arginina en la diabetes parece mejorar las relajaciones endotelio-
dependientes reducidas, probablemente debido a una menor utilizacion de L-argini-
na por la NOS para sintetizar NO (269).

La respuesta disminuida al NO puede deberse a una reduccion de la actividad
de la guanilato ciclasa, a un incremento del metabolismo del GMPec. a una escasa
actividad de la proteina cinasa GMPc-dependiente o a la alteracion de la actividad
de la ATPasa N* . K'-dependiente que parece estar reducida en las arterias diabéticas
(270, 271). El estar reducida la actividad de esta ATPasa produce despolarizacion
que por si misma disminuye la relajacion inducida por el EDRF-NO ya que parece
estar mediada, al menos en parte, por activacion de los canales de potasio o bien
la propia enzima puede participar en la relajacion a EDRF-NO (270, 271, 272).

La reducida respuesta al EDRF-NO en la diabetes puede ser debida a una alte-
racién de la formacion de productos avanzados de glicosilacion (AGEs) (256, 273).
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Estos productos se forman por un mecanismo oxidativo en el que la glucosa (en
exceso en esta enfermedad) reacciona directamente con las proteinas. Asi, los AGEs
son capaces de eliminar el NO (256), lo que explica que la respuesta a los nitro-
vasodilatadores esté reducida en la diabetes severa y prolongada. Los canales i6ni-
cos y ciertas enzimas pueden glicosilarse inhibiendo su funcién. Se ha descrito la
capacidad de la aminoguanidina, un inhibidor de la sintesis de AGEs, para incre-
mentar las relajaciones endotelio-dependientes y las causadas por los nitrovasodi-
latadores en ratas diabéticas (256). lo que apoya la participacion de los AGEs en las
respuestas vasodilatadoras disminuidas de la diabetes.

4.4. NO, isquemia cerebral y migrana

Se ha descrito que el NO endotelial y exégeno producen respuestas vasodilata-
doras en los vasos cerebrales (134.160), y que la produccién endotelial de NO
regula el flujo sanguineo, protegiendo al tejido cerebral de la isquemia (134, 274).
Sin embargo. una excesiva produccion de NO es peligrosa para el cerebro por su
neurotoxicidad (20, 275). Ademads, se ha propuesto que el NO es un importante
mediador en la migrana y otras dlgias vasculares cerebrales (276), propuesta susten-
tada por el hecho de que la jaqueca vascular causada por la nitroglicerina se parece
a la de la migrana (20).

4.5. NO y sepsis

En modelos animales de shock endotéxico, en el shock inducido por citocinas
o incluso en el shock anafilictico, la sintesis excesiva de NO parece ser responsable
de la enfermedad vascular asociada que consiste en una marcada vasodilatacion e
hipotension. El exceso de sintesis de NO es consecuencia de la induccion de la
iINOS cuyo efecto puede ser bloqueado por inhibidores de la NOS que restauran la
presion arterial y las respuestas vasculares en esos modelos animales (20, 277, 278).
Se ha sugerido que las células endoteliales regulan la sintesis de NO en las células
musculares lisas en el shock séptico por su capacidad para suplementar a estas
dltimas de BH, con el fin de conservar la funcién del factor relajador inflamatorio
endotelio-dependiente a través del sistema nitrovasodilatador (279) (Figura 1).

La marcada vasodilatacion que aparece en el shock séptico causada por el NO
puede explicar la inhibicion de la vasoconstriccion inducida por agentes tales como
la dopamina (280).

La septicemia (281) o anafilaxis (278) también inducen una marcada depresion

de la funcion contractil miocdrdica, y se piensa que las citocinas modulan este
efecto por induccion de la sintesis miocdrdica de NO.
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4. 6. NO, insuficiencia cardiaca e isquemia miocardica

Los nodos sinusal y auriculoventricular poseen una densa red de fibras y termi-
nales que presentan inmunoreactividad por la NOS, lo que sugiere que el NO estd
implicado en el control de la frecuencia cardiaca. Ademds, en pacientes con cardio-
miopatia dilatada expresan iNOS en el miocardio (20, 282) lo que conduce a un
incremento de los niveles plasmdticos de nitrato (20). Ademds, se ha observado que
el incremento de la actividad de la iINOS se acompaiia por un descenso de la ¢cNOS.
Este hecho sugiere que el NO puede tener un papel tanto fisiol6gico como patolo-
gico en el miocardio humano (282). Por otra parte, estos pacientes poseen un exceso
de sustancias vasoconstrictoras neuronales para compensar las consecuencias de la
insuficiencia cardiaca, la excesiva produccién de NO trata de atenuar los efectos
contrdctiles de esas sustancias vasoconstrictoras. Sin embargo, un exceso en la
formacion de NO puede reducir el tono vascular, pero también puede causar un
efecto directo inotrépico negativo y depresor cardiaco que no es beneficioso para
esta enfermedad (20, 22, 125, 283).

La depresion miocardica que se observa en la reperfusion del miocardio isqué-
mico se produce por una produccion excesiva de NO generada por las citocinas
(281). Ademds. en este periodo isquémico se produce también O, ~ que reaciona con
el NO, antes mencionado, dando lugar a ONOO que es un poderoso oxidante
responsable en gran parte del dafio miocardico producido (284). Por consiguiente,
la administracion de donadores de NO inhibe la isquemia por sus efectos relajantes
¢ inhibidores de la agregacion plaquetaria, y la inhibicién de la NOS parece prote-
ger contra el NO que media el daio por reperfusion.

5. POSIBILIDADES TERAPEUTICAS

Se ha comentado que una disfuncién en la formacion vascular de NO esta
implicada en la hipertension, la aterosclerosis, la diabetes, la angina estable e ines-
table, el vasospasmo coronario, el infarto de miocardio y la insuficiencia cardiaca
congestiva. Por consiguiente, es de interés clinico el uso de firmacos que generan
NO en esas enfermedades.

Entre estos firmacos podemos incluir la administracion directa de NO, farmacos
que liberan NO, estimulacion de receptores acoplados a la sintesis de NO a través
de la via L-arginina-NO, incremento de la accion del NO endégeno o administrando
L-arginina, el sustrato de la NOS para incrementar su sintesis (50, 285).

5.1. Donadores de NO
Los fdrmacos mds antiguos capaces de generar NO son los nitrovasodilatadores

que se han utilizado para el tratamiento de la angina por mis de 100 anos y se
utilizan todavia en diferentes situaciones. Se pueden clasificar en distintos grupos,
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incluyendo los nitratos organicos (como la nitroglicerina), nitritos (como el nitrito de
amilo), el compuesto nitroso inorgdnico denominado nitroprusiato sédico, sidnoni-
minas (como la molsidomina y su metabolito el SIN-1), y los nitrosotioles (como
S-nitroso-N-acetil-D.L-penicilamina) (50, 286). Todos estos firmacos se denominan
«donadores de NO» porque actiian como profarmacos, ejerciendo sus efectos farma-
colégicos después de su biotransformacién en NO (286). Los tioles (con gru-
pos -SH), particularmente la cisteina, se requieren para la conversién no enzimética
de NO, y S-nitrosotioles, que también liberan NO, pueden generarse como compues-
tos intermedios. Por el contrario, el nitroprusiato sédico libera NO espontineamente,
mientras que las sidnoniminas se transforman sucesivamente en sus metabolitos
SIN-1 y SIN-1A produciendo NO: en dicho proceso participa el oxigeno molecular
y se genera también O, ~ que puede reaccionar con el NO elimindndolo (50, 287).

Existen algunas procesos patolégicos cardiovasculares que se tratan usualmente
con donadores de NO tales como la angina estable e inestable, el infarto de mio-
cardio, el vasospasmo coronario, y la insuficiencia cardiaca congestiva. Los efectos
beneficiosos de estos farmacos en la angina es debido a su efecto vasodilatador en
los lechos arteriales y venosos y a su capacidad para producir vasodilatacién de los
grandes vasos coronarios, incrementando el flujo coronario. Algunas enfermedades
vasculares en las que las vasodilataciones endotelio-dependientes parecen estar
impedidas, como en el sindrome de Reynaud, pueden ser también aliviadas por
aplicacion transdérmica de nitroglicerina (288). Existe una situacion patolégica aso-
ciada a una formacién reducida de NO, y es caso de las mujeres embarazadas con
riesgo de preeclampsia; en ellas se ha descrito que la infusién de la nitroglicerina
incrementa el flujo sanguineo en la arteria uterina (289). Asimismo, se ha descrito
que los donadores de NO, a parte de su efecto vasodilatador, pueden tener otras
acciones biolGgicas clinicamente dtiles como inhibir la agregacion plaquetaria, caso
del S-nitrosoglutation, a concentraciones que no afectan la presién arterial (290),
por lo que podria utilizarse como antitrombético.

5.2. L-Arginina

La L-arginina es un aminodcido esencial para el crecimiento en la infancia y un
sustrato para diferentes e importantes enzimas como, arginasa, NOS, arginina de-
carboxilasa, etc. (291). La arginasa es la clasica enzima que cataboliza a la arginina
en el ciclo de la urea y la arginina decarboxilasa cataliza la transformacién de L-
arginina en agmatina (291), un agonista endégeno de los «,-adrenoceptores (292)
que puede estar implicado en los efectos antihipertensivos de la L-arginina (291).
Regunathan er al. (293) describieron que en aorta de rata y musculo liso vascular
contienen agmatina, y que en membranas de aorta de rata y células endoteliales en
cultivo, pero no en cé€lulas musculares lisas, expresan cantidades significativas de
arginina decarboxilasa. Asimismo, observaron que el musculo liso vascular y el
endotelio contienen receptores imidazélicos, cuya estimulacion inhibe la prolifera-
cién del musculo liso vascular, que esos receptores pueden ser funcionalmente
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activos y que las células endoteliales sintetizan agmatina, También se ha descrito
que la agmatina y su metabolito hidroxiagmatina producen relajacion endotelio-
dependiente mediada por la formacién de NO que puede ser generado por una via
biosintética similar a la de la L-arginina a citrulina a través de L-OHArg: tanto
agmatina como su compuesto hidroxilado pueden ser precursores alternativos para
la biosintesis de NO (294). Estos datos sugieren que el mecanismo bdsico de la L-
arginina es complejo.

Las concentraciones plasmdticas de L-arginina estdn entre 80-120 uM siendo
mayores (por encima de | mM) sus concentraciones intracelulares (50,291). Existe
un exceso tisular de arginina porque su K como sustrato para la NOS estd en la
region de 1-10 pM.

En conejos alimentados con colesterol y en pacientes hipercolesterolémicos, la
infusion de L-arginina mejora la dilatacién endotelio-dependiente (295), sugiriendo
que un aumento en la formacién de NO limita la progresion de la aterosclerosis (97,
296). Asi, la administracion intravenosa de L-arginina produce vasodilatacion en
individuos normotensos por incremento de la produccién de NO (297).

En algunos pacientes hipertensos se ha observado que la administracion intra-
venosa de L-arginina produce una disminucion de la presién arterial media, incre-
mento de la frecuencia cardiaca y del gasto cardiaco y una reduccién de la resis-
tencia periférica total. Todos estos efectos son indicadores de un aumento de la
liberacion de NO durante su administracion (298, 299), La concentracién plasma-
tica de L-citrulina y GMPc se incrementan significativamente a los 20 min. Las
catecolaminas plasmiticas y la actividad de renina no muestran cambios significa-
tivos, excepto en pacientes con hipertension renovascular. En todos los pacientes,
los niveles de aldosterona plasmatica disminuyen significantemente en respuesta a
la administracién de L-arginina. sin considerar los niveles basales de actividad de
renina y los niveles de aldosterona. Estos resultados indican que la L-arginina
exdgena produce vasodilatacién por incremento de la produccion de NO y que la
L-arginina o la liberaciéon de NO, modula la secrecion de hormonas neuroendocri-
nas en individuos hipertensos (299).

Se desconoce si los efectos del suplemento de L-arginina se deben a su biotrans-
formacién en NO o a que pueda estar promoviendo la utilizacion del sustrato en-
dégeno. Es interesante investigar si los incrementos en la concentracion plasmdtica
de L-arginina conducen a una mayor formacién fisiolégica de NO en alguna zona
localizada o en el conjunto del organismo.

Agradecimientos

Este estudio ha recibido el apoyo econémico de DGICYT (PB94-0152), FIS
(95/1954) y Bayer Espana. Agradecemos a dofia Ana B. Baena su ayuda en la parte
bibliogrifica del manuscrito.

250



6. BIBLIOGRAFIA

Vane JR. Anggird EE y Botting RM (1990). Regulatory functions of the vascular endo-
thelium. New Engl J Med 323: 27-36.

Ramos KS (1992), Vascular Toxicology. A cellular and molecular perspective. In: Car-
diovascular Toxicology, 2nd Ed., pp. 483-516, Acosta D Jr (ed), Raven Press, New York.
Wu KK y Thiagarajan P (1996), Role of endothelium in thrombosis and hemostasis. Ann
Rev Med 47: 315-331.

Rubanyi GM (1991), Endothelium-derived relaxing and contracting factors. J Cell Bio-
chem 46: 27-36.

Hanahan DJ (1986), Platelet-activating factor: a biologically active phosphoglyceride,
Ann Rev Biochem 55: 483-509.

Vanhoutte PM, Rubanyi GM, Miller VM y Houston DS (1986), Moedulation of vascular
smooth muscle contraction by the endothelium. Ann Rev Physiol 48: 307-320.

Marin J y Sanchez-Ferrer CF (1990). Role of endothelium-formed nitric oxide on vascular
responses. Gen Pharmacol 21: 575-587.

Liischer TF y Dubey RK (1995). Endothelium and platelet-derived vasoactive substances:
role in the regulation of vascular tone and growth. In: Hypertension: Pathophysiology,
Diagnosis, and Management, 2nd Ed., Larag JH y Brenner BM (eds), pp. 609-630, Raven
Press. Ltd. . New York.

Palmer RMIJ, Ferrige AG y Moncada S (1987). Nitric oxide release accounts for the
biological activity of endothelium-derived relaxing factor. Narure 327, 524-526.

Angus JA y Cocks TM (1989). Endothelium-derived relaxing factor. Pharmacol Ther 41:
303-351.

Moncada S, Palmer RMJ y Higgs EA (1991), Nitric oxide: physiology, pathophysiology,
and pharmacology. Pharmacol Rev 43: 109-142,

Marin J v Rodriguez-Martinez MA (1995), Nitric oxide, oxygen-derived free radicals and
vascular endothelium. J Auton Pharmacol 15: 279-307.

Furchgott RF y Zawadzki J (1980), The obligatory role of endothelial cells in the relaxa-
tion of arterial smooth muscle by acetylcholine. Narure 28: 373-376.

Furchgott RF (1984). The role of the endothelium in the responses of vascular smooth
muscle to drugs. Ann Rev Pharmacol Tox 24: 175-197.

Rubanyi GM, Lorenz RR y Vanhoutte PM (1985), Bioassay of endothelium-derived re-
laxing factor(s). Inactivation by catecholamines. Am J Physiol 249; H95-HI01.
Rubanyi GM y Vanhoutte PM (1986). Oxygen-derived free radicals, endothelium. and
responsiveness of vascular smooth muscle. Am J Physiol 250: H815-H821.

Furchgott RF (1988), Studies on relaxation of rabbit aorta by sodium nitrite: the basis for
the proposal that the acid-activatable inhibitory factor from bovine retractor penis is
inorganic nitrite and the endothelium-derived relaxing factor is nitric oxide. In: Vasodi-
latation, vol. IV. Vanhoutte PM (ed). pp. 401-414. Raven Press, New York.

McCall T y Vallance P (1992), Nitric oxide takes centre-stage with newly defined roles.
Trends Pharmacol Sei 13: 1-6.

Shaw A y Vosper Al (1977), Solubility of nitric oxide in aqueous and nonaqueous sol-
vents. J Chem Soc Faraday Trans 8: 1239-1244.

Kerwin JFJr, Lancaster JRJr y Feldman PL (1995), Nitric oxide: a new paradigm for
second messengers. J Med Chem 38: 4343-4362.

Kanner J. Harel § y Granit R (1991), Nitric oxide as an antioxidant. Arch Biochem
Biophys 289: 130-136.

Welch G y Loscalzo J (1994), Nitric oxide and the cardiovascular System. J Card Surg
9: 361-371.

Palmer RMJ y Moncada S (1989). A novel citrulline-forming enzyme implicated in the
formation of nitric oxide by vascular endothelial cells. Biochem Biophys Res Comm 158:
348-352.

Marletta MA. Yoon PS, Iyengar R. Leaf CD y Wishnok JS (1988), Macrophage oxidation

251



28,

29.
30.

40.

41.

of L-arginine to nitrite and nitrate: nitric oxide is an intermediate. Biochemistry 27: 8706-
8711

Marletta MA (1993), Nitric oxide synthase structure and mechanism. J Biol Chem 268:
12231-12234.

Leone AM. Palmer RMJ, Knowles RG, Francis PL, Ashton DS y Moncada S (1991).
Constitutive and inducible nitric oxide synthases incorporate molecular oxygen into both
nitric oxide and citrulline. J Biol Chem 266: 23790-23795.

Tuehr DJ. Cho HJ, Kwon NS. Weise MF y Nathan CF (1991), Purification and charac-
terizacion of the cytokine-induced macrophage nitric oxide synthase. Proc Natl Acad Sei
USA 88: 7773-7777.

Korth HG. Sustmann R. Thater C, Butler AR y Ingold KU (1994). On the mechanism of
the nitric oxide synthase-catalyzed conversion of N"-Hydroxy-L-arginine to citrulline and
nitric oxide, /. Biol Chem 296: 17776-17779.

Farrel AJ y Blake DR (1996), Nitric oxide. Annals Reumat Dis 55: 7-20.

Bogle RG, Baydoun AR, Pearson JD y Mann GE (1996), Regulation of L-arginine trans-
port and nitric oxide release in superfused porcine aortic endothelial cells. J Physiol 490:
229.241,

Long CJ y Stone TW (1985), The release of endothelium-dependent relaxant factor is
calcium dependent. Blood Vessels 22: 205-208.

Griffith TM, Edwards DH, Newby AC, Lewis MJ y Henderson AH (1986), Production of
endothelium derived relaxant factor is dependent on oxidative phosphorylation and extra-
cellular calcium. Cardiovase Res 20: 7-12.

Morgan-Boyd R. Stewart JM. Vavrek RJ y Hassid A (1987), Effect of bradykinin and
angiotensin 11 on intracellular Ca™ dynamics in endothelial cells. Am J Physiol 253:
C588-C598.

Colden-Stanfield M, Schilling WP, Rlichie AK, Eskin SG, Navarro LT y Kunze DL
(1987), Bradykinin-induced increases in cytosolic calcium and ionic currents in cultured
bovine aortic endothelial cells. Cire Res 61: 632-640.

Johns A, Lategan TW, Lodge NJ, Ryan US, Van Breemen C v Adams DJ (1987), Calcium
entry through receptor-operated channels in bovine pulmonary artery endothelial cells.
Tissue Cell 19: 733-745.

Ignarro LJ (1989), Biological actions and properties of endothelium-derived nitric oxide
formed and released from artery and vein. Circ Res 65: 1-21.

Blatter LA y Wier WG (1994), Nitric oxide decreases [Ca™] in vascular smooth muscle
by inhibition of the calcium current. Cell Calcium 15: 122-131,

Chabaud F, Danna M y Bény JL. (1994). A vascular smooth muscles nitric oxide relaxa-
tion by a mechanism distinct of calcium changes. Life Sci 54: 1449-1458,

Rapoport RM, Schwartz K y Murad F (1985), Effects of Na‘, K* pump inhibitors and
membrane depolarizing agents on acetylcholine-induced endothelium-dependent relaxa-
tion and cyclic GMP accumulation in rat aorta. Eur J Pharmacol 110: 203-209.
Rapoport RM, Schwartz K y Murad F (1985), Effects of sodium-potassium pump inhibi-
tors and membrane depolarizing agents on sodium nitroprusside-induced relaxation of
cyclic guanosine monophosphate accumulation in rat aorta. Cire Res 57: 164-170.
Greenberg S. Diecke FP] y Tanaka TP (1986), Species and vascular bed responses of
veins and arteries 1o endothelial derived relaxing factor in dog and pig. Drug Dev Res 7:
299-309.

Martin W, Smith JA y White DG (1986), The mechanism by which haemoglobin inhibits
the relaxation of rabbit aorta induced by nitrovasodilators, nitric oxide or bovine retractor
penis inhibitory factor. Br J Pharmacol 89: 563-571.

Fitzgerald GA, Brash AR, Falardeau P y Qates JA (1981), Estimated rate of prostacyclin
secretion into the circulation of normal man. J Clin Invesr 68: 1272-1275.

Ignarro L) y Kadowitz PJ (1985). The pharmacological and physiological role of cyclic
GMP in vascular smooth muscle relaxation. Ann Rev Pharmacol Tox 25: 171-191.



45.

47.

48.

49,

50.

51.

53,

54.
35.
56.

L

58.

59.

60,

Nakatsu K y Diamond J {1989). Role of ¢cGMP in relaxation of vascular and other smooth
muscle. Can J Physiol Pharmacol 67: 251-262.

Lincoln T (1989), Cyclic GMP and mechanisms of vasodilation, Pharmacol Ther 41: 479-
502.

Salvemini D y Botting R (1990). The effects of free radical scavengers on platelet adhe-
sion and aggregation. Drug News Perspect 4: 202-212,

Salvemini D. De Nucci G, Gryglewski RJ y Vane JR (1989), Human neutrophils and
mononuclear cells inhibit platelet aggregation by releasing a nitric oxide-like factor. Proc
Natl Acad Sci USA 86: 6328-6332,

Knowles RG y Moncada S (1994), Nitric oxide synthases in mammals. Biochem J 298:
249-258.

Moncada S y Higgs EA (1995), Molecular mechanisms and therapeutic strategies related
to nitric oxide. FASEB J 9: 1319-1330.

Moncada 8, Higgs EA y Furchgott R (1997), International union of pharmacology nomen-
clature in nitric oxide research. Pharmacol Rev (en prensa),

Bredt DS y Snyder SH (1990), Isolation of nitric oxide synthetase, a calmodulin-requiring
enzyme. Proc Natl Acad USA 87: 682-685.

Knowles RG, Palacios M, Palmer RMJ y Moncada S (1989), Formation of nitric oxide
from L-arginine in the central nervous system: a transduction mechanism for stimulation
of the soluble guanylate cyclase. Proc Natl Acad Sci USA 86: 5159-5162.

Dun NJ, Dun SL. Forstermann U y Tseng LF (1992), Nitric oxide synthase immunoreac-
tivity in rat spinal cord. Newrosci Lert 147: 217-220,

Sheng H. Gagne GD, Matsumoto T, Miller MF, Forstermann U y Murad F (1993), Nitric
oxide synthase in bovine superior cervical ganglion. J Newrochem 61: 1120-1126.

Dun NJ, Dun SL. Wu SY y Forstermann U (1993), Nitric oxide synthase immunoreacti-
vity in rat superior cervical ganglia and adrenal glands. Newrosci Lett 158: 51-54.
Sheng H. Schmidt HH. Nakane M. Mitchell JA, Pollock IS, Férstermann U y Murad F
(1992), Characterization and localization of nitric synthase oxide synthase in non-adrener-
gic non-cholinergic nerves from bovine retractor penis muscles. Br J Pharmacol 106:
768-773.

Hassall CJ, Saffrey MJ, Belai A, Hoyle CH, Moules EW, Moss J, Schmidt HH. Murad F,
Forstermann U y Bumnstock G (1992), Nitric oxide synthase immunoreactivity and NA-
DPH-diaphorase activity in a subpopulation of intrinsic neurones of the guinea-pig heart.
Newrosci Lett 143: 65-68.

Palacios M. Knowles RG, Palmer RMJ y Moncada S (1989), Nitric oxide from L-arginine
stimulates the soluble guanylate cyclase in adrenal glands, Biochem Biophys Res Commun
165: 802-809.

Schmidt HHHW, Gagne GD, Nakane M. Pollock JS, Miller MF y Murad F (1992),
Mapping of neural nitric oxide synthase in the rat suggests frequent co-localization with
NADPH-diaphorase but not with soluble guanylyl cyclase, and novel parancural functions
for nitrinergic signal transduction. J Histochem Cytochem 40: 1439-1456.

Radomski MW, Palmer RMJ y Moncada S (1990), Characterization of the L-arginine;
nitric oxide pathway in human platelets. Br J Pharmacol 101: 325-328.

Radomski MW, Palmer RMJ v Moncada S (1990), An L-arginine/nitric oxide pathway
present in human platelets regulates aggregation. Proc Natl Acad Sci USA 87: 5193-5197.
Schmidt HH, Wamer TD, Ishii K, Sheng H y Murad F (1992), Insulin secretion from
pancreatic B cells caused by L-arginine-derived nitrogen oxides. Science 255, 721-723,
Hevel JM, White KA y Marletta MA (1991), Purification of the inducible murine macro-
phage nitric oxide synthase. J Biol Chem 266: 22789-2279].

Xie QW. Cho HJ, Calaycay J. Mumford RA, Swiderek KM, Lee TD, Dinig A, Troso T
y Nathan C (1992), Cloning and characterization of inducible nitric oxide synthase from
mouse macrophages. Science 256: 225-228.

Lyons CR, Orloff GJ y Cunningham JM (1992), Molecular cloning and functional expre-
ssion of an inducible nitric oxide synthase from a murine macrophage cell line. J Biol
Chem 267: 6370-6374.

253



67.

68.

69,

70.

71.

73.

74.

i)

76.

77.

T8.

79.

80.
81,

82.

83.

84,

85.

86.

254

Knowles RG, Salter M. Brooks SL y Moncada S (1990). Anti-inflammatory glucocorti-
coids inhibit the induction by endotoxin of nitric oxide synthase in lung, liver and aorta
of the rat. Biochem Biophys Res Comm 172: 1042-1048,

Rees DD, Cellek S, Palmer RMJ y Moncada S (1990), Dexamethasone prevents the
induction by endotoxin of a nitric oxide synthase and the associated effects on vascular
tone: an insight into endotoxin shock. Biochem Bhiophys Res Comm 173: 541-547.
Billiard TR, Curran RD. Stuehr DJ, Stadler J, Simmons RL y Murray SA (1990), Indu-
cible cytosolic enzyme activity for the production of nitrogen oxides from L-arginine in
hepatocytes. Biochem Biophys Res Commun 168: 1034-1040.

Knowles RG, Merrett M, Salter M y Moncada S (1990), Differential induction of brain,
lung and liver nitric oxide synthase by endotoxin in the rat. Biochem J 270, 833-836.
Wright CD. Mulsch A, Busse R y Osswald H (1989), Generation of nitric oxide by human
neutrophils. Biochem Biophys Res Comm 160: 813-819.

McCall TB, Boughton-Smith NK y Palmer RMJ (1989), Synthesis of nitric oxide from L-
arginine by neutrophils. Biochem J 261: 293-296.

Wood KS. Buga GM. Byms RE y Ignarro LJ (1990), Vascular smooth muscle-derived
relaxing factor (MDRF) and its close similarity to nitric oxide. Biochem Biophys Res
Comm 170: 80-88.

Pollock JS, Nakane M. Buttery LK, Martinez A. Springall D, Polak JM, Forstermann U
y Murad F (1993), Characterization and localization of endothelial nitric oxide synthase
using specific monoclonal antibodies. Am J Physiol 265: C1379-C1387.

Lamas S, Marsden PA, Li GK, Tempst P y Michel T (1992), Endothelial nitric oxide
synthase: molecular cloning and characterization of a distinct constitutive enzyme iso-
form. Proc Natl Acad Sci USA 89: 6348-6352.

Marsden PA, Schappert KT, Chen HS, Flowers M, Sundell CL, Wilcox JN, Lamas S y
Michel T (1992), Molecular cloning and characterization of human endothelial nitric
oxide synthase. FEBS Lenr 307: 287-293.

Dinerman JL, Dawson TM. Schell MJ, Snowman A y Snyder SH (1994), Endothelial
nitric oxide synthase localized to hippocampal pyramidal cells: implications for synaptic
plasticity. Proc Natl Acad Sci USA 91: 4214-4218.

Kobzik. L, Bredt DS, Lowenstein CJ, Drazen J, Gaston B, Sugarbaker D y Stamler JS
(1993), Nitric oxide synthase in human and rat lung: immunocytochemical and histoche-
mical localization. Am J Resp Cell Mol Biol 9: 371-377,

Weiner CP. Lizasoain I. Baylis SA, Knowles RG, Charles 1G y Moncada S (1994),
Induction of calcium-dependent nitric oxide synthases by sex hormones. Proc Naitl Acad
Seci USA 91: 5212-5216.

Sessa WC (1994), The nitric oxide synthase family of proteins. J Vasc Res 31, 131-143.
Forstermann U, Pollok JS, Schmidt HH, Heller M y Murad F (1991), Calmodulin-depen-
dent endothelium-derived relaxing factor/nitric oxide synthase activity is present in the
particulate and cytosolic fractions of bovine aortic endothelial cells. Proc Natl Acad Sci
U/SA B8: 1788-1792.

Huang PL y Fishman MC (1996). Genetic analysis of nitric oxide synthase isoforms:
targeted mutation in mice. J Mol Med 74: 415-421.

Huang Z, Huang PL, Panahian N, Dalkara T, Fishman MC y Moskowitz MA (1994),
Effects of cerebral ischemia in mice deficient in neuronal nitric oxide synthase. Science
265: 1883-1885.

Wei X-q, Charles 1G, Smith A, Ure J, Feng G-j, Huang F-p, Xu D, Muller W, Moncada
S y Liew FY (1995), Altered immune responses in mice lacking inducible nitric oxide
synthase. Nature 375: 408-411.

Nakane M, Schmidt HHHW. Pollock JS, Forstermann U y Murad F (1993), Cloned
human brain nitric oxide synthase is highly expressed in skeletal muscle. FEBS Lett 316:
175-180.

Marsden PA, Heng HHQ, Scherer SW, Stewart RJ, Hall AV, Shi XM Tsui LC y Schappert
KT (1993). Structure and chromosomal localization of the human constitutive endothelial
nitric oxide synthase gene, J Biol Chem 268: 17478-17488.



87.

88.

89.

91.

92,

93.

95.

97.

98.

100.

101.

102.

103.

105.

106.
107.

Xu W. Gorman P, Sheer D, Bates G. Kishimoto J. Lizhi L y Emson P (1993), Regional
localization of the gene coding for human brain nitric oxide synthase (NOSI1), 1o 12q 24.
2->24. 31 by fluorescent in situ hybridation. Cyvtogener Cell Genet 64: 62-63.

Xu W, Charles 1. Moncada S, Gorman P, Liu L. y Emson P (1993), Chromosomal assig-
nment of the inducible NOS gene and endothelial NOS gene to human chomosome 17p
11-17q 11 and chromosome 7. respectivety. Endothelium 1: S24 (abstr),

Buscom L y Michel T (1993), Endothelial nitric oxide synthase. N-terminal mynistoyla-
tion determines subcellular localization. J Biol Chem 268: 8410-8413.

Mohaupt MG, Elzie JL, Ahn KY, Clapp WL, Wilcox CS y Kone BC (1994). Differential
expression and induction of mRNAs encoding two inducible nitric oxide synthases in rat
kidney. Kidney Int 46: 653-665.

Werner ER, Wemer-Felmayer G y Wachter H (1993), Tetrahydrobiopterin and cytokines.
Proc Soc Exp Biol Med 203: 1-12.

Bredt DS, Ferris CD y Snyder SH (1992), Nitric oxide synthase regulatory sites: phos-
phorylation by cyclic AMP-dependent protein kinase, protein kinase C. and calcium cal-
modulin protein kinase; identification of flavin and calmodulin binding sites, J Biol Chem
267: 10976-10981.

Nakane M, Mitchell J, Forstermann U y Murad F (1991), Phosphorylation by calcium
calmodulin-dependent protein kinase Il and protein kinase C modulates the activity of
nitric oxide synthase. Biochem Biophys Res Comm 180: 1396-1402.

Cho HJ, Xie QW, Calaycay J, Mumford RA, Swiderek KM, Lee TD y Nathan C (1992),
Calmodulin is a subunit of nitric oxide synthase from macrophages. J Exp Med 176: 599-
604.

Nathan CF y Hibbs JB (1991). Role of nitric oxide synthesis in macrophage antimicrobial
activity. Curr Opin Immunol 3: 65-70,

Joly GA, Ayres M, Chelly F y Kilbourn RG (1994), Effects of N%methyl-L-arginine, N°-
Nitro-L-arginine, and aminoguanidine on constitutive and inducible nitric oxide synthase
in ral aorta. Biochem Biophys Res Comm 199: 147-154.

Cohen RA (1995), The role of nitric oxide and other endothelium-derived vasoactive
substances in vascular disease. Progress Cardiovasce Dis 38: 105-128,

Dawson TM, Steiner SP. Dawson VL, Dinerman JL, Uhl GR y Snyder SH (1993), Im-
munosuppressant FK506 enhances phosphorylation of nitric oxide synthase and protects
against glutamate neurotoxicity. Proc Narl Acad Sci USA 90: 9808-9812.

Fleming 1 y Busse R (1995). Control and consequences of endothelial nitric oxide forma-
tion. Advan Pharmacol 34: 187-206.

Hecker M, Liickhoff A y Busse R (1993), Modulation of endothelial autacoid release by
protein kinase C: feed-back inhibition or non-specific attenuation of receptor-dependent
cell activation. J Cell Physiol 156: 571-578.

Davada RK, Chandler LJ y Guzman NJ (1994), Protein Kinase C modulates receptor-
independent activation of endothelial nitric oxide synthase. Eur J Pharmacol 266: 237-
244,

Lewis MJ y Henderson AH (1987). A phorbol ester inhibits the release of endothelium-
derived relaxing factor. Eur J Pharmacol 137: 167-171.

Flavaham NA, Shimokawa H y Vanhoutte PM (1991), Inhibition of endothelium-depen-
dent relaxations by phorbol myristate acetate in canine coronary arteries: role of a pertus-
sis toxin-sensitive G-protein. J Pharmacol Exp Ther 256: 50-55.

Assreuy J, Cunha FQ. Liew FY y Moncada S (1993), Feedback inhibition of nitric oxide
synthase activity by nitric oxide, Br J Pharmacol 108: 833-837.

Griscavage JM, Fukuto JM. Komori Y y Ignarro LJ (1994), Nitric oxide inhibits neuronal
nitric oxide synthase by interacting with the heme prosthetic group. J Biol Chem 269:
21644-21649,

Prince RC (1993), Rising interest in nitric oxide synthase. Trends Biol Sci 18: 35-36.
Bredt DS, Hwang PM, Glatt CE, Lowenstein C, Reed R y Snyder SH (1991), Cloned and
expressed nitric oxide synthase structurally resembles cytochrome P-450 reductase. Naru-
re 351: 714-718.

255



108,

110.

111,

116.

117;

118,
119

120.
121.

122.

125.

126.

127.

White AK y Marletta MA (1992), Nitric oxide synthase is a cytochrome P-450 type
hemoproteine. Biochemistry 31: 6627-6631.

Boucher JL, Genet A, Vandon S, Delaforge M, Henry Y y Mansuy D (1992), Cytochrome
P450 catalyzes the oxidation of N"-hydroxy-L-arginine by NADPH and O, to nitric oxide
and citrulline. Biochem Biophys Res Comm 187: 880-886.

Renaud JP, Boucher JL, Vadon S, Delaforge M y Mansuy D (1993), Particular ability of
liver P450s3A to catalyze the oxidation of N"-hydroxyarginine to citrulline and nitrogen
oxides and occurrence in NO synthases of a sequence very similar to the heme-binding
sequence in P450s. Biochem Biophvs Res Comm 192: 53-60.

Schott CA. Bogen CM. Vetrovsky P. Berton CC y Stoclet JC (1994), Exogenous N-
hydroxy-L-arginine causes nitrite production in vascular smooth muscle cells in the ab-
sence of nitric oxide synthase activity. FEBS Lerr 341: 203-207.

Mittal CK (1993), Nitric oxide synthase: involvement of oxygen radicals in conversion of
L-arginine to nitric oxide. Biochem Biophvs Res Comm 193: 126-132.

Griscavage JM, Rogers NE, Sherman MP y Ignarro L) (1993), Inducible nitric oxide
synthase from a rat alveolar macrophage cell line is inhibited by nitric oxide. J Immunol
151: 6329-6337.

Ravichandran LV, Johns RA y Rengasamy A (1995). Direct and reversible inhibition of
endothelial nitric oxide synthase by nitric oxide. Am J Physiol 268: H2216-H2223.
Vodovotz Y, Kwon NS, Pospischil M, Manning J, Paik J y Nathan C (1994), Inactivation
of nitric oxide synthase after prolonged incubation of mouse macrophages with IFN-y and
bacterial lipopolysaccharide. J Immunol 152: 4110-4118.

Nathan C y Xie Q (1994). Regulation of biosynthesis of nitric oxide. ./ Biol Chem 269:
13725-13728.

Ignarro JL., Degnan IN, Baricos WH, Kadowiiz PJ y Wolin MS (1982), Activation of
purified guanylate cyclase by nitric oxide requires heme: comparison of heme-deficient,
heme-reconstitued and heme-containing forms of soluble enzyme from bovine lung. Bio-
chim Biophys Acta T18: 49-59.

Schmidt HHHW (1992), ' NO, CO and  OH endogenous soluble guanylyl cyclase-activa-
ting factors. FEBS Lenr 307: 102-107.

Ignarro LJ (1992), Haem-dependent activation of cytosolic guanylate cyclase by nitric
oxide: a widespread signal transduction mechanism. Biochem Soc Trans 20, 465-469.
Tsai A (1994), How does NO activate hemoproteins? FEBS Lent 341: 141-145.

Ignarro L1 (1989), Endothelium-derived nitric oxide: actions and properties. FASEB J 3:
31-36.

Hathaway DR. Konicki MV y Coolican SA (1985). Phosphorylation of myosin light chain
kinase from vascular smooth muscle by ¢cAMP and ¢cGMP dependent protein kinases. J
Mol Cell Cardiol 17: 841-850.

Ikebe M y Reardon S (1990), Phosphorylation of myosin light chain kinase by smooth
muscle Ca’/calmodulin-dependent multifunctional protein kinase. J Biol Chem 265: 8975-
8978.

Schultz R, Nava E y Moncada S (1992), Induction and potencial biological relevance of
a calcium-independent nitric oxide synthase in the myocardium. Br J Pharmacol 105:
575-580.

Hare J and Colucci WS (1995), Role of nitric oxide in the regulation of myocardial
function. Prog Cardiovasc Res 28: 155-166.

Balligand J, Kelly RA, Marsden PA. Smith TW y Michel T (1993). Control of cardiac
muscle cell function by an endogenous nitric oxide signalling system. Proc Natl Acad Sci
USA 90: 347-351.

Galle 1, Bauersachs J, Bassenge E y Busse R (1993), Arterial size determines the enhan-
cement of contractile responses after supression of endothelium-derived relaxing factor
formation. Pliigers Archiv 422: 564-563.

Vallance P, Collier J y Moncada S (1989), Effects of endothelium-derived nitric oxide on
peripheral arteriolar tone in man. Lancer ii: 997-1004.



129.

133.

134,

135.

137.
138,

139,

141.

142,

143.
144,

145.

147.
148.

149,

150.

Rees DD, Palmer RMJ y Moncada S (1989), Role of endothelium-derived nitric oxide in
the regulation of blood pressure. Proc Natl Acad Sci (USA) 86: 3375-3378.

Griffith TM, Edwards DH, Davies RL, Harrison T] y Evans KT (1987), EDRF coordinates
the behavior of vascular resistance vessels. Nature 329: 442-445,

Vanhoutte PM y Shimokawa H (1989), Endothelium-derived relaxing factor and coronary
vasospasm. Circulation 80: 1-9.

Melliom BT. Ignarro LJ, Ohlstein EH, Pontecorvo EG, Hyman AL y Kadowitz PJ (1981),
Evidence for inhibitory role of guanosine 3'-5-monophosphate in ADP-induced human
platelet agregation in the presence of nitric oxide and related vasodilators. Blood 57: 946-
955.

Radomski MW, Palmer RMJ y Moncada S (1987). The anti-aggregating properties of
vascular endothelium: interactions between prostacyclin and nitric oxide. Br J Pharmacol
92: 639-646.

Akopov S, Sercombe R y Seylaz J (1996), Cerebrovascular reactivity: role of endothe-
lium/platelet/leukocyte interactions, Cerebrovasc Brain Metabol Rev 8: 11-94,
Radomski MW, Palmer RMJ y Moncada S (1987), Comparative pharmacology of endo-
thelium derived relaxing factor, nitric oxide and prostacyclin in platelets. Br J Pharmacol
92: 181-187.

Moro MA, Darley-Usmar VM. Goodwin DA, Read NG, Zamora-Pino R. Feelisch M,
Radowski MW y Moncada S (1994), Paradoxical fate and biological action of peroxyni-
trite on human platelets. Proc Natl Acad Sci USA 91: 6702-6706.

Assender JW, Southgate KM y Newby AC (1991), Does nitric oxide inhibit smooth
muscle proliferation? J Cardiovase Pharmacol 17 (Suppl. 3): S104-8107.

Panza JA, Quyyumi AA, Brush JE y Epstein SE (1990), Abnormal endothelium-depen-
dent vascular relaxation in patients with essential hypertension. New Engl J Med 323: 22-
27

Haudenschild CC, Prescott MF y Chobanian AV (1979), Effects of hypertension and its
reversal on aortic intima lesions of the rat. Hyperiension 2: 33-44.

Huttner 1 y Gabbiani G (1983), Vascular endothelium in hypertension. In: Hypertension.
Genest J, Kuchel O, Hamet P y Cantin M (eds), pp. 473-488, McGraw-Hill, New York.
Bachmann S, Peters J, Engler E, Ganten D y Mullins JJ (1992), Transgenic rats carrying
the mouse renin gene-morphological characterization of a low-renin hypertension. Kidney
Inr 41: 24-36.

Peir6 C. De Sagarra MR, Redondo J, Sanchez-Ferrer CF y Marin J (1992), Vascular
smooth muscle proliferation in hypertensive transgenic rats. J Cardiovasc Pharmacol 20
(Suppl. 12): S128-S131.

Shepherd JT (1990), Increased systemic vascular resistance and primary hypertension: the
expanding complexity. J Hypertens 8 (Suppl. 7); S15-827.

Katusic ZS y Vanhoutte PM (1989), Superoxide anion is an endothelium-derived contrac-
ting factor. Am J Physiol 257: H33-H37.

Auch-Schwelk W, Katusic ZS y Vanhoutte PM (1990), Thromboxane A,-receptor anta-
gonists inhibit endothelium-dependent contractions. Hypertension 15: 699-703.
Yanagisawa M, Kurihar H. Kimura S, Tomobe Y. Kobayashi M. Mitsui Y, Yazaki Y.
Goto K y Masaki T (1988), A novel potent vasoconstrictor peptide produced by vascular
endothelial cells. Nature 332: 411-415.

Sénchez-Ferrer CF y Marin J (1990), Endothelium-derived contractile factors. Gen Phar-
macol 21: 589-603.

Katusic ZS (1996). Superoxide anion and endothelial regulation of arterial tone. Free Rad
Biol Med 20: 443-448.

Shichiri M, Hirata Y, Ando K. Emori T, Ohta K, Kimoto S, Ogura M. Inoue A y Marumo
F (1990), Plasma endothelin levels in hypertension and chronic renal failure. Hyperten-
sion 15: 493-496.

Suzuki N, Miyauchi T, Tomobe Y, Matsumoto H, Goto K, Masaki T y Fujino M (1990),
Plasma concentrations of endothelin-1 in spontanecously hypertensive rats and DOCA-salt
hypertensive rats. Biochem Biophys Res Comm 167: 941-947,

257



153.
154.
155.

156.

157.

158.

161.
162,

163.
164.

165,

167.

168,

169.
170.

171.

Bolger GT, Liard F, Jodoin A y Jaramillo J (1991), Vascular reactivity, tissue levels, and
binding sites for endothelin: a comparison in the spontaneously hypertensive and Wistar-
Kyoto rats, Can J Physiol Pharmacol 69: 406-413,

Marin J (1993), Mechanisms involved in the increased vascular resistance in hyperten-
sion. J Auton Pharmacol 13, 127-176: 1993.

Hart MN, Heistad DD y Brody MJ (1980), Effect of chronic hypertension and sympathetic
denervation on wall/lumen ratio of cerebral vessels. Hypertension 2: 419-423,

Bevan RD (1984), Trophic effects of peripheral adrenergic nerves on vascular structure.
Hypertension 6 (Suppl. 1II): 11119-11126.

Dubin D, Prat RE. Cooke JP y Dzau VJ (1989), Endothelin. a potent vasoconstrictor, is
a vascular smooth muscle mitogen. J Vasc Med Biol 1: 150-154.

Harris EL, Grigor MR y Millar JA (1990), Differences in mitogenic responses to angio-
tensin 11, calf serum and phorbol ester in vascular smooth muscle cells from two strains
of genetically hypertensive rat. Biochem Biophys Res Comm 170: 1249-1255.
Simonson MS. Wann S, Mené P, Dubyak GR, Kester M, Nakazato Y, Sedor JR y Dunn
MJ (1989), Endothelin stimulates phospholipase Na'/H" exchange. c-fos expression and
mitogenesis in rat mesangial cells. J Clin Invesr 83: 708-712.

Rees DD, Palmer RMJ, Hodson HF y Moncada S (1989), A specific inhibitor of nitric
oxide formation from L-arginine attenuates endothelium-dependent relaxation. Br J Phar-
macol 96: 418-424.

Nakamura T y Prewitt RL (1991), Effect of N“-monomethy] L-arginine on endothelium-
dependent relaxation in arterioles of one-kidney, one clip hypertensive rats. Hypertension
17: 875-880.

Alonso MJ, Salaices M, Sanchez-Ferrer CF y Marin J (1992), Predominant role for nitric
oxide in the relaxations induced by acetylcholine in cat cerebral arteries. J Pharmacol Exp
Ther 261: 12-21.

Liischer TF (1990), Imbalance of endothelium-derived relaxing and contracting factors: a
new concept in hypertension. Am J Hypertens 3. 317-330.

Minuz P, Barrow S, Cockroft JR y Ritter JM (1990), Prostacyclin and thromboxane
biosynthesis in mild essential hypertension. Hypertension 15: 469-474.

Moncada S (1994), Nitric Oxide. J Hypertens 12 (Suppl 10): §35-839.

Tschudi MR, Mesaros S, Liischer TF y Malinski T (1996). Direct in situ measurement of
nitric oxide in mesenteric resistance arteries. Increased decomposition by superoxide in
hypertension. Hyperrension 27: 32-35.

Bonnardeaux A, Nadaud S. Charru A, Jeunemaitre X, Corvol P y Soubrier F (1995), Lack
of evidence for linkage of the endothelial cell nitric oxide synthase gene to essential
hypertension. Circulation 91: 96-102.

Lamping KG y Dole WP (1987), Acute hypertension selectively potentiates constrictor
responses of large coronary arteries to serotonin by altering endothelial function in vivo,
Circ Res 61: 904-913.

Van De Voorde J, Vanheel B y Leusen 1 (1988), Depressed endothelium-dependent re-
laxation in hypertension: relation to increased blood pressure and reversibility. Pfliigers
Archiv 411: 500-504,

Liischer TF, Vanhoutte PM y Raij L (1987). Antihypertensive treatment normalizes en-
dothelium-dependent relaxation in rats with salt-induced hypertension. Hypertension 9
(Suppl. 1): MI-193- M1-197.

Yang ST. Mayhan WG. Furaci FM y Heistad DD (1991). Endothelium-dependent respon-
ses of cerebral blood vessels during chronic hypertension. Hypertension 17, 612-618.
Lilscher TF (1994), The endothelium in hypertension: bystander, target or mediator? J
Hypertens 12 (Suppl 10): S105-S116.

Panza JA, Quyyumi AA, Callahan TS y Epstein SE (1993), Effect of antihypertensive
treatment on endothelium-dependent vascular relaxation in patients with essential hyper-
tension. J Am Coll Cardiol 21: 1145-1151.

Takase H, Moreau P, Kiing CF, Nava E y Liischer TF (1996), Antihypertensive therapy



E77:

178.

179.

180,

181.

182,
183,

184.

185.

186.

187.

188,

189.

prevents endothelial dysfunction in chronic nitric oxide deficiency. Effect of verapamil
and trandolapril. Hypertension 27: 25-31.

Wright CE y Angus JA (1986), Effects of hypertension and hypercholesterolemia on
vasodilation in the rabbit. Hypertension 8: 361-371.

Liischer TF (1994), The endothelium and cardiovascular disease: a complex relation. New
Engl J Med 330: 1081-1083.

Richard V, Tanner FC, Tschudi M y Liischer TF (1990), Different activation of L-arginine
pathway by bradykinin, serotonin, and clonidine in coronary arteries. Am J Physiol 259:
H1433-H1439.

Dohi Y, Thiel M, Biihler FR y Liischer TF (1990), Activation of the endothelial L-
arginine pathway in resistance arteries. Effect of age and hypertension. Hypertension 16:
170-179.

Armal JF, Battle T, Ménard J y Michel JB (1993), The vasodilatory effect of endogenous
nitric oxide is a major counter-regulatory mechanism in the spontaneously hypertensive
rat. J Hyperten 11: 945-950.

Liischer TF y Haefeli WE (1993), The L-arginine pathway in the clinical arena: tool or
remedy? Circulation 87: 1746-1748.

Vallance P. Leone A, Calver A, Collier J y Moncada S (1992), Accumulation of an
endogenous inhibitor of nitric oxide synthesis in chronic renal failure. Lancet 339: 572-
575.

Dominiczak AF y Bohr DF (1995), Nitric oxide and its putative role in hypertension. Am.
Heart Assoc. 25; 1202-1211.

Pinto A, Sorrentino R, Sorrentino P, Guerritore T, Miranda L, Biondi A y Martinell P
(1991). Endothelial-derived relaxing factor released by endothelial cells of human umbi-
lical vessels and its impairment in pregnancy-induced hypertension. Am J Obst Ginecol
164: 507-513.

Shirasaki Y, Kolm P, Nickols A y Lee TJF (1988), Endothelial regulation of c¢yclic GMP
and vascular responses in hypertension. J Pharmacol Exp Ther 245: 53-58.

Otsuka Y, Dipiero A, Hirt E, Brennaman B y Lockette W (1988), Vascular relaxation and
¢GMP in hypertension. Am J Physiol 254: H163-H169,

Bockman CS, Jeffries WB. Pettinger WA y Abel PW (1992), Enhanced release of endo-
thelium-derived relaxing factor in mineralocorticoid hypertension. Hypertension 20: 304-
313,

Kirchner KA, Scanlon PH, Dziclak DJ y Hester RL (1993), Endothelium-derived relaxing
factor responses in DOCA-salt hypertensive rats. Am J Phyvsiol 265: R568-R572.

lto T, Kato T, Iwama Y, Shimizu K, Asano H, Okumura K, Hashimoto H y Satake T
(1991). Prostaglandin H, as an endothelium-derived contracting factor and its interaction
with endothelium-derived nitric oxide. J Hypertens 9: 729-736,

Lin L, Balazy M, Pagano PJ y Nasjletti A (1994), Expression of prostaglandin H,-media-
ted mechanism of vascular contraction in hypertensive rats. Circ Res 74: 197-205.
Iwama Y, Kato T, Muramatsu M, Asano H, Shimizu K, Toki Y, Mivazaki Y, Okumura
K. Hahimoto H y Ito T (1992), Correlation with blood pressure of the acetylcholine-indu-
ced endothelium-derived contracting factor in the rat aorta. Hypertension 19: 326-332,
Auch-Schwelk W y Vanhoutte PM (1991), Endothelium-derived contracting factor relea-
sed by serotonin in the aorta of the spontaneously hypertensive rat. Am J Hypertens 4:
769-772.

Mistry M y Nasjletti A (1988), Role of pressor prostanoids in rats with angiotensin Il-salt-
induced hypertension. Hypertension 11: 758-762.

Lin L, Mistry M. Stier CT y Nasjletti A (1991), Role of prostanoids in renin-dependent
and renin-independent hypertension. Hypertension 17: 517-525.

Struyker-Boudier HAJ, Van Bortel LMAB y DeMey JGR (1990), Remodeling of the
vascular tree in hypertension: drug effects. Trends Pharmacol Sci 11: 240-245.
Cunningham LD, Brecher P y Cohen RA (1992), PDGF receptors on macrovascular
endothelial cells mediate relaxations via nitric oxide in rat aorta. J Clin Invest 89: 878-
882.

259



195.

196,
197.
198,
199.
200.

201.
202,

203.

205.

216.
217.

218.

260

Tschudi MR, Criscione L y Lischer TF (1991), Effect of aging and hypertension on
endothelial function of rat coronary arteries. J Hypertens 9 (Suppl 6): 164-165.
Liischer TF, Romero JC y Vanhoutte PM (1986), Biossay of endothelium-derived vaso-
active substances in the aorta of normotensive and spontancously hypertensive rat. J
Hypertens 4 (Suppl 6): 81-83.

Kauser K y Rubanyi GM (1995), Gender difference in endothelial dysfunction in the aorta
of spontancously hypertensive rats. Hyperrension 25 (part 1): 517-523,

Tanase H (1979), Genetic control of blood pressure in spontaneously hypertensive rats
(SHR). Exp Anim 28: 519-530.

lams SG y Wexler BC (1979), Inhibition of the development of spontaneous hypertension
in SH rats by gonadectomy or estradiol. J Lab Clin Med 94: 608-616.

lams SG y Wexler BC (1977), Retardation in the development of spontaneous hyperten-
sion in SH rats by gonadectomy. J Lab Clin Med 90: 997-1003.

Ganten U, Schroder G, Witt M, Zimmerman F. Ganten D y Stock G (1989), Sexual
dimorphism of blood pressure in spontaneously hypertensive rats: effects of anti-androgen
treatment. Hypertension 7: 721-726.

Chen YF y Meng QC (1991), Sexual dimorphism of blood pressure in spontancously
hypertensive rats is androgen dependent. Life Sci 48: 748-759.

Ely DL y Turner ME (1990), Hypertension in the spontaneously hypertensive rat is linked
to the Y chromosome. Hypertension 16: 277-281,

Vincent M. Kaiser MA, Orea V., Lodwick D y Samani NJ (1994), Hypertension in the
spontaneously hypertensive rat and sex chromosomes. Hypertension 23: 161-166,
Gisclard V, Flavaham NA y Vanhoutte PM (1987), Alpha adrenergic responses of blood
vessels of rabbits after ovariectomy and administration of 17-fi-estradiol. J Pharmacol
Exp Ther 240: 466-470.

Willians SP, Shackelford DP, lams SG y Mustafa SJ (1988), Endothelium-dependent
relaxation in estrogen-treated spontancously hypertensive rats. Eur J Pharmacol 145:
205-207.

Yagi K y Komura S (1986), Inhibitory effect of female hormones on lipid peroxidation.
Biochem Int 13: 1051-1055.

Farhat MY, Chen MF, Bhatti T, Igbal A, Cathapermal S y Ramwell PW (1993), Protection
by oestradiol against the development of cardiovascular changes associated with mono-
crotaline pulmonari hypertension in rats. Br J Pharmacol 110: 719-723.

Keaney JFJr, Shwaery GT. Xu A, Nicolosi RJ, Loscalzo J. Foxall TL y Vita JA (1994),
17-f-Estradiol preserves endothelial vasodilator function and limits low-density lipopro-
tein oxidation in hypercholesterolemic swine. Circulation 89: 2251-2259.

Smith WM (1988), Epidemiology of hypertension in older patients. Am J Med 38 (Suppl.
3B): 2-6.

Vokonas PS, Kannel WB y Cupples LA (1988). Epidemiology and risk of hypertension
in the elderly: the Framingham study. J Hypertens 6 (Suppl. 1): 53-S9.

Borhani NO (1988), Isolated systolic hypertension in the elderly. J Hypertens 6: S15-S19.
Wadsworth RM (1990), Calcium and vascular reactivity in ageing and hypertension. J
Hypertens 8: 975-983,

Safar ME (1985). Focus on the large arteries and in hypertension. J Cardiovase Pharma-
col 7 (Suppl. 2); §1-54,

Julius S (1988), The therapeutic dilemma of hypertension in the elderly. Drugs 36, 7-17.
Nielsen H, Hasenkam JM, Pilegaard HK. Aalkjaer C y Mortensen FV (1992), Age-depen-
dent changes in a-adrenoceptor mediated contractility of isolated human resistance arte-
ries. Am J Physiol 263: HI190-H1196,

Folkow B y Svanborg A (1993), Physiology of vascular aging. Physiol Rev 73: 725-764.
Marin J (1995), Age-related changes in vascular responses: a review, Mech Ageing De-
velop 79: 71-114,

Hongo K. Nakagomi T. Kassell NF, Sasaki T, Lehman M. Vollmer DG, Tsukahara T,
Ogawa H y Tomer J (1988), Effects of aging and hypertension on endothelium-dependent
vascular relaxation in rat carotid artery. Stroke 19: 892-897,



223,

224,

225.

226.

228.

229

235.

236.

Lee TJF, Shirasaki Y y Nickols GA (1987), Altered endothelial modulation of vascular
tone in aging and hypertension. Blood Vessels 24: 132-136.

Shimamura K, Osugi S, Moriyama K y Sunano S (1991), Impairment and protection of
endothelium-dependent relaxation in aortae of various strains of spontancously hyperten-
sive rats. J Cardiovase Pharmacol 17 (Suppl. 3): $133-5136.

Arribas S, Marin J, Ponte A, Balfagén G y Salaices M (1994), Norepinephrine-induced
relaxations in rat aortae mediated by endothelial P-adrenoceptors. Impairment by ageing
and hypertension. J Pharmacol Exp Ther 270: 520-527.

Deisher TA. Mankani S y Hoffman BB (1989), Role of cyclic AMP-dependent protein
kinase in the diminished beta adrenergic responsiveness of vascular smooth muscle with
increasing age. J Pharmacol Exp Ther 249: R12-819,

Kazanietz MG y Encro MA (1991), Decreased f-adrenoceptor-mediated vasodilation in
aortac from aged rats: possible involvement of a stimulatory GTP-binding protein. Eur J
Pharmacol 198: 177-181.

Egashira K, Inou T, Hirooka Y, Yamada A, Maruoka Y, Hai H, Sugimachi M, Suzuki §
y Takeshita A (1993), Impaired coronary artery blood flow response to acetylcholine in
patients with coronary risk factors and proximal atherosclerotic lesions. J Clin Invest 91:
29-37.

Casino PR. Kilcoyne CM. Quyyumi AA, Hoeg JM y Panza JA (1993), The role of nitric
oxide in endothelium-dependent vasodilation of hypercholesterolemic patients. Circula-
rion 88: 2541-2547.

Bossaller C, Habib GB, Yamamoto H, Willhams C, Wells S y Henry PD (1987), Impaired
muscarinic endothelium-dependent relaxation and cyclic guanosine 5-monophosphate
formation in atherosclerotic human coronary artery and rabbit aorta. J Clin Invest 79: 170-
174,

Verbeuren TJ, Jordaens FH, Zonnenkeyn LL. Van-Hove CE, Coene MC y Herman AG
(1986). Effect of hypercholesterolemia on vascular reactivity in the rabbit. 1. Endothe-
lium-dependent and endothelium-independent contractions and relaxations in isolated
arteries of control and hypercholesterolemic rabbits. Cire Res 58: 552-564.

Shimokawa H y Vanhoutte PM (1989), Impaired endothelium-dependent relaxation to
aggregating platelets and related vasoactive substances in porcine coronary arteries in
hypercholesterolemia and atherosclerosis. Cire Res 64: 900-914.

Sellke FW, Armstrong ML y Hammison DG (1990), Endothelium-dependent vascular re-
laxation is abnormal in the coronary microcirculation of atherosclerotic primates. Circu-
lation 81, 1586-1593.

Simon BC, Haudenschild CC y Cohen RA (1993), Preservation of endothelium-dependent
relaxation in atherosclerotic rabbit aorta by probucol. J Cardiovase Pharmacol 21, 893-
901,

Harrison DG, Armstrong ML, Freiman PC y Heistad DD (1987). Restoration of endothe-
lium-dependent relaxation by dietary treatment of atherosclerosis. J Clin Invesr 80, 1808-
1811,

Keaney JFJr, Gaziano JM, Xu A, Frei B, Curran-Calentano J, Shwaery GT, Loscalzo J y
Vita JA (1994), Low-dose a-tocopherol improves and high-dose a-tocopherol worsens
endothelial vasodilator function in cholesterol-fed rabbit. J Clin Invest 93, 844-851.
Bar RS (1992), Vascular endothelium and diabetes mellitus, In: Endothelial Cell Dysfunc-
tions. Simionescu N y Simionescu M (eds). pp. 363-381. New York Plenum Press.
Lefer AM y Ma XL (1993), Decreased basal nitric oxide release in hypercholesterolemia
increases neutrophil adherence to rabbit coronary artery endothelium. Arterioscler Thromb
13: 771-776.

Lépez JAG, Armstrong ML, Piegors DI y Heistad DD (1989), Effect of early and advan-
ced atherosclerosis on vascular responses to serotonin, thromboxane A,. and ADP. Cir-
culation 79: 698-705.

Cohen RA. Zitnay KM. Haudenschild CC y Cunningham LD (1988), Loss of selective
endothelial cell vasoactive functions caused by hypercholesterolemia in pig coronary
arteries, Circ Res 63: 903-910.

261



237.

238.

239.

240.

241,

242,

243,

247.
248.

249,

250.

251,

252.

453,

262

Verbeuren TJ, Bonhomme E, Laubie M y Simonet S (1993), Evidence for induction of
non-endothelial NO synthase in aortas of cholesterol-fed rabbits. J Cardiovase Pharmacol
21: 841-845.

Steinberg D, Parthasarathy S, Carew TE, Khoo JC y Witztum JL (1989), Beyond coles-
terol. Modifications of low density lipoprotein that increase its atherogenicity. New Engl
J Med 320: 915-924,

Kume N, Cybulsky MI y Gimbrone MAJr (1992). Lysophosphatidylcholine, a component
of atherogenic lipoproteins. induces mononuclear leukocyte adhesion molecules in cultu-
red human and rabbit arterial endothelial cell. J Clin Invest 90: 1138-1144.

Simon B. C, Cunningham LD y Cohen RA (1990). Oxidized low density lipoproteins
cause contraction and inhibit endothelium-dependent relaxation in the big coronary artery.
J Clin Invest 86: 75-79.

Kugiyama K, Kemns SA. Morrisett JD, Roberts R y Henry PD (1990). Impairment of
endothelium-dependent arterial relaxation by lysolecithin in medified low-density lipo-
proteins. Nature 334: 160-162,

Plane F. Bruckdorfer KR. Kerr P, Stever A y Jacobs M (1992), Oxidative modification
of low-density lipoproteins and the inhibition of relaxations mediated by endothelium-
derived nitric oxide in rabbit aorta. Br J Pharmacol 105: 216-222.

Jacobs M. Plane F y Bruckdorfer KR (1990). Native and oxidized low density lipoproteins
have different inhibitory effects on endothelium derived relaxing factor in the rabbit aorta.
Br J Pharmacol 100: 21-26,

Mangin ELJr, Kugiyama K, Nguy JH, Kerns SA y Henry PD (1993), Effects of lysolipids
and oxidatively modified low density liprotein on endothelium-dependent relaxation of
rabbit aorta. Cire Res 72: 161-166.

Kugiyama K, Ohgushi M, Sugiyama S, Murohara T, Fukunaga K, Miyamoto E y Yasue
H (1992), Lysophosphatidylcholine inhibits surface receptor-mediated intracellular sig-
nals in endothelial cells by a pathway involving protein kinase C activation. Cire Res 71:
1422-1428.

Oishi K. Raynor RL, Charp PA y Kuo JF (1988). Regulation of protein kinase C by
lysophospholipids. Potencial role in signal transduction. J Biol Chem 263: 6865-6871.
Tesfamariam B, Brown ML y Cohen RA (1991), Elevated glucose impairs endothelium-
dependent relaxation by activating protein kinase C. J Clin Invest 87: 1643-1648,
Ohara Y, Peterson TE y Harrison DG (1993), Hypercholesterolemia increases endothe-
lium superoxide dismutase production. J Clin Invest 91: 2546-2551.

Stamler JS, Simon DI, Osborne JA, Mullins ME, Jaraki O, Michel T, Single DJ y Loscalzo
J (1992). S-nitrosylation of proteins with nitric oxide: synthesis and characterization of
biolgically active compounds. Proc Natl Acad Sci USA 89: 444-448.

Minor RLJ, Myers PR, Guerra RJ, Bates JN y Harrison DG (1990), Diet-induced atheros-
clerosis increases the release of nitrogen oxide from rabbit aorta. J Clin Invest 86: 2109-
2116.

Mehta JL, Lawson DL, Nicolini FA, Cain DA, Mehia P y Schreier H (1990), Evidence
for generation of a large amount of nitric oxide-like vascular smooth muscle relaxant by
cholesterol risk neutrophils. Biochem Biophys Res Commun 173: 438-442.

Nakaki T, Nakayama M y Kato R (1990), Inhibition by nitric oxide and nitric oxide-
producing vasodilators of DNA synthesis in vascular smooth muscle cells. Eur J Phar-
macol 189: 347-353.

Scott-Burden T, Schini VB, Elizondo E. Junquero DC y Vanhoutte PM (1992), Platelet-
derived growth factor suppresses and fibroblast growth factor enhances cytokine-induced
production of nitric oxide by cultured smooth muscle cells: effects on cell proliferation.
Circ Res 71: 1088-1100.

Dinerman JL y Mehta JL (1990), Endothelial, platelet and leukocyte interactions in ische-
mic heart disease: insights into potential mechanisms and their clinical relevance. J Am
Coll Cardial 16: 207-222.

Sdenz de Tejada 1, Goldstein I, Azadzoi K, Krane RJ y Cohen RA (1989), Impaired



262.

263.

neurogenic and endothelium-mediated relaxation of penile smooth muscle from diabetic
men with impotence. New Engl J Med 320: 1025-1030.

Bucala R, Tracey KJ y Cerami A (1991), Advanced glycosylation products quench nitric
oxide and mediate defective endothelium-dependent vasodilation in experimental diabe-
tes. J Clin Invest 87: 432-438.

Halkin A, Benjamin N, Doktor HS. Todd SD, Viberti G y Ritter JM (1991), Vascular
responsiveness and cation exchange in insulin-dependent diabetes. Clin Scr 81: 223-232,
McVeigh GE, Brennan GM, Johnston GD. McDermott BJ. McGrath LT, Henry WR,
Andrews JW y Hayes JR (1992), Impaired endothelium-dependent and independent
vasodilation in patients type 2 (non-insulin-dependent), diabetes mellitus. Diabetologia
35: 771-776.

Baumgartner-Parzer SM, Wagner L, Pettermann M, Grillari J, Gessl A y Waldhiiusl W
(1995). High-glucose-triggered apoptosis in cultured endothelial cells. Diabetes 44: 1323-
13-27.

Cohen RA y Tesfamariam B (1992), Diabetes mellitus and the vascular endothelium. In:
Hyperglycemia, Diabetes and Vascular Disease. Ruderman N (ed. ), pp. 44-49, Oxford
University, New York.

Hatori Y, Kawaski H, Abe K y Kanno M (1991), Superoxide dismutase recovers alte-
red endothelium-dependent relaxations in diabetic rat aorta. Am J Physiol 261: H1086-
H1094.

Kamata K. Miyata N, Abiru T y Kasuya Y (1992), Functional changes in vascular smooth
muscle and endothelium of arteries during diabetes mellitus. Life Sci 50: 1379-1387.
Abiru T, Watanabe Y, Kamata K, Miyata N y Kasuya Y (1990), Decrease in endothelium-
dependent relaxation and levels of cyclic nucleotides in aorta from rabbits with alloxan-
induced diabetes. Res Commun Chem Pathol Pharmacol 68: 13-25,

Weisbrod RM, Brown ML y Cohen RA (1993), Effect of elevated glucose on cyclic GMP
and eicosanoids produced by porcined aortic endothelium. Artherioscler Thromb 13: 915-
923.

Tesfamariam B, Jakubowski JA y Cohen RA (1989), Contraction of diabetic rabbit aorta
caused by endothelium-derived PGH,-TxA,. Am J Physiol 257: H1327-H1333.
Shimizu K. Muramatsu M, Kakegawa Y. Asano H, Toki Y, Miyazaki Y, Okumura K,
Hashimoto H y Ito T (1993), Role of prostaglandin H, as an endothelium-derived contrac-
ting factor in diabetic state. Diaberes 42, 1246-1252.

Steinberg D y Witztum JL (1990), Antioxidants and atherosclerosis. JAMA 264, 3047-
3052.

Tesfamariam B y Cohen RA (1992), Free radical mediate endothelial cell dysfunction
caused by elevated glucose. Am J Physiol 90, 727-732.

Pieper GM y Peltier BA (1995), Amelioration by L-arginine of a dysfunctional arginine/
nitric oxide pathway in diabetic endothelium. J Cardiovase Pharmacol 25: 397-403.
Tesfamariam B, Gupta S. Oates PJ, Ruderman NB y Cohen RA (1993), Reduced Na'/K'
pump activity in diabetic rabbit carotid artery: reversal by aldose reductase inhibition. Am
J Physiol 34: 1194-1198.

Gupta S, Sussman I, McArthur CS, Tommheim K, Cohen RA y Ruderman NB (1992),
Endothelium-dependent inhibition of Na'-K* ATPase activity in rabbit aorta by hypergly-
cemia: possible role of endothelium derived nitric oxide. J Clin Invest 90: 727-732.
Gupta S, McArthur C, Grady C y Ruderman NB (1994), Stimulation of vascular Na'-K'-
ATPase activity by nitric oxide: a cGMP-independent effect. Am J Physiol 266: H2146-
H2151.

Wolff SP y Dean RT (1987), Glucose autoxidation and protein modification. The role of
oxidative glucosylation in diabetes. Biochem J 245: 234-250.

Kelly PAT, Ritchie IM y Collins FM (1995), Cerebrovascular consequences of repeated
exposure to N%-nitro-L-arginine methyl ester. Br J Pharmacol 116: 2771-2777.
Dalkara T, Yoshida T, Irikura K y Moskowitz MA (1994), Dual role of nitric oxide in
focal cerebral ischemia. Neuropharmacology 33: 1447-1452,

263



276.

277.

281.

282,

283,

284,

288.
289,

290.
291.

292.

293.

295,

Thomsen LL. Iversen HK. Lassen LH y Olesen J (1994), The role of nitric oxide in
migraine pain. CNS Drugs 2: 417-422.

Kilbourn RG, Owen-Schaub LB, Cromeens DM, Gross SS, Flaherty MJ, Santee SM, Alak
AM vy Griffith OW (1994), N“-methyl-L-arginine, an inhibitor of nitric-oxide formation,
reverses |L-2-mediated hypotension in dogs. J Appl Physiol 76: 1130-1137.

Mitsuhata H, Shimizu R y Yokoyama M (1995), Role of nitric oxide in anaphylactic
shock. J Clin Immunol 15: 277-283.

Schoedon G, Schneemann M, Walter R. Blau N, Hofer S y Schaffner A (1995). Nitric
oxide and infection: another view. Clin Infect Dis 21 (Suppl. 2): S152-8157.

Petros A, Bennett D y Vallance P (1991), Effect of nitric oxide synthase inhibitors on
hypotension in patients with septic shock. Lancer 338: 1557-1558.

Finkel MS, Oddis CV, Jacob TD, Watkins SC, Hattler BG y Simmons RL (1992), Negative
inotropic effects of cytokines on the heart mediated by nitric oxide. Science 257: 387-389.
De Belder AJ, Radomski MW, Why HIF, Richardson PJ, Bucknall CA, Salas E, Martin
JF y Moncada S (1993), Nitric oxide synthase activities in human myocardium. Lancer
341: 84-85.

Winlaw DS, Smythe GA, Keogh AM, Schyvens CG. Spratt PM y Macdonald PS (1994),
Increase nitric oxide production in heart failure. Lancer 344: 373-374.

Beckman JS, Beckman TW, Chen J, Marshall PA y Freeman BA (1990), Apparent
hydroxyl radical production by peroxynitrite: implications for endothelial injury from
nitric oxide and superoxide. Proc Natl Acad Sci USA 87: 1620-1624,

Schrider H (1996), Bioactivation of organic nitrates and other nitrovasodilators. Advan
Drug Res 28: 253-267.

Feelisch M (1993), Biotransformation to nitric oxide of organic nitrates in comparison to
other nitrovasodilators. Eur Heart J 14: 123-132.

Govantes C, Rodriguez-Martinez MA y Marin J (1996), Vasodilator effect and tolerance
induced by the nitrocompound SIN-1 in rabbit femoral artery. Meth Find Exp Clin Phar-
macol 18: 387-395.

Nahir AM, Shapira D y Scharf Y. (1986), Double-blind randomized trial of nitroderm
TTS in the treatment of Raynaud’s phenomenon. Israel J Med Sci 22: 139-142.
Ramsey B, De Belder A, Campbell S, Moncada S y Martin JF (1994), A nitric oxide
donor improves uterine artery diastolic blood flow in normal early pregnancy and in
women at high risk of pre-eclampsia. Eur J Clin Invest 24: 76-78.

De Belder AJ, Lees C. Martin J, Moncada S y Campbell S (1995), Treatment of HELLP
syndrome with nitric oxide donor. Lancer 345: 124-125.

Nakaki T y Kato R (1994), Beneficial circulatory effect of L-arginine. Jpn J Pharmacol
66: 167-171.

Reis DJ, Li G y Regunathan S (1995), Endogenous ligands of imidazoline receptors:
classic and immunoreactive clonidine displacing substance (CDS), and agmatine. Ann NY
Acad Sci 763: 295-313.

Regunathan S, Youngson C, Raasch W y Reis DJ (1995), Imidazoline receptors and
agmatine in blood vessels: a novel system inhibiting vascular smooth muscle prolifera-
tion. J Pharmacol Exp Ther 276: 1272-1282.

Ishikawa T, Misonou T, lkeno M. Sato K y Sakamaki T (1995), N“-hydroxyagmatine: a
novel substance causing endothelium-dependent vasorelaxation. Biochem Biophys Res
Comm 214: 145-151.

Creager MA, Gallagher 8], Girerd XJ, Coleman SM, Dzau VJ y Cooke J. P (1992), L-
arginine improves endothelium-dependent vasodilation in hypercholesterolemic human. J
Clin Invest 90: 1248-1253.

296, Cooke JP, Singer AH, Tsao PS, Zera P, Rowan RA y Billingham ME (1992), Antiathero-

297.

genic effects of L-arginine in the hypercholesierolemic rabbits. J Clin Invest 90: 1168-
1172.

Hishikawa K, Nakaki T. Tsuda M, Esumi H, Ohshima H, Suzuki H, Saruta T y Kato R
(1992), Effects of systemic L-arginine administration on hemodynamics and nitric oxide
release in man. Jpn Heart J 33: 41-48,



298. Hishikawa K. Nakaki T, Suzuki H, Kato R y Saruta T (1992), L-arginine as an antihy-
pertensive agent. J Cardiovasc Pharmacol 20: S196-S197.

299. Hishikawa K, Nakaki T, Suzuki H. Kato R y Saruta T, (1993), Role of L-arginine-nitric
oxide pathway in hypertension. J Hypertens 11: 639-645.

265



INTOXICACION ETILICA Y ESTRES OXIDATIVO

MARIA CASCALES', E. MANUEL ROBLES-CHILLIDA?,
CARMEN CASCALES' Y MIGUEL ANGEL SANTOS-RUIZ*

' Instituto de Bioquimica, Facultad de Farmacia, Plaza Ramén y Cajal sn, 28040 Madrid
* Centro de Investigaciones Bioldgicas, Velazquez 144, 28006 Madrid
' Hospital Gomez Ulla, Servicio de Farmacia Gloricta del Ejército sn, 28047 Madrid

SUMARIO

1. INTRODUCCION

2. METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL

2.1. Efecto del etanol sobre la disminucién de NAD*
2.2. Induccién del sistema microsomico de oxidacion del etanol
(SMOE)

2.2.1. Induccién del citocromo P-450 2E1 en células de Kupffer

3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO GENERADAS EN EL META-
BOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL

4. OXIDO NITRICO E INTOXICACION ETILICA
5. ETANOL Y SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

6. BIBLIOGRAFIA

267



1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista clinico, el etanol es la sustancia hepatotoxica mds
estudiada debido a su utilizacion de manera abusiva por el ser humano y al impacto
del consumo del etanol en la incidencia de enfermedad hepdtica. El metabolismo
del etanol comienza en la mucosa gdstrica, pero es el higado el érgano que se
encarga principalmente de su metabolismo y eliminacion y el que mds sufre sus
efectos t6xicos. A pesar de que las influencias genéticas, inmunolégicas y nutricio-
nales juegan un papel importante en la patogénesis de la enfermedad hepatica al-
cohdlica, se asume que el etanol es hepatotéxico per se. Buena parte de los meca-
nismos celulares que intervienen en la citotoxicidad del etanol permanecen atin
controvertidos, debido a la gran cantidad de modelos experimentales de hepatotoxi-
cidad inducida por el etanol.

El estrés oxidativo es el resultado de una alteracién en el equilibrio prooxidante/
antioxidante celular, en favor de la oxidacién. El metabolismo del etanol en el
higado puede inducir la produccién de radicales libres y especies reactivas de oxi-
geno, capaces de oxidar lipidos y ocasionar lesiones en las membranas celulares.
Existen evidencias que demuestran la intervencion del etanol en la peroxidacion de
lipidos y estd claro que el estrés oxidativo originado como consecuencia de la
oxidacion del etanol, juega un papel clave en la patogénesis de la lesién hepatica
asociada al alcoholismo (1).

Los factores que conducen a la enfermedad hepdtica inducida por el etanol son
muy diversos y entre ellos cabe citar, las alteraciones en el estado de oxido-reduc-
cién celular, la induccidn del sistema microsémico de oxidacién del etanol depen-
diente del citocromo P-450, la desviacién del metabolismo del etanol desde la
alcohol deshidrogenasa (la via fisiol6gica normal) hacia el sistema de oxidacion
microsémico ubicado en el reticulo endopldsmico, el mayor consumo de oxigeno
por este sistema, la generacion disminuida de ATP y el bajo estado energético
intracelular (2, 3).

2. METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL

En el hepatocito de los mamiferos, el etanol se oxida a acetaldehido por tres
vias: La alcohol deshidrogenasa (ADH), enzima citosélica de importancia primor-
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dial cuando el etanol se ingiere de manera esporddica y en dosis moderadas (Figura
1, A); el sistema microsomico de oxidacion del etanol (SMOE) dependiente del
citocromo P-450, ubicado en el reticulo endopldsmico, sistema adaptativo que juega
un papel importante en la intoxicacion etilica crénica, (Figura 1, B): y el metabo-
lismo peroxisémico del etanol, catalizado por la caralasa en presencia del H,0,
generado por accion de la NADPH oxidasa. Este iltimo sistema parece ser de
menor importancia por su escaso grado de contribucién a la oxidacién del etanol
(Figura 1, C) (1-3)

Alcohol deshidrogenasa )
A. Etanol + NAD* P Acetaldehido + NADH + H*

SMOE
B. Etanol + NADPH + H* + O, = Acetaldehido + NADP* + 2H,0

NADPH oxidasa
NADPH + H* + 0, =——————p NADP" + H,0,

catalasa
Etanol + H,0, ——— Acetaldehido + H,0

FAEE sinletasa
D. CH;-CH,0H + HOOC-R ————— CH,-CH,-O0C-R + H,0

Figura 1. Metabolismo oxidativo (A - C) v no oxidative (D) del etanol.

La oxidacion del etanol a acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa genera el
coenzima nicotinamido adenin dinucledtido en su forma reducida (NADH) a expen-
sas del mismo coenzima en forma oxidada (NAD"), y su actividad estd condiciona-
da a la reoxidacion del NADH a NAD". Esto se consigue a través de diversos
sistemas de oxido reduccién en el citoplasma del hepatocito y de la transferencia de
los metabolitos reducidos a la mitocondria via los mecanismos de lanzadera (2 - 4).
Si se generan excesivas cantidades de NADH, que superen la capacidad del hepa-
tocito de mantener la homeostasis redox NAD'/NADH, se suceden una serie de
alteraciones, tales como: acumulacién de metabolitos reducidos en el citosol (glice-
rol fosfato, malato y lactato (Figura 2)), con un incremento en la lactacidemia que
contribuye a la acidosis y reduce la capacidad renal de excretar dcido trico (hipe-
ruricemia); alteraciones en el metabolismo de la glucosa (5), generacion de purinas,
deplecion del ATP, etc. El incremento en la sintesis de dcidos grasos (lipogénese-
sis), demostrada en casos de intoxicacion etilica, es otra de las vias de utilizacion
del exceso de equivalentes reductores (6).

Existe una alcohol deshidrogenasa en la mucosa gdstrica que metaboliza el
etanol cuando éste se ingiere unido a la dieta, en dosis denominadas «sociales» (7-

10). La ADH gastrica, ha sido ya aislada y existe en tres formas caracterizadas por
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ETANOL 7-?) ACETALDEHIDO / \—} ACETATO

NAD™ NADH NAD* NADH

Dihidroxiacetona-P  [Malato Oxalacetato
|~ NADP*
NADPH
> v
ACIDOS
GRASOS

v
Piruvatoﬁ
NADH NAD*

Figura 2. [Interrelaciones del metabolismo del etanol en el citoplasma del hepatocito.

presentar diferentes afinidades por el etanol (Km alta, baja e intermedia). La ADH
gastrica presenta una variabilidad étnica y se sabe que el 80% de los japoneses
carecen de una de las isoformas. La ADH gastrica se inhibe por farmacos, no existe
en individuos que han sufrido la gastrectomia ni en alcohdlicos cronicos y estd
inhibida en casos de ayuno (11). La actividad de la alcohol deshidrogenasa gastrica
es significativamente menor en el sexo femenino (12). Esta via primera del meta-
bolismo del etanol puede llegar a metabolizar en el estémago una fraccién consi-
derable del etanol ingerido, evitando su paso a la circulacién sistémica (13)

Los sistemas enzimdticos implicados en la oxidacién del etanol antes mencio-
nados presentan distinta afinidad por el etanol, calculada por la constante de Mi-
chaelis (Km). En la ADH hepdtica la Km fluctua entre 0,2 a 2 mM, en la ADH
géstrica entre 40 a 100 mM (2) y en el SMOE entre 8 a 10 mM. Esto indica que
la ADH hepidtica, aunque sea la mds abundante. por su elevada afinidad por el
etanol se satura a concentraciones muy bajas, mientras que la ADH gastrica al
poseer una Km muy elevada (baja afinidad), puede actuar frente a concentraciones
de alcohol mds altas y actuar asi como mecanismo «protector» que previene del
efecto de cantidades saturantes de etanol en la circulacién periférica. EI SMOE,
dependiente del citocromo P-450, es la via de emergencia que actiia cuando la
cantidad de etanol sobrepasa la capacidad de la ADH hepatica y se caracteriza por
su capacidad de ser inducida en caso de alcoholismo crénico. La isoforma del P450
que se induce por el etanol es en su mayor parte la 2E1 codificada por el gen
CYP2EI (14, 195).

271



La via no oxidativa del metabolismo del etanol (Figura 1, D) implica la forma-
cion de ésteres etilicos de dcidos grasos de cadena larga, catalizada por la dcido
graso etil ester (FAEE = fatty acid ethyl ester) sintetasa. Esta via es muy operativa
en fetos cuando se administra el etanol por via intraperitoneal a ratas prefiadas en
determinados momentos de la gestacién (16), y existe tambien en diversos érganos
como miocardio, corteza cerebral, pancreas, higado y médula 6sea (17).

2.1. Efecto del etanol sobre el NAD*

A pesar de que uno de los requerimientos de la ADH hepitica para oxidar el
etanol es la recuperacion del nicotinamido adenin dinucleétido en forma oxidada,
NAD’, se ha observado en cultivos de hepatocitos, que es el propio etanol a con-
centraciones de 8 a 10 mM., el que promueve la disminucién del NAD" por varias
vias. Una de ellas es estimulando la formacién del NADP® mediante la activacion
de la NAD" quinasa, la dnica reaccién conocida que, en presencia de ATP, convier-
te el NAD" en NADP" (18, 19). El descenso en la concentracion intracelular del
NAD" por esta via, puede llegar a ser del 15% (19). Otra via utilizada por el etanol
para consumir NAD" es mediante la activacién de otras enzimas, como la NAD*-
hidrolasa y la poli (ADP ribosa) polimerasa, ambas necesarias para ADP-ribosilar
las proteinas nucleares implicadas en el proceso de reparacién del DNA (Figura 3)
(20). La deplecién del NAD™ presenta alteraciones metabdlicas importantes, entre
ellas la de limitar, no sélo la oxidacion del etanol por la via de la alcohol deshidro-
genasa, sino tambien la de bloquear la formacién de los residuos de ADP-ribosa
de las proteinas nucleares con consecuencias sobre la reparacion y proliferacion
celular (21).

NAD® quinasa
NAD* + ATP =——eeeepp- NADP* + ADP (15%)

NAD" hidrolasa
N~ ADP-ribosa

ADP-ribosa polimerasa
ADP-ribosilacién proteinas
> (reparacion DNA)

Figura 3.- Vias inducidas por el etanol que consumen NAD",

2.2. Induccion del sistema microsomico de oxidacion del etanol (SMOE)

El mecanismo que conduce a la lesion hepitica inducida por alcohol es bastante
complejo y se encuentra sujeto a muchos factores, entre los que cabe destacar: (a)
alteraciones en el estado redox del hepatocito, (b) induccion del SMOE, (c¢) elevada
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concentracion de etanol en sangre y (d) disminucion del oxigeno hepdtico. Por otra
parte, la ingestién crénica de etanol al inducir el SMOE en el hepatocito, promueve
una serie de alteraciones debidas al incremento del consumo de oxigeno, al incre-
mento en el gradiente de tensién del O, en el sinusoide y al estado resultante de
hipoxia en los hepatocitos perivenosos (14, 15).

La isoforma del citocromo P-450 que se induce predominantemente por efecto
del etanol es la CYP2EL, la cual se eleva de 5 a 10 veces, por activacion transcrip-
cional del gen CYP2EI o por estabilizacion del mRNA CYP2EI. A dosis bajas de
etanol la induccion se verifica a nivel post-traducional, mientras que a dosis ele-
vadas la induccién se verifica en la transcripcién (2, 15).

El citocromo P450 2E1 se encuentra distribuido de manera heterogénea en el
espacio acinar siendo mds abundante en la regién perivenosa del acino. Su induc-
cion en la vecindad del terminal venoso, unida a la menor presién de oxigeno
existente en esta zona, son factores que impiden la recuperacion del NAD". Todo
ello, si va asociado ademds, con una prolongada ingestion de etanol, favorece la
iniciacion de la secuencia de eventos que va a conducir al estrés oxidativo y a la
peroxidacion lipidica (22 - 24). Por tanto, la desviacién del metabolismo del etanol,
desde la alcohol deshidrogenasa citosélica al sistema microsémico de oxidacién del
etanol, es lo que va a producir la hipoxia relativa en la regién perivenosa del acino,
la cual va unida a un descenso en la generacién del ATP y en el estado energético
celular. En condiciones de maxima induccion, el citocromo P450 2E1 llega a alcan-
zar en las células perivenosas, concentraciones entre 50 y 100 uM.

Esta isoforma P450 2E1 cataliza tambien la oxidacion de diversas hepatotoxinas
y solventes y exhibe en presencia de NADPH una elevada capacidad de consumir
oxigeno. Los dcidos grasos de la dieta ejercen gran influencia sobre la induccion de
la expresion del CYP2EI por el etanol, de manera, que una dieta rica en dcidos
grasos poliinsaturados (linoleico), estimula dicha induccion. Por ejemplo, al com-
parar la adicion a la dieta de grasa de buey (0,7% linoleico) o de aceite de maiz
(58% linoleico), se ha observado que el aceite de maiz, por su mayor contenido en
linoleico, es el que produce una estimulacién mayor sobre la induccion, dependiente
del etanol, del sistema microsémico de oxidacion en general y del CYP2E1 (24).
La evidencia de que el sistema CYP2EI sea capaz de inducir la peroxidacion lipi-
dica en las areas perivenosas en momentos previos al desarrollo de la lesion alco-
hélica hepatocelular ha logrado convencer de la implicacion de la lipoperoxidacion
en la enfermedad hepdtica alcohdlica (25-27).

La peroxidacion lipidica inducida por el etanol es el resultado, no sélo de la
elevada generacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno, sino tambien
de la actividad deficitaria de los mecanismos de defensa responsables de la elimi-
nacion de dichos radicales. Los mecanismos implicados en la generacion de espe-
cies activas de oxigeno durante el metabolismo del etanol incluyen los siguientes:
(a) la cadena mitocondrial de transporte electronico (28), (b) el sistema microsémi-
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co CYP2EI y la citocromo P450 NADPH reductasa (29, 30) (¢) la xantina oxidasa,
aldehido oxidasa, NADP oxidasa, etc, (1-3)

Las evidencias sugieren que los sisternas microsoémicos son la fuente mds im-
portante de especies reactivas de oxigeno en casos de intoxicacidn etilica crénica
debido a la induccion del sistema CYP2EI y de la citocromo P-450 NADPH reduc-
tasa (31-33). El CYP2EI posee una actividad NADPH oxidasa muy elevada y se
encuentra poco acoplado a la NADPH citocromo P-450 reductasa. Se ha descrito
que los microsomas de higado de ratas inducidos con etanol generan mds activa-
mente el radical hidroxilo (‘OH), en presencia de NADPH como reductor microsé-
mico (31) y se ha observado que dicho radical ataca al DNA produciendo roturas
en sus cadenas.

La cadena respiratoria mitocondrial es una de las fuentes fisioldgicas del anidn
superoxido. La mitocondria posee una superéxido dismutasa activa que destruye
dicho anién con produccién de peréxido de hidrégeno, el cual, a su vez, es elimi-
nado por la glutation peroxidasa mitocondrial. El incremento de equivalentes reduc-
tores inducido por el etanol puede exacerbar la actividad mitocondrial incremen-
tando el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria y elevar con ello la
generacion del anién superéxido en la mitocondria (28). A pesar de los mecanismos
de defensa, parte del peréxido de hidrégeno puede escapar de su eliminacion enzi-
mitica y reaccionar, en presencia de hierro (34), generando radicales mds agresivos,
como el radical hidroxilo, que alteran la funcién y estructura de la mitocondria. El
metabolismo hepdtico del etanol puede originar una situacion de estrés oxidativo y
peroxidacion lipidica (26, 27). El estrés oxidativo originado, en casos de intoxica-
cion aguda, afecta particularmente a la mitocondria ya que la oxidacién del etanol
por la alcohol deshidrogenasa hace que la mitocondria genere mayor cantidad de
especies reactivas de oxigeno. Estas especies reactivas afectan a la membrana mi-
tocondrial aumentando su susceptibilidad a la lipoperoxidacién y disminuyendo los
niveles mitocondriales de GSH (35). Tambien estas especies y los productos deri-
vados de la peroxidacion lipidica pueden lesionar el DNA mitocondrial que se
encuentra menos protegido que el nuclear (36, 37).

La xantina oxidasa puede jugar tambien un papel en la generacién de especies
activas de oxigeno especialmente en casos de baja tension de oxigeno en las areas
perivenosas (32, 38). La elevacion del NADH y la degradacion de los nucleétidos
de adenina favorecen la formacion de radicales libres via xantina oxidasa (39). Por
otro lado, el hierro juega un papel destacado en los mecanismos de peroxidacién ya
que el acetaldehido por accion de la aldehido oxidasa inicia la movilizacién del
hierro a partir de la ferritina (34). El incremento del cociente NADH/NAD' favo-
rece esta movilizacion y el hierro libre actia como catalizador importante en la
generacion del radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton (29). El radical
hidroxilo (OH) presenta una agresividad mucho mds elevada que el anién superoxi-
do y el peroxido de hidrogeno, y al contrario que estos dos iltimos, no se conoce
hasta la fecha ningiin sistema enzimitico que bloquee su accion.
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Se ha considerado que son los hepatocitos la fuente primaria de los radicales de
oxigeno en los alcohdlicos. dado su papel preponderante en el metabolismo del
etanol, pero otras células hepdticas pueden tambien contribuir a este proceso. Asi,
las células de Kupffer son una fuente importante de radical superéxido en casos de
intoxicacion etilica (40, 41). debido a la induccién del CYP2EI en ellas, por efecto
del etanol. La consecuencia de la generacién de especies reactivas de oxigeno en las
células de Kupffer ha de ser diferente si se la compara con los hepatocitos, ya que
una de las funciones de las células de Kupffer es actuar como modulador de la
activacion de las células Ito para la produccién de coldgeno. Se sugiere, por tanto,
que la generacién de especies activas de oxigeno inducida por el etanol en las
células de Kupffer, puede jugar un papel en la expresion del TGFf1 y en la fibro-
génesis.

2.2.1. Induccién del CYP 2EI en células de Kupffer

Las células de Kupffer, los macréfagos residentes en higado, intervienen de
manera importante en la patogénesis del alcoholismo (42). Estas células poseen
cuando se activan, ademds de su mision de defensa inmunolégica, funciones modu-
ladoras de otras células hepaticas mediante la secrecion de mediadores tales como
citoquinas y especies reactivas de oxigeno. El etanol actiia sobre las células de
Kupffer alterando su funcién celular a nivel de fagocitosis (43, 44) y produciendo
cambios en la liberacién de citoquinas (TNFa, y TGFp) (45-47) y en la generacién
del anion superéxido. Estas alteraciones son importantes porque pueden contribuir
a la iniciacion de la fibrogénesis alcohélica, ya que el TGF[3, las especies reactivas
de oxigeno y los productos de la peroxidacion lipidica, inducen la sintesis de las
proteinas de la matriz por los fibroblastos y las células Ito (48). Aunque el CYP2EI
se encuentra mayoritariamente en los hepatocitos, se ha descrito la presencia de este
sistema inducible en células de Kupffer (2). Un reciente estudio de Koivisto er al.
(41), ha demostrado la induccién del CYP2EI en células Kupffer de rata con intoxi-
cacion etilica crénica. La induccién relativa fué de la misma magnitud que en
hepatocitos, pero el contenido en CYP2EI fué 10 veces menor.

La induccién del CYP2EI en células de Kupffer por el etanol provoca en estas
células serias consecuencias debidas a la elevacién intracelular de acetaldehido. Se
ha observado que la contribucién relativa del CYP2EI de estas células a la gene-
racion total de acetaldehido puede ser mis elevada que en los hepatocitos (49). En
c€lulas Kupffer de murinos los inhibidores del citocromo P-450 inhiben el metabo-
lismo del etanol en mds de un 50%, mientras que los inhibidores de la alcohol
deshidrogenasa y de la catalasa lo inhiben menos de un 10% (50). Tambien se ha
descrito que el alcoholismo crénico tiende a elevar el metabolismo del etanol en
estas células, lo cual sostiene la hipétesis de que el CYP2E! inducible por etanol
es el principal sistema operativo. De ser asi, una induccion que eleve varias veces
la cantidad de CYP2EI supondria una produccion de acetaldehido en las células de
Kupffer incluso superior que en hepatocitos. El acetaldehido es capaz de unirse
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covalentemente a las proteinas, incluso al propio CYP2E!I (51), y formar aductos
estables con las proteinas, los cuales pueden actuar como neoantigenos. Como las
células de Kupffer son capaces de presentar antigenos a los linfocitos (52), es
posible que la formacién de estos aductos origine una respuesta inmunologica.
Esto es importante porque existen evidencias de que los anticuerpos producidos
frente a los aductos acetaldehido-proteina contribuyen al desarrollo de la hepatitis
alcoholica (53). La produccion de IgE anti-aductos del acetaldehido-proteina puede
conllevar reacciones de hipersensibilidad al etanol (54). Otro mecanismo por el cual
el acetaldehido puede afectar la funcion de las células de Kupffer se basa en su
capacidad para unirse a la cisteina y al glutation, disminuyendo asi la concentracion
de glutation (55).

El CYP2EI al oxidar el etanol a acetaldehido genera especies reactivas de
oxigeno las cuales pueden iniciar la peroxidacién lipidica microsémica (56, 57).
Cuantitativamente la peroxidacién lipidica dependiente del CYP2E1 es mucho mis
pronunciada en hepatocitos que en células de Kupffer. Sin embargo, el incremento
en la lipoperoxidacion en las células de Kupffer puede dar lugar a fenémenos
diferentes. Las células de Kupffer se sabe que son importantes moduladores de la
activacion de las células Ito y los productos de la peroxidacion lipidica estimulan
la produccién de coldgeno por estas células (58). Ademds, se ha demostrado que Ia
expresion de un importante mediador de la fibrogénesis hepitica, el TGFp, se
inhibe por la accién antioxidante del ct-tocoferol (59), sugiriendose un posible papel
de las reacciones de peroxidacion en la regulacién de la expresion génica del TGFf.
El que el CYP2EI de las células de Kupffer influya en tal regulacion y juegue un
importante papel en la iniciacion de la fibrogénesis hepitica supone un avance en
el conocimiento de la patogénesis alcohdlica, que necesita ser mas estudiado.

3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO GENERADAS
EN EL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL

Las especies reactivas de oxigeno se generan como subproductos en el proceso
de reduccion del oxigeno molecular que tiene lugar para la formacién de H,O. El
proceso requiere la adicion secuencial de electrones. La figura 4 muestra la forma-
cion del anion superdxido, el peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo (60).

La formacion de estas especies de oxigeno, especialmente el anién superéxido,
ocurre en condiciones normales en la cadena respiratoria mitocondrial, a nivel de
la NADH deshidrogenasa y la ubiquinona. La administracion aguda de etanol eleva
significativamente la generacion de este anién debido a que el exceso de NADH
producido en la oxidacién del alcohol, via alcohol deshidrogenasa, promueve la
actividad de la cadena electrénica mitocondrial (28). Otro sistema enzimadltico, ya
citado anteriormente, que genera anién superéxido en higado por efecto de la ad-
ministracién aguda de etanol, es la xantina deshidrogenasa/oxidasa citosolica (61).
La xantina deshidrogenasa. dependiente de NAD" se inhibe en presencia de los
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Figura 4. Formacién de especies activas de oxigeno por adicion de electrones al oxigeno
molecular.

elevados niveles de NADP® generados por el etanol en su metabolismo microsémi-
co, con lo cual el sistema enzimdtico se comporta como xantina oxidasa. El meta-
bolismo de las purinas, via xantina oxidasa, produce radicales de oxigeno y a ello
contribuye el estado de hipoxia relativa inducida por el propio etanol en los hepa-
tocitos perivenosos, la cual activa las proteasas en las células de esta regién del
acino. El acetaldehido influye tambien en la activacion de la xantina oxidasa por su
efecto sobre los grupos -SH libres. La superproduccién de anién superéxido por
efecto del etanol. se debe a la mayor afinidad de la xantina oxidasa por sustratos
como la hipoxantina y la xantina, generados en la degradacion de los adenin nucle6-
tidos, que se activa, a su vez. en presencia de etanol (62).

El sistema microsémico de oxidacion del etanol dependiente del citocromo P-
450 es un sistema generador de especies reactivas de oxigeno. El funcionamiento
de esta monooxigenasa de funcién mixta implica, en primer lugar, la unién del
citocromo P-450 con el sustrato lo cual perturba el equilibrio de la molécula y
facilita la entrada del primer electrén, con la intervencién de la NADPH citocromo
P-450 reductasa. Esto hace que el Fe* del citocromo P-450 pase a Fe' (Figura 5).
La oxigenacién se inicia por unién del O, al Fe", lo que da lugar a un intermediario
que se encuentra en equilibrio con su forma resonante Fe™ (O,"). Se verifica enton-
ces la transferencia del segundo electrén con la intervencién del citocromo b,. El
siguiente paso implica la rotura del enlace oxigeno-oxigeno, la incorporacion de dos
protones y la generacion de un oxigeno activo. La insercion del oxigeno en el
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sustrato puede ir unida a la sustraccion de hidrégeno del sustrato y la recombinacion
de los radicales hidroxilo y el radical R para dar el producto. La disociacién del
producto restaura el citocromo P-450 en su estado férrico inicial (15, 62). La iso-
forma del citocromo P-450 implicada en el metabolismo microsémico del etanol, la
CYP2EI, presenta una elevada actividad oxidasa y juega un papel importante en la
generacion microsémica de especies reactivas de oxigeno (I, 63). La contribucién
de la via microsémica dependiente del CYP2E| al metabolismo oxidativo del etanol
es mayor en casos de alcoholismo crénico, ya que en estas condiciones se induce
su actividad en el proceso de adaptacion.

Los microsomas hepdticos de ratas tratadas con etanol generan, en presencia de
NADPH, el radical OH, debido a la reaccién del anién superéxido y el peroxido de
hidrégeno, en presencia de metales, por la reaccién de Fenton. La intervencién

ROH RH

jy Fe”k

(ROH)Fe3*

(R+)(Fe-OH)*' H,0,

RH(Fe-0)*"
H,O

2H°

- (RH)Fe*(03) (RH)Fe’*(03)

e-
Figura 5. Mecanismo de accidon del citocromo P-450 v generacion de las especies reactivas de
oxigeno (O, vy HJ0,). RH, sustrato; ROH, producto de la monooxigenacion.

activa del CYP2EI en la produccién del ‘OH inducida por el etanol (15) puede
evaluarse facilmente por su capacidad para promover la rotura de las cadenas del
DNA (Figura 6). Se ha utilizado esta capacidad de rotura del DNA por los micro-
somas hepiticos inducidos por etanol e incubados en presencia de etanol y NADPH,
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como medio de evaluar la cantidad de radicales de oxigeno (31). Este método es
mds sensible ain que el de espectroscopia de resonancia electrénica y requiere
cantidades relativamente mds pequenas de proteina microsémica.

Microsomas hepaticos inducidos por etanol
SMOE (CYP2E1)
+
etanol, NADPH y O,

l

ANION SUPEROXIDO (0,°) + PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,)
(reaccion de Fenton en presencia de hierro)

v
Radical hidroxilo (-OH)

v
Rotura del DNA

Figura 6. Accion de las especies activas de oxigeno producidas en el metabolismo microsémico
del etanol sobre la molécula del DNA

4. OXIDO NITRICO E INTOXICACION ETILICA

El 6xido nitrico es otra especie quimica reactiva y citot6xica, ubicua y multire-
gulada, que posee una vida extremadamente corta. Este radical deriva de la oxida-
cion del dtomo de nitrégeno terminal del grupo guanidino de la L-arginina por
accion de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (64).

etanol 1 1

®

oxido nitrico sintasa (NOS)
L-arginina —Pp citrulina + NO*

4o

monometil arginina

Figura 7. Formacién del éxido nitrico (NO) por accidn catalitica de la dxido nitrico sintasa
(NOS). La monometil arginina actiia como inhibidor de la reaccion por su analogia con el

sustrato L-arginina.

279



Se ha demostrado (65) que el 6xido nitrico se encuentra involucrado en la pato-
génesis de la lesion hepdtica alcohdlica. Mediante infusion de etanol en higado de
rata (25 a 100 mM), por perfusion a través de la vena porta y recogiendo los
perfusatos a través de una cdnula inserta en la vena cava, se ha observado que la
presion portal se eleva inmediatamente por efecto del etanol y después disminuye
gradualmente manteniéndose un poco por encima de los valores basales. La infu-
sion simultdnea de un inhibidor de la sintesis del 6xido nitrico, la N°-monometil
arginina elevo hasta cuatro veces el incremento de la presion portal inducido por el
etanol y esta elevacion pudo ser revertida mediante la coinfusién de un exceso de
L-arginina.

Sobre las bases de los efectos inhibidores del 6xido nitrico sobre la sintesis
proteica y la respiracion mitocondrial en el hepatocito, una elevacion en la produc-
cién de NO se asume que ejerce efectos citotéxicos sobre el higado. Sin embargo,
en hepatitis alcohdlica este incremento del éxido nitrico debe considerarse como un
mecanismo hepitico adaptativo, para paliar los efectos vasoconstrictores del etanol
(66). En la regulacién del tono hepdtico vascular actiian dos sustancias vasoactivas,
la endotelina 1 y el 6xido nitrico. La accién vasoconstrictora de la endotelina |
activada por el etanol se contrarresta, al llegar a un mdximo, por efecto del éxido
nitrico que comienza a actuar como un vasodilatador disminuyendo gradualmente
la presion portal (67-69). No es arriesgado especular que el etanol activa indirec-
tamente la produccion de 6xido nitrico mediante la induccién de la expresion de la
NOS hepatica en su forma inducible (Figura 7).

Se ha descrito (66) que los monocitos de pacientes con hepatitis alcohdlica
exhibian una produccién basal de NO significativamente elevada. Aunque se ha
propuesto repetidas veces que una elevada produccién de NO ejerce efectos cito-
toxicos sobre el higado, el caso descrito por Hunt debe ser considerado como un
mecanismo adaptativo del higado que genera mayores cantidades de NO para con-
trarrestar el efecto vasoconstrictor del etanol.

5. ETANOL Y SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

La situaciéon de estrés oxidativo en casos de enfermedad hepitica alcohdlica
puede tener su origen en defectos en los mecanismos celulares de defensa antioxi-
dante, los cuales implican sistemas enzimdticos y no enzimadticos. Para evitar las
lesiones inducidas por las especies activas de oxigeno, el higado posee una serie de
enzimas, estratégicamente compartimentalizados, que actian concertadamente con-
virtiendo el anién superéxido en peréxido de hidrégeno, por accién de la super6xi-
do dismutasa, y el perdxido de hidrégeno en agua, por accién de la catalasa. Por
otro lado, la glutation peroxidasa, utiliza el poder reductor del glutation reducido
(GSH) para eliminar los peréxidos. En esta reaccién el GSH se oxida a GSSG. La
accion concertada de estos enzimas impide la formacién del radical hidroxilo (70,
72). La glutation peroxidasa, a su vez, se acopla a la glutation reductasa para
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regenerar el GSH y para ello la glutation reductasa requiere la presencia de un
equivalente reductor en forma de NADPH. Este equivalente lo proporcionan los
sistemas citosolicos del hepatocito que generan NADPH a expensas del NADP",
como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y el enzima malico. La glutation-S-trans-
ferasa es otro sistema enzimdtico involucrado en la eliminacion de radicales libres
catalizando la conjugacién de dichos radicales libres con el residuo SH de la cis-
teina del glutation. El esquema de la Figura 8 muestra el acoplamiento de estas
reacciones con el metabolismo del etanol por el SMOE dependiente del citocromo
P 450 2E1.

GS—conjugados

[sop] GST
0, — H,0, GSH NADP*
SMOE
etanol GPX]
CYP2E1
H,0, —bH 0} GSSG NADPH
sangre
bilis

Figura 8. Reacciones enzimdticas acopladas al metabolismo del etanol por el SMOE, para
eliminar las especies activas de oxigeno. SOD superéxido dismutasa; CAT catalasa; GPX glu-
tation peroxidasa; GRED glutation reductasa; G6PDH glucosa-6-fosfaro deshidrogenasa; GST
glutation S-transferasa.

Otra linea de antioxidantes no enzimadticos estd representada por aquellos que
actian interfiriendo en la cascada peroxidativa inducida por los radicales libres.
Entre éstos se encuentra la vitamina E que es capar de reaccionar con los radicales
lipoperéxidos de los dcidos grasos poliinsaturados de la membrana. Durante esta
reaccion el a-tocoferol se convierte en su radical. La regeneracién del a-tocoferol
se consigue por reduccién de dicho radical mediante el ascorbato (73). Tambien el
glutation representa un sistema auxiliar para la regeneracion del a-tocoferol. Con-
siderando la diversidad de mecanismos de defensa antioxidantes, el estrés oxidativo
s6lo ocurrird cuando estos sistemas protectores sean superados por una generacion
excesiva de especies reactivas. Esto se ha demostrado recientemente mediante in-
fusion intragdstrica continuada de etanol a ratas (74). En estas condiciones la dis-
minucién de la defensa antioxidante juega un papel importante en la severidad de
la lesion hepdtica alcohdlica, la cual se relaciond de manera significativa con el
grado de peroxidacion lipidica, de oxidation tidlica y con la formacion de grupos
carbonilos en proteinas especificas.
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Una serie de agentes protectores se utilizan en clinica en casos de patologia
hepitica alcohdlica ya que pueden actuar previniendo la situacion de estrés oxida-
tivo inducida por etanol a la vez que disminuyendo los efectos de su hepatotoxici-
dad. Por ejemplo la administracion de S-adenosil metionina al elevar el nivel de
GSH hepitico, atenta la lesion hepatocelular alcohélica y moviliza los lipidos acu-
mulados (75-77). De igual manera se ha observado que suplementos a la dieta de
vitamina E pueden ser beneficiosas ya que previenen la peroxidacion lipidica indu-
cida por etanol (73). Kato er al. (38) han demostrado que sustancias como el alo-
purinol inhiben la peroxidacién lipidica inducida por etanol probablemente a través
de la inhibicién de la xantina oxidasa.
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. INTRODUCCION

La cocaina (benzoilmetilecgonina) es un alcaloide natural introducido como
agente terapéutico por sus propiedades anestésicas locales, que se conoce principal-
mente por sus efectos euforizantes y estimulantes. Su uso no es reciente, ya que se
han encontrado hojas de coca en tumbas de momias indias de 600 anos a.C. El uso
y abuso de esta droga se ha desarrollado en la pasada década y hoy se reconoce
como una de las drogas mds peligrosas por inducir una serie de complicaciones (1).
La hepatotoxicidad de la cocaina en humanos fue descrita por vez primera en 1967
por Marks y Chapple (2), si bien ha sido en los iltimos diez afios cuando esta
accion ha despertado un mayor interés, dado el incremento del consumo y abuso de
esta droga. La cocaina es un agente hepatotéxico que induce la muerte celular en
el interior del acino hepitico (3, 4), a través de la formacion de metabolitos activos,
productos de su oxidacion, que son los verdaderos responsables de su toxicidad (5),
Existe evidencia que demuestra que la biotransformacién de la cocaina en higado,
a través del sistema microsémico monooxigenasa dependiente del citocromo P-450.,
juega un papel fundamental en su hepatotoxicidad. La administracion de inductores
de la actividad oxidativa microsomica, como el fenobarbital (6) o el etanol (7), o
la misma cocaina (8), aceleran la biotransformacion de la cocaina y elevan su
hepatotoxicidad.

Se han propuesto dos mecanismos para explicar los efectos hepatotdxicos de la
cocaina. El primero implica la formacion de un derivado activo, que puede ser la
norcocaina nitréxido u otro metabolito ain no identificado, el cual, al unirse por
enlace covalente a las macromoléculas celulares, acarrea la muerte celular (9). En
el segundo, interviene un ciclo redox entre la norcocaina nitroxido y la N-hidroxi-
norcocaina que consume NADPH y oxigeno molecular en ambos sentidos y genera
peréxido de hidrégeno y anion superéxido. Estas dos especies activas de oxigeno,
a su vez. pueden reaccionar en presencia de metales (el Fe del citocromo P-450) y
generar asi especies activas adin mds téxicas, como el radical hidroxilo (10), con
gran capacidad para reaccionar con las macromoléculas celulares.

2. COCAINA E HIGADO

El metabolismo oxidativo de la cocaina juega un importante papel en su hepa-
totoxicidad. A tal conclusion se ha llegado después de comparar la potencia hepa-
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totoxica entre esta droga y sus diferentes metabolitos, las correlaciones entre la
actividad metabdlica y la susceptibilidad a la hepatotoxicidad entre diferentes razas
y especies animales y los efectos de inductores e inhibidores sobre la intensidad de
la lesion hepdtica inducida por administracion de cocaina.

Las vias del metabolismo de la cocaina se muestran a grandes rasgos en la
Figura 1. La cocaina una vez ingerida, se metaboliza casi en su totalidad y soélo
1-5% se elimina por orina sin sufrir alteraciones. La via predominante para su
transformacién es la hidrolitica. En humanos, un 90% de la cocaina se metaboliza
por hidrolisis y se excreta por la orina en forma de benzoilecgonina y ecgonina
metil éster. Las esterasas plasmiticas y hepdticas son las responsables de la forma-
cion del éster metilico de la ecgonina. Las pequenas cantidades de ecgonina encon-
tradas en la orina humana parecen derivar de la hidrélisis de la benzoilecgonina y
quizis de la hidrélisis no enzimdtica del ester metilico de la ecgonina (11, 12).

Ninguno de los metabolitos derivados de la hidrolisis de la cocaina (benzoil-
ecgonina, éster metilico de la ecgonina y ecgonina) son hepatotéxicos cuando se
administraron a ratones en dosis elevadas. Se ha observado que la inhibicion de esta
via hidrolitica con diazinon, produce una marcada elevacién de la hepatotoxicidad
de la cocaina en raton (13), lo que confirma que el metabolismo hidrolitico de la
cocaina es una via de destoxificacion. Parece existir una clara competitividad entre
los enzimas hidroliticos y los enzimas oxidativos (citocromo P450 y FAD monooxi-
genasa) por la cocaina, ya que la inhibicién de las esterasas ocasiona, no solo una
elevacion en la concentracion de cocaina, sino también una elevacién en la forma-
cién de metabolitos oxidados. Por ejemplo. en ratones tratados con diazinon a los
que se administré cocaina, se encontré una concentracion hepatica de N-hidroxinor-
cocaina 60 veces mds elevada que en ratones no tratados con diazinon (14). Por
tanto, la operatividad de la via hidrolitica del metabolismo de la cocaina, ejerce una
importante influencia sobre la hepatotoxicidad de este farmaco, a través de sus
efectos sobre las concentraciones hepiticas de cocaina o de sus derivados oxidados.

En humanos en condiciones normales, un 10 % de la cocaina ingerida sufre la
oxidacion del nitrégeno del tropano, catalizada por sistemas enzimaticos ubicados
en los microsomas hepiticos. En la oxidacion secuencial de la cocaina, el primer
paso es la desmetilacion de la cocaina a norcocaina. La norcocaina puede derivar
directamente de la cocaina, via citocromo P-450 o a través de la formacion de un
derivado N-oxido, catalizada por la FAD monooxigenasa, con la subsiguiente oxi-
dacion a norcocaina mediada por el citocromo P-450 (10). El grado de contribucion
de la N-desmetilacion al metabolismo total de la cocaina varia entre las especies.
Se ha estimado en un 45 % en ratén, un 20 % en rata y un 10% en humanos (12,
15). La norcocaina, al ser administrada a ratones, presenta un potencial hepatotoxi-
co similar a la cocaina (16), pero ¢l tratamiento con inhibidores del P-450 impide
el desarrollo de la lesion hepitica, lo que indica que la norcocaina necesita ser
oxidada para llegar a la especie hepatotoxica. El siguiente paso es la N-hidroxila-
cion de la norcocaina a N-hidroxinorcocaina. mediada por el citocromo P-450/FAD
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monooxigenasa (14). La N-hidroxinorcocaina, al ser administrada directamente a
animales, se observo que posee mayor potencia hepatotéxica que la cocaina y la
norcocaina (13), pero adn asi su hepatotoxicidad se bloquea por tratamiento con
SKF-525A, lo cual muestra que se necesita una oxidacion adicional para llegar al
verdadero hepatotéxico. La posterior oxidacion de la N-hidroxinorcocaina conduce
al radical norcocaina nitroxido.. Charkoudian y Shuster (17) han observado que una
posterior oxidacion electroquimica de la norcocaina nitréxido conduce a la forma-
cién de un i6n norcocaina nitrosonio’ reactivo. Se ha demostrado que la hidroxinor-
cocaina y la norcocaina nitroxido’ poseen capacidad para estimular la peroxidacién
lipidica, siendo la norcocaina nitréxido' la mds efectiva en la iniciacion de este

proceso.
EOCAI NA
— @ —_
hidrolisis 90% oxidacién 10%
Pseudocolinesterasas plasmaticas Sistema monooxigenasa cit P-450%
Esterasas hepaticas Sistema FAD monooxigenasa *

X V'

Benzoil ecgoninal @ [Ecgonina metil ester]  [Norcocainal-s{Benzoilnorecgonina|

N\ F @\

Ecgonina N-hidroxinorcocaina ]

[ Norcocaina nitréxidd] @

I I6n norcocaina nitrosonic’| @

Figura |. Metabolismo oxidativo y no oxidativo de la cocaina. (1) Del | al 5% de la cocaina
se excreta en orina sin metabolizar. (2) Metabolitos excretados en orina. (3) Metabolitos reac-
tivos. (4) La FAD monooxigenasa actita tambien en la conversion de Norcocaina a N-hidroxi-
norcocaina. * sistemas enzimdticos inducidos por fenobarbiral.

Ademds de la inhibicion de la via hidrolitica, citada anteriormente, existe otro
medio de examinar el potencial de la via oxidativa en el desarrollo de la hepatotoxi-
cidad de la cocaina. Este es el uso de agentes que inducen la actividad de los
sistemas microsémicos monooxigenasas dependientes del citocromo P450. El pre-
tratamiento con agentes inductores del citocromo P-450, como son el fenobarbital,
el etanol y la misma cocaina. potencia de manera notable la capacidad hepatotéxica
de la cocaina.

La localizacién intraacinar y la severidad de la lesién pueden alterarse en con-
diciones en las que se induzca la via oxidativa del metabolismo de la cocaina (3).
El fenobarbital tiene la capacidad de potenciar dicha hepatotoxicidad e incrementar
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la severidad de la lesion hepdtica, a través de la induccion del sistema microsomico
monooxigenasa, dependiente del citocromo P-450 (4, 18). Ademas, el fenobarbital
promueve un cambio en la localizacion intraacinar de la lesién. En este aspecto, la
cocaina es tnica en alterar la ubicacion de la zona lesionada segiin la influencia de
otras sustancias (4, 18, 19), lo cual afade un peligro mas a la ingestion de esta droga
por su interaccién con otros farmacos. La localizacion de la zona necrosada se debe
a la distribucién intraacinar de los sistemas oxidativos inducibles, responsables de
la biotransformacion de la cocaina (4).

Se ha descrito recientemente en humanos. que es el enzima plasmatico butiril-
colinesterasa (EC 3.1.1.8), el que metaboliza la cocaina originando compuestos
hidrosolubles, farmacolégicamente inactivos (20). Estos compuestos son el dcido
benzoico y el anteriormente mencionado. ester metilico de la ecgonina que se ex-
cretan por la orina. La hidrolisis de la cocaina por este enzima puede ser utilizada
como terapia frente a la intoxicacion de la cocaina, ya que reduce rdpidamente la
concentracion de la droga en el organismo. La presencia en plasma de estas hidro-
lasas, aunque beneficiosa frente a la intoxicacion, ha supuesto un problema por
enmascarar la verdadera toxicidad de la cocaina, ya que ha evitado el estudio de la
capacidad real hepatotdxica de esta droga. Por ello en la actualidad se estian utili-
zando estrategias para potenciar dicha toxicidad y estudiar los mecanismos impli-
cados en la biotransformacion oxidativa de esta droga. Una de estas estrategias es
inducir el sistema microsémico monooxigenasa de funcién mixta, dependiente del
citocromo P-450 mediante el pretratamicnto con fenobarbital, y otra es el uso de
cultivos primarios de hepatocitos. La induccion del sistema microsémico hace que
la cocaina se metabolice con mayor intensidad y origine metabolitos reactivos a
velocidad superior a la de las hidrolasas. La otra estrategia son los experimentos in
vitro en cultivos primarios de hepatocitos con lo cual se elimina la accion in vive
de las hidrolasas plasmaticas sobre la molécula de cocaina. Actualmente muchos
grupos de investigacion estan utilizando las dos estrategias: (1) Inducir in vive el
sistema microsémico dependiente del citocromo P-450 por pretratamiento de ratas
con fenobarbital, y (2) adicionar la cocaina sobre hepatocitos en cultivo obtenidos
de las ratas previamente inducidas.

En cultivos celulares el efecto citotéxico de los xenobidticos se detecta median-
te métodos rdpidos que implican la salida al medio de cultivo de enzimas citoplas-
miiticos, de las células lesionadas (21). Por ese medio se detecta la integridad de la
membrana plasmadtica para retener los enzimas celulares. La citotoxicidad se detecta
después de someter los cultivos celulares a xenobidticos tales como agentes tera-
péuticos, drogas de abuso, agentes medioambientales y condiciones de hipoxia/
isquemia. La lactato deshidrogenasa es un enzima ubicuo en las células de vertebra-
dos cuya actividad se determina con facilidad. Como no existe evidencia de que las
c€lulas secreten activamente LDH, la liberacion de este enzima al medio se utiliza
como una manifestacion de la lesion celular. Esta liberacion al medio que rodea las
células del cultivo se relaciona con la rotura de la permeabilidad de la barrera
celular de la membrana plasmadtica.
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3. COCAINA, METABOLISMO OXIDATIVO, RADICALES LIBRES
Y HEPATOTOXICIDAD.

Las vias oxidativas de la degradacién de la cocaina requieren la participacion de
la FAD monooxigenasa y de los sistemas dependientes del citocromo P450 hepa-
ticos (10). Estas vias conducen a la formacion de radicales libres derivados de la
cocaina y especies reactivas de oxigeno (Figura 2).

Numerosos xenobidticos son transformados por el citocromo P-450, unos en
metabolitos estables y otros en metabolitos reactivos. Estos tltimos son metabolitos
inestables que atacan las macromoléculas hepdticas (DNA, lipidos insaturados,
proteinas y glutation) y pueden actuar como mutdgenos, cancerigenos o producien-
do lesiones tisulares. El citocromo P-450. a pesar de representar un sistema extraor-
dinariamente versdtil y adaptado a la eliminacion de los xenobidticos liposolubles,
introduce un problema adicional al generar metabolitos reactivos potencialmente
t6xicos. La existencia de este sistema generador de radicales libres ha dado lugar
al desarrollo (induccién) de diversos mecanismos de proteccion.

Un primer mecanismo de proteccion, que se incluye automdticamente en el
sistema es la propia inactivacion del citocromo P-450 por ciertos intermediarios
reactivos (22). En efecto, un intermediario reactivo recién formado en la hendidura
hidrofoba de la molécula del citocromo P-450, puede atacar al mismo P-450 y
destruirlo. Esta inactivacion suicida limita la formacion del intermediario reactivo
y con ello su toxicidad. Otro mecanismo lo constituyen las diversas isoformas
citosélicas y microsémicas de la glutation-S-transferasa, las cuales catalizan la con-
jugacion de metabolitos reactivos electréfilos con el glutation hepdtico. Para evitar
que formacion de especies reactivas de oxigeno conduzca a un fenémeno de peroxi-
dacién lipidica, superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa actuan secuencial y coordinadamente para limitar la toxicidad que podria
resultar de la formacién inicial del anién superdxido.

Gracias a los mecanismos de proteccion, la puesta en funcionamiento del cito-
cromo P-450 como medio de eliminacién de los xenobidticos liposolubles, se hace
tolerable en la medida en que la mayor parte de los diversos metabolitos reactivos
formados por el citocromo P-450 puedan ser inactivados. Esto no ocurre en el caso
de ingestion masiva del xenobidtico o de un metabolismo particularmente rdpido de
ese mismo xenobidtico, ya que la formacion de metabolitos reactivos va a ser lo
suficientemente elevada como para entrafiar un ataque masivo de las macromolécu-
las hepdticas.

Un primer tipo de lesién molecular es la peroxidacién lipidica ocasionada por
los radicales libres. Un segundo tipo se observa con los metabolitos reactivos elec-
trofilos que reaccionan con los grupos nucleéfilos de las proteinas (residuos -SH de
la cisteina o residuos -NH, de la lisina), sobre los cuales se fijan formando aductos
por unién covalente. También, los metabolitos electrofilicos pueden conjugarse con
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el grupo -SH del glutation. Aunque la formacién de estos conjugados es muy im-
portante, si el consumo del glutation supera la capacidad del higado para resinte-
tizarlo, se llegard a una deplecion de este tripéptido. La disminucion del GSH. la
fijacién covalente sobre los tioles proteicos o su oxidacion directa conducirdn a una
disminucién de los tioles proteicos celulares. Una primera consecuencia es la for-
macion de macroagregados no funcionales de actina por la formacién de puentes -
S-S- entre sus cadenas (23). Esto afecta a los microfilamentos que se insertan en las
proteinas de la membrana plasmdtica para mantener su estructura. La destruccion de
los microfilamentos entraiia la aparicién de protuberancias en la membrana plasmd-
tica, cuya rotura acarrea la muerte celular. Otra consecuencia de la oxidacién de los
tioles proteicos es la de disminuir la actividad de las translocasas del calcio de la
membrana plasmdtica (24). El papel de estas translocasas es la de mantener los
niveles de calcio ionizado en el interior del hepatocito. Su inhibicién origina un
aumento prolongado del calcio citosdlico, el cual va a activar fosfolipasas, proteasas
y endonucleasas. La activacion de las proteasas dependientes del calcio va a con-
tribuir a la alteracién de la red microfilamentaria. La activacion de las endonuclea-
sas escinde las cadenas del DNA en la regién endonucleosémica y puede en ciertos
casos conducir al fenémeno de apoptosis (25). Una tltima consecuencia de la oxi-
dacién de los tioles proteicos es la de afectar la permeabilidad de la membrana
mitocondrial interna, disminuyendo el potencial de membrana y la produccion de
ATP (26).

H,0, + O,

NADP" Norcocaina nitréxido® TURERES 5 5N
Citocromo P-450 Flavoproteina
NADPH % 0, N-hidroxinorcocaina NADP
0,
NADP' GSH Hzﬁx/sm’
Glutation reductasa Glutation peroxidasa
NADPH GSSG H,0

plasma y bilis

Figura 2. Generacion de especies activas de oxigeno en la secuencia de reacciones del meta-
balismo oxidative de la cocaina: el anion superoxido y el perdxido de hidrdgeno se generan en
el ciclo redox entre la N-lidroxinorcocaina v la norcocaina mtréxido.
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El citocromo P-450 al catalizar la oxidacion de multiples xenobidéticos va a da
lugar a derivados reactivos citotéxicos, mutagénicos o carcinogénicos que se for-
man por introduccién de un dtomo del oxigeno molecular en los sustratos y redu-
ciendo el otro dtomo de oxigeno con la formacion de perdxido de hidrégeno y anién
superoxido. Las diferentes isoformas del P-450 catalizan, por tanto, la monooxige-
nacién de diversos sustratos endogenos y exégenos (27). Para catalizar la reaccion
eficientemente. la funcién monooxigenasa requiere oxigeno molecular y un agente
reductor, el NADPH, a través de la NADPH citocromo P450 reductasa (28). Existen
discrepancias acerca de la forma individual del citocromo P-450 responsable de la
N-desmetilacion de la cocaina. En higado de rata es el CYP2BI inducible por
fenobarbital (29, 30), mientras que en raton y humanos se ha descrito que es la
isoforma CYP3A la responsable del primer paso de la cascada de bioactivacion de
la cocaina (31, 32).

Los estudios sobre la hepatotoxicidad de la cocaina en humanos son escasos (2,
33-35). En animales la hepatotoxicidad aguda o cronica de cocaina se ha demostra-
do principalmente en ratones (14, 16. 36). En este modelo experimental se han
observado elevaciones en las transaminasas séricas, dependientes de la dosis. La
histologia hepitica muestra necrosis predominante en las dreas perivenosa (19, 37-
39), mediozonal (37) o periportal (16, 18, 36). La susceptibilidad de los animales
y la topografia zonal de la necrosis varia de acuerdo con la raza (39), especie (13)
y uso previo de agentes moduladores del citocromo P-450 (13, 36, 39, 40). Una
interesante caracteristica s que la intensidad de hepatotoxicidad de la cocaina se
relaciona con su grado de oxidacion por los microsomas hepaticos (39). Esta obser-
vacion indica que un metabolito reactivo de la cocaina es el responsable de la lesién
hepdtica. Diversos estudios in vive han demostrado que la previa induccién del
citocromo P-450 por fenobarbital (18, 37- 39) o etanol (19) potencia la hepatotoxi-
cidad de la cocaina. Por el contrario, el pretratamiento con inhibidores del citocro-
mo P-450, tales como la cimetidina, el SKF525A, el cloranfenicol o la iproniazida,
elimina la toxicidad de la cocaina (11, 38, 39). De la misma manera, la incubacién
de hepatocitos con cocaina conduce a alteraciones funcionales que se incrementan
por induccion o se previenen por inhibicion del sistema monooxigenesa dependien-
te del citocromo P-450 (9, 10). El metabolismo hepatotoxico de la cocaina es atin
materia de debate, y se discute ain sobre la identidad del verdadero metabolito
responsable de la hepatotoxicidad. Existen evidencias que implican a los metabo-
litos oxidados de la N-hidroxinorcocaina, tales como la norcocaina nitréxido (41)
o el i6n norcocaina nitrosonio (17). También se discute el mecanismo que utilizan
los metabolitos reactivos para producir el desequilibrio de la funcién celular que
conduce a la muerte. Se ha propuesto la peroxidacion de los lipidos de las mem-
branas (10), pero su papel en la necrosis hepatocelular no ha sido demostrada (42).
Se ha sugerido también que la union irreversible de los metabolitos reactivos a las
proteinas hepdticas puede intervenir, tanto después de la administracién de la cocai-
na in vivo (13), como en cultivos de hepatocitos expuestos a cocaina o norcocaina
(9). Se encuentra también controvertido, el papel de la disminucién del glutation
hepitico inducida por la cocaina. Por un lado, esta disminucidn es débil, sélo de un
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20 - 40% (13, 18, 36, 43), cuando se compara con la observada después de la
administracion de un hepatotéxico clisico, como el acetaminofeno, que es de un
90% (38). Se ha demostrado que los pretratamientos que inducen la deplecion del
glutation hepitico elevan la hepatotoxicidad de la cocaina (36), mientras que la
previa administracién de cisteina, un precursor del glutation, presenta un efecto
protector (13, 36). El mecanismo que interviene en la disminucién del glutation no
parece que implique una reaccién directa de los metabolitos de la cocaina con el
glutation (9) y parece que es secundario al efecto adrenérgico de la droga (44). Se
propone mis bien, que sean las especies reactivas de oxigeno, que se generan en la
oxidacién de la cocaina por los sistema monooxigenasa microsomicos, las que
intervengan directamente en estos procesos. La mayor parte de estudios sobre la
hepatotoxicidad de la cocaina se han realizado en ratones y aunque en ellos se ha
apuntado que el mecanismo de toxicidad ha de estar mediado por la formacion de
metabolitos, la confirmacion de estos resultados en otras especies animales y su
extrapolacion a humanos puede ser discutida (45). Se ha postulado que la cocaina
puede tener un efecto sobre la homeostasis del calcio debido a una interaccién de
los metabolitos de la cocaina con grupos tidlicos criticos de proteinas de la mem-
brana plasmitica o de las Ca-ATPasas microsémicas (46). Utilizando hepatocitos en
cultivo (30) se han descrito dos mecanismos diferentes responsables de la hepato-
toxicidad de la cocaina, segin que los hepatocitos procedieran de ratas inducidas o
no con fenobarbital. En los hepatocitos previamente inducidos el mecanismo de
hepatotoxicidad incluyé una rdpida deplecion del glutation y una peroxidacion li-
pidica masiva. mientras que en los no inducidos el cambio mis notable. fue una
elevacion sostenida en los niveles de calcio citosélico que se inicid a las 2 horas de
la exposicion de los hepatocitos a elevadas concentraciones de cocaina.

4. INFLUENCIA DE LA INDUCCION DEL SISTEMA MONOOXIGENASA
MICROSOMICO SOBRE LA HEPATOTOXICIDAD DE LA COCAINA

La localizacion y extension de la lesion hepitica inducida por la administracion
de cocaina a ratones difiere si los animales han recibido un tratamiento previo con
fenobarbital. Una serie de pardmetros bioquimicos y sistemas hepaticos involucra-
dos en la biotransformacién oxidativa de la cocaina, resultan marcadamente afec-
tados por este tratamiento. Con todo ello se han conseguido una serie de datos
acerca del comportamiento de esta droga. de su capacidad hepatotéxica y de la
modulacion de su toxicidad cuando se administra unida a inductores o aceleradores
de su propio metabolismo.

El fenobarbital es el prototipo de numerosos agentes inductores enzimiticos que
elevan la actividad de la funcion hepatica monooxigenasa de funcion mixta micro-
somica y la de la UDP-glucuronil transferasa, dos sistemas implicados en la des-
toxificacion. El fenobarbital induce diversas isoformas del citocromo P-450 perte-
necientes a las familias genéticas 2B, 2C, 2A, y 3A (47). En la mayoria de los casos
la induccion se debe a una estimulacion de la transcripeion del gen. Se desconocen
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hasta la fecha los factores y el mecanismo responsables de dicha induccién. En
cultivos de hepatocitos de rata se ha observado que el fenobarbital induce por
diferentes vias los mRNA correspondientes a los genes 2B y 3A (8, 32). Una
complicacion para la identificacion de los mecanismos implicados en la hepatotoxi-
cidad de la cocaina en hepatocitos inducidos con fenobarbital, es la dificultad
de separar los efectos inductores de aquellos asociados directamente con el fenobar-
bital y sus metabolitos. En ratas, el fenobarbital se metaboliza por p-hidroxilacién
del anillo fenilo seguido de conjugacién con el UDP-glucuronato. El fenobar-
bital, por tanto. puede inhibir la formacién de glucurénidos, bien por competicion
directa con la UDP-glucuronil transferasa o por agotamiento del UDP-glucuronato
hepdtico (48).

En nuestro laboratorio se han realizado una serie de experimentos mediante la
administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso corporal) a ratones
Swiss macho, con lo cual se ha conseguido inducir una lesién que afecta aquellas
células localizadas, en la region perivenosa. Esta lesion se detectd, a las 24 horas
de la administracion de la droga, por el incremento en la actividad de los enzimas
plasmadticos y por visualizacion de la zona necrosada en cortes de higado. En rato-
nes pretratados con fenobarbital, el cambio en la localizacion de la lesion a la region
periportal, indica que esta sustancia promueve una induccién preferente del sistema
monooxigenasa en el drea periportal. Este cambio de localizacion intraacinar de la
lesion hepdtica tiene que reflejarse en cambios metabélicos importantes dada la
diferente distribucion de enzimas y metabolitos en el acino hepdtico. Por ejemplo,
la actividad de la isocitrato deshidrogenasa sérica fue utilizada para evaluar el grado
de lesién debido a que es un marcador muy sensible de la necrosis ya que este
enzima se ubica preferentemente en el drea perivenosa. Los cambios observados
(Figura 3) (18) indican que la intensidad de la lesién fue significativamente mayor
en el caso de la necrosis periportal inducida por cocaina en ratas pretratadas con
fenobarbital.

La magnitud de las actividades enzimdticas hepdticas en suero, no solo esti
influenciada por la heterogeneidad zonal, sino también por la severidad de la lesion.
Existe una heterogeneidad bioquimica entre las células del acino hepitico segiin que
su localizacion sea cercana al terminal portal o al venoso (49, 50). De esta manera
es posible predecir la localizacién intrahepdtica mediante la zonacion metabdlica
del acino. La informacion sobre la localizacién de la necrosis puede ayudar a reco-
nocer el mecanismo patolégico de la lesién. Asi, en nuestros experimentos se de-
tecté una disminucion en la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzi-
ma generador de NADPH. en higado de ratén intoxicado con cocaina, disminucién
no observada en higado pretratado con fenobarbital. Esto se debe a que este enzima
aparece en mayor concentracion en la region perivenosa del acino que es la que se
lesiona en casos de animales no inducidos (43, 49).

En cortes de higado de ratén obtenidos después de la administracién de cocaina
se detect6 la localizacién intraacinar de la necrosis hepdtica y la distribucién zonal

297



200 \
R&iﬁ:ﬁs&

GSH NADPH/NADP/‘;

% del control

i o n - "
0 3 7 Ll 1 L1 D 2 1 48 Lk s 0 2 2a L] " L]

Tiempo (horas)

Figura 3. Pardmetros de lesién hepdtica inducida por administracién de una dosis subletal de
cocaina (60 mg/Kg) a ratones Swiss macho. »—» cocaina; 0—0 pretratamiento con fenobarbital
+ cocaina.* p<0.00l. (Cascales et al, 1994) (18).

de la lesion se caracterizé por microscopia Optica (18, 51. 52). En la Figura 4A se
muestra un corte de higado a 400 aumentos, donde se aprecia un terminal venoso
procedente de un ratén a las 24 horas de la inyeccién de cocaina. Puede observarse
con claridad una fila de células necréticas. La necrosis periportal fue detectada en
un corte de higado obtenido de un ratén pretratrado con fenobarbital a las 24 hr de
la exposicion a cocaina (Figura 4B). En los dos casos los espacios intraacinares
afectados por la droga aparecen con una clara necrosis que rodea el vaso terminal
respectivo. En la necrosis perivenosa las células necréticas rodean el terminal ve-
noso mientras que en la periportal (Figura 4B) una fila limitante de hepatocitos
permanece ilesa y adyacente a ella se observa la zona de células necrosadas. En
estos cortes se visualiza un cambio total desde el terminal venoso al terminal portal
(18, 43). Estudios de otros autores (3) en ratones DBA/2HA han descrito que la
cocaina induce necrosis mediozonal que cambia a periportal por pretratamiento con
fenobarbital. Esta peculiar caracteristica de la hepatotoxicidad de la cocaina parece
ser comtn a ratones y a humanos (10, 33).

El cambio de localizacién de la lesién hepdtica relativa a la presencia de otras

drogas es un fendmeno interesante que proporciona un medio para estudiar cémo
las interacciones de las drogas alteran la respuesta del higado. Este esquema de
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Figura 4. Secciones de higado de ratén Wistar macho donde se muestran las lesiones hepaticas
inducidas por cocaina (60 mg/Kg peso corporal) (A) Corte de higado obtenido a las 24 horas
de la administracion de cocaina a raton control, mostrando necrosis perivenosa (V' = terminal
venoso) x400. (B) Corte de higado a las 24 horas de la administracion de cocaina a raton
pretratade con fenobarbital (5 dias en el agua de bebida, 1g/1), mostrando necrosis periportal
(P = terminal porta) x400. (Naranja de Acrinida).
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lesion hepdtica permite comparar las consecuencias de la muerte celular en la ve-
cindad de las dos regiones opuestas del acino.

El pretratamiento de los ratones afecta también a la toxicidad in vitro. la cual
ha sido estudiada por diversos autores (30), La potenciacién de la citotoxicidad en
hepatocitos en cultivo, evaluada por la liberacion de lactato deshidrogenasa al medio,
resulta ser 13 veces superior en animales inducidos cuando se compara con los no
inducidos (controles) (30). La diferencia en la susceptibilidad a la cocaina se rela-
ciona con la actividad del citocromo P-450 y con los mecanismos que conducen a
la muerte celular. En animales inducidos es mayor la deplecién de glutation, mayor
la peroxidacién lipidica y mayor la severidad de la necrosis. Todo ello es debido a
una mayor velocidad del funcionamiento del ciclo redox entre N-hidroxinorcocaina
y la norcocaina nitroxido’, que consume NADPH y O, en ambos sentidos y que
genera anién superoxido e peréxido de hidrogeno.

Las reacciones de destoxificacién consumen el GSH hepdtico a la vez que
promueven una activacion compensatoria de la sintesis del GSH (53). En casos de
intoxicacion masiva, la velocidad de consumo del GSH hepitico puede sobrepasar
la de su sintesis y ello conducird a una deplecion de este tripéptido. La deplecién
del GSH precede a cualquier fenémeno hepatotéxico, ya que los cambios en el
cociente GSH/GSSG juegan un importante papel en el estrés oxidativo y en la
muerte celular. La cocaina in vivo promueve una débil disminucion en la concen-
tracion del GSH (20%) que es mds acusada en ¢l grupo inducido con fenobarbital
(40%) (Figura 3) (18). La destruccién celular selectiva en el drea portal inducida
por cocaina en ratones pretratados con fenobarbital ha de ser la responsable de la
menor concentracion de GSH en este grupo experimental, ya que en esta zona el
GSH se encuentra en cantidades dos veces superior que en el drea perivenosa (49,
50). Alternativamente, se ha demostrado que el fenobarbital incrementa el transpor-
te electrogénico del GSH a la bilis (54), por tanto, debe esperarse una disminucién
intracelular de glutation. La demostracién de la compartimentacion nuclear del GSH
en hepatocitos (55), refuerza el interés de este tripéptido, ya que se ha descrito una
diferencia de concentracion entre el nicleo y el citoplasma (aproximadamente 3),
Ademis la compartimentacion del GSH es critica para proteger frente al estrés
oxidativo. En este aspecto solo el GSH mitocondrial parece ser relevante y la
regulacion de su concentracién se controla por diversos mecanismos complejos
(56). Al contrario que el glutation el malondialdehido. metabolito marcador de la
lipoperoxidacion. se eleva en los dos grupos estudiados, siendo el cambio signifi-
cativamente mayor en el grupo pretratado con fenobarbital (Figura 3).

La actividad de la catalasa disminuye notablemente por efecto de la cocaina en
ambos grupos, aunque en el inducido por fenobarbital la disminucion fue ain mayor,
ya que el fenobarbital por si mismo promueve un descenso en esta actividad (51,
52). Sin embargo, las dos formas, citosélica y mitocondrial de superdxido dismu-
tasa apenas experimentan variaciones. El equilibrio entre la catalasa y la SOD es
extremadamente importante en las células. Un fallo en la eliminacion de H.O,
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puede conllevar a la formacion del radical hidroxilo (OH), catalizada por la propia
actividad SOD (57). La adaptacion al estrés oxidativo es un mecanismo importante
mediante el cual las células pueden hacer frente a las fluctuaciones en los niveles
de oxidantes (58). La respuesta adaptativa al estrés oxidativo implica la expresion
de muchos genes lo que indica que se requieren proteinas sintetizadas de nuevo
para dicha adaptacién (59). Quizds esta falta de coordinacion entre las actividades
de la catalasa y la SOD, sea la responsable de la hepatotoxicidad de la cocaina a
través de la excesiva produccion de especies activas de oxigeno, con lo cual serian
estas especies y no a los metabolitos reactivos derivados de la cocaina, los induc-
tores de la lesion. Como enzima generador de equivalentes reductores en forma de
NADPH, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se encuentra involucrada en los pro-
cesos de desintoxicacion. La oxidacion hepdtica de la cocaina es un proceso secuen-
cial que consume NADPH, por tanto no es de extrafiar que la actividad de este
enzima sufriera alteraciones, La disminucién de la actividad G6PDH, por efecto de
la cocaina, contrasta con la prictica no variacion por esta misma droga en ratones
pretratados con fenobarbital (51, 52). Las células ubicadas en la zona perivenosa del
acino son las que contienen mayor cantidad de G6PDH por tanto la cocaina al
destruir selectivamente las células de esta zona, hace descender la cantidad de este
enzima, la cual se repone durante la regeneracién postnecrética (50),

Una de las consecuencias de la administracion de cocaina in vivo, no descrita
con anterioridad, ha sido la de muerte celular por apoptosis, detectada por un pico
hipodiploide de DNA y por fragmentacion del DNA en gel de agarosa en hepato-
citos de ratas a las 12 horas de la administracién de la droga. La poblacién de
células que sufrié la apoptosis fue mayor en hepatocitos de ratén pretratados con
fenobarbital, un 31% de la poblacion, versus un 13 % en los no tratados (Figu-
ra 5). Las piezas oligonucleosémicas producidas por la degradacion de cromatina,
proceso que caracleriza a las células que sufren apoptosis, se detectaron en muestras
de hepatocitos de animales control y pretratados con fenobarbital, por electroforesis
en gel de agarosa. En la Figura 5 se muestran los fragmentos de DNA en los
hepatocitos correspondientes. La presencia de fragmentos de DNA indica que en las
dos condiciones, la actividad endonucleasa, en la que se encuentra implicado el
nivel de calcio citoplasmatico, se elevé por efecto de la cocaina y que los picos
hipodiploides obtenidos por citometria de flujo corresponden a células apoptdticas.

La muerte celular por apoptosis se considera que es un medio importante para
regular la funcion y nimero de células. El fenobarbital sobre el higado produce una
hiperplasia debido al aumento del nimero de hepatocitos (60). El exceso resultante
de células, después de la retirada del fenobarbital. marca el inicio de un proceso que
conduce a la apoptosis de ciertas células. De ser asi, el pico de incidencia de
apoptosis en higado pretratado con fenobarbital ocurre 2 dias después del tratamien-
to final (60). En nuestros experimentos, los picos de apoptosis inducidos por cocai-
na aparecieron a las 12 horas en los dos grupos. El pico hipodiploide correspondien-
te al grupo tratado solo con cocaina, puede ser considerado como un tipo espontianeo
de muerte celular promovida por los metabolitos de la cocaina. Sin embargo. el pico
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Figura 5. (A) Distribucion del DNA en la poblacién hipodiploide <2C, caracteristica de apop-
tosis en hepatocitos aislados de ratén a las 12 horas de la administracién de una dosis subletal

de cocaina (60 mg/Kg). (B) Fragmentacion del DNA en gel de agarosa. Lineas 1 y 3 corres-
ponden a hepartocitos de ratén control v pretratado con fenobarbital, respectivanienre. Lineas 2

v 4 corresponden a hepatocitos de raton control y pretratadoe con fenobarbital a las 12 horas
de la administracion de cocaina (Cascales et al, 1994) (18).

de células hipodiploides evidenciado en animales pretratados con fenobarbital pue-
de ser debido, en parte, a la reduccién apoptética del exceso celular en higado
hipertréfico inducido por fenobarbital. La apoptosis in vivo es muy ripida y la
discriminacion histolégica entre apoptosis y necrosis es dificil. Esto explica el
porqué, a pesar de los valores de un 13% y 31% de hepatocitos hipodiploides
detectados por citometria de flujo por efecto de la cocaina en ratones no tratados
y pretratados con fenobarbital, respectivamente, no se detectaron cuerpos apoptoti-
cos en los cortes de higado tefiidos con naranja de acridina. Seria interesante estu-
diar la contribucién relativa de apoptosis y necrosis en la lesién hepatica inducida
por cocaina y responder a la pregunta que emerge de nuestros resultados, si las
células apoptédticas derivan de las poblaciones diploides o de las tetraploides.

La capacidad del higado para metabolizar los xenobiéticos deriva de su conte-
nido celular en citocromo P-450 (61). La disminucién de citocromo P-450 inducida
por cocaina, descrita también para otras sustancias hepatotéxicas (62) es el resul-
tado de la destruccion del grupo hemo, en el que parece encontrarse implicada la
hemo oxigenasa (63). Las monooxigenasas dependientes del NADPH. responsables
del metabolismo de la cocaina, se encuentran ubicadas en el reticulo endopldsmico
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liso (14). Este reticulo predomina en el drea perivenosa e incrementa preferente-
mente en este drea por efecto del fenobarbital (60), y los enzimas dependientes del
NADPH predominan también en la misma drea. No estd claro el medio que utiliza
el fenobarbital para sensibilizar a los hepatocitos periportales a la cocaina.

Los cambios en la concentracién relativa de NADPH y GSH median probable-
mente el efecto del fenobarbital y estdn probablemente implicados en el cambio de
localizacion de la lesion. En nuestros experimentos, el fenobarbital no es hepato-
toxico, como se deduce por los niveles de la actividad sérica de ICDH o de la
histologia hepdtica, pero algunos parimetros de lesion hepitica, tales como ATP,
MDA y NADPH aparecen alterados. El destacado descenso en ATP por efecto del
fenobarbital debe ser investigado a nivel de enzimas de la membrana mitocondrial
implicados en la génesis del ATP. Ademads, se ha descrito (54, 56) que el feno-
barbital incrementa el eflujo del GSH y este efecto puede ser un mecanismo po-
tencial por el cual el fenobarbital incrementa la hepatotoxicidad de los firmacos.
Por tanto. los cambios observados entre ambos grupos han de ser interpretados
teniendo en cuenta la localizacién de la zona del acino hepitico lesionada y tam-
bién la heterogeneidad en la distribucion intraacinar de los enzimas y metabolitos
implicados. Cabe destacar que los enzimas de destoxificacion se ubican en la zona
perivenosa, mientras que el GSH de la zona periportal es dos veces superior al de
la perivenosa.

Recientemente se ha propuesto que la cocaina eleva su propio metabolismo a
través de la produccion de norcocaina catalizada por el CYP3A, mientras que el
CYP2BI10, también inducido juega un menor papel en la hepatotoxicidad de la
cocaina (8). La induccién de la N-desmetilacién de la cocaina por la activacién del
CYP3A. puede derivar en inesperadas interacciones con otros farmacos en cocainé-
manos cronicos.

5. COCAINA, ETANOL Y ESTRES OXIDATIVO

El abuso combinado de cocaina y etanol ocasiona concentraciones plasmadticas
de cocaina mds elevadas y prolongadas, lo cual potencia el efecto t6xico y farma-
cologico de la cocaina, e incrementa la severidad de la lesion hepdtica asociada a
estas dos drogas. La presencia de etanol durante el uso de la cocaina origina la
formacion de un metabolito, el cocaetileno, que presenta una hepatotoxicidad mayor
que la cocaina (64-66). La lesién hepdtica que origina el cocaetileno surge de la
situacién de estrés oxidativo consecuencia de los radicales libres y especies activas
de oxigeno acumulados en el metabolismo oxidativo de ambas sustancias. La ex-
posicion cronica al etanol se ha observado que retrasa la velocidad de eliminacion
de la cocaina y del cocaetileno. Debido a la relevancia clinica de estos datos resulta
de interés primordial el estudio de la caracterizacion de factores que afectan la
inhibicion del metabolismo hidrolitico de la cocaina por el etanol y la conversion
de la cocaina en cocaetileno (67).
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La conversion de la cocaina en cocaetileno se ha demostrado en rata (68), en
ratén (64, 69) y en humanos (69, 70), evidenciando la existencia de carboxileste-
rasas microsomicas que catalizan la transesterificacion del éster 2-carboximetilico
de la cocaina en su derivado 2-carboxietilico. El cocaetileno se detectd por primera
vez en orina de cocaindmanos que consumian alcohol (12, 19, 46, 64). Su afinidad
por los receptores de dopamina es similar a la de la cocaina, asi como su capacidad
para inhibir la incorporacién de la dopamina en los sinaptosomas, pero su toxicidad
es mayor. La capacidad del cocaetileno para generar especies reactivas de oxigeno
en presencia de NADPH, oxigeno molecular y citocromo P-450, es incluso superior
a la de la cocaina (71). Se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno
generadas en el metabolismo oxidativo de la cocaina, responsables de su hepato-
toxicidad, se elevan cuando la cocaina se ingiere simultineamente al etanol.

El metabolismo de la cocaina y el etanol implica tres clases de reacciones:
hidrélisis, transesterificacion y N-desmetilacion. La hidrolisis de la cocaina y el
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Figura 6. Metabolismo de la cocaina en presencia de etanol. Implica tres clases de reaccio-
nes: hidrolisis, transesterificacion y N-desmetilacion. La hidrdlisis de la cocaina y el cocaetileno
esta catalizada por la carboxilesterasa hepatica. La norcocaina v el norcocaetileno son sustra-
tos del mismo enzima y dan lugar a la benzoilnorecgonina. Hidrolisis espontanea puede ocurrir
en los ésteres metilicos v etilicos de estos compuestos. El etanol inhibe las reacciones cataliza-
das por la carboxilesterasa. (1) carboxilesterasa hepatica inhibida por el etanol (2) transeste-
rificacion inducida por el etanol: cocaina ---> cocaetileno vy norcocaina a norcocacetileno (3} N-
desmerilacion catalizada por un enzima dependiente del citP450 directamente o después de la
oxidacidn de la cocaina a su derivado N-oxido catalizada por una FAD-monooxigenasa.

304



cocaetileno a benzoilecgonina estd catalizada por una carboxilesterasa presente en
higado humano (70). La norcocaina y el norcocaetileno son sustratos del mismo
enzima y pueden originar benzoilnorecgonina. El etanol inhibe las reacciones hidro-
liticas de la carboxilesterasa e induce simultineamente la transesterificacion etilica
de la cocaina con formacién del cocaetileno (70). El etanol puede también inducir
la transesterificacion etilica de la norcocaina a norcocaetileno. La N-desmetilacion
de la cocaina a norcocaina estd catalizada, bien directamente, por un enzima depen-
diente del citocromo P-450, o después de la oxidacién de la cocaina a su derivado
N-6xido. por una FAD monooxigenasa (10). La N-desmetilacién de la benzoilecgo-
nina a benzoilnorecgonina ha sido demostrada en rata (72).

La transesterificacion de la cocaina a cocaetileno estd catalizada por una car-
boxilesterasa inespecifica (73). La misma enzima hepitica cataliza la hidrolisis de
la cocaina a benzoilecgonina, metabolito sin actividad estimulante psicomotora.
Esta esterasa se inhibe por etanol, de manera que el etanol suprime la inactivacion
de la cocaina en su conversiéon a benzoilecgonina y cataliza la transesterifica-
cién etilica con la cocaina para formar el cocaetileno, metabolito farmacolégica-
mente activo. Esta desviacion en el metabolismo de la cocaina, inducido por el
etanol puede explicar el porqué la ingestion de etanol incrementa la toxicidad de la
cocaina (70).

Dada la concurrencia del abuso de etanol y cocaina, las implicaciones en la
salud humana de estas dos drogas es cada vez mayor. Se estima que un 70% de los
adictos a la cocaina ingieren bebidas alcohdlicas, debido a que la cocaina y alcohol
producen efectos euféricos mds intensos y duraderos y que este uso combinado
elimina las secuelas desagradables (cefaleas y migrafas) de la cocaina. La coadmi-
nistracion de cocaina y etanol influye sobre la velocidad de eliminacién y sobre el
perfil metabdlico de la cocaina. El abuso combinado de cocaina y etanol da lugar
a concentraciones plasmdticas de cocaina mds elevadas y mds prolongadas que
pueden potenciar los efectos toxicolégicos y farmacolégicos de la cocaina. La ex-
posicién crénica a etanol retrasa la velocidad de eliminacién de la cocaina y el
cocaetileno. El retraso en la eliminacion origina su acumulacion en casos de abuso
repetido el cual puede ocasionar complicaciones serias (68). Se ha descrito que a
dosis toleradas de ambas drogas se produjeron las alteraciones siguientes: elevacion
de la peroxidacion lipidica y de la actividad de los radicales libres y necrosis
hepatocelular (74). A su vez, la cocaina actia elevando la concentracion de etanol
en sangre, bien porque inhibe su metabolismo hepitico o porque eleva su absorcion
gastrointestinal. Aunque el etanol se metaboliza por una forma de citocromo
P4502El, diferente a la de la cocaina, parece que una parte de cocaina puede ser
metabolizada por el CYP2EI (46).

La formacion de cocaetileno incrementa la mortalidad de la cocaina debido a
que la LD, para el cocaetileno es significativamente menor que para la cocaina
(65). La ingestion aguda de etanol eleva la hepatotoxicidad de la cocaina en hepa-
tocitos humanos en cultivo (75). El incremento de la concentracion hepdtica y
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plasmdtica de cocaina se debe a la inhibicién por el etanol de la hidrélisis de la
cocaina a benzoilecgonina, catalizada por la carboxilesterasa. Al inhibir el metabo-
lismo hidrolitico, el metabolismo de la cocaina se desvia hacia el oxidativo y con
ello se eleva la hepatotoxicidad. Esto ocurre también con otros inhibidores de la
carboxilesterasa (40). La formacién de norcocaetileno y la elevada concentracion de
benzoilnorecgonina apoyan esta posibilidad (76).

De acuerdo con lo anteriormente descrito en relacién a cocaina y alcohol puede
resumirse lo siguiente (65, 71). La letalidad del cocaetileno es significativamente
menor que la de la cocaina, lo que aumenta la mortalidad y el riesgo de muerte
stibita en 18 veces. El cocaetileno se ha detectado en orina. sangre, cerebro e higado
de autopsias de individuos muertos de sobredosis.

Las razones que promueven a los adictos a la cocaina a ingerir etanol son la
potenciacion de la estimulacion psicomotora y la eliminacién de los efectos cola-
terales debidos a la capacidad vasoconstrictora de la cocaina y sus metabolitos. Por
ello, es dificil evitar el abuso de estas dos drogas cuyo efecto hepatotéxico sinérgico
estd comprobado. El uso de agentes terapéuticos capaces de inhibir o retardar la
peroxidacién lipidica, de agentes antioxidantes, pueden ser clinicamente efectivos
en la prevencion de la lesién hepdtica inducida por alcohol y cocaina.
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1. INTRODUCCION

La ciclosporina A (CsA) es un potente agente inmunosupresor que fue identi-
ficado inicialmente por Borel ef al. en 1976 (1). A este descubrimiento le siguieron
una serie de estudios demostrando, en modelos experimentales, la efectividad del
farmaco en la prevencién del rechazo de érganos (2). Las propiedades farmacold-
gicas de la CsA, han sido decisivas para el logro del éxito de los trasplantes, sin
emburgo, su utilizacion terapedtica se ve disminuida por sus efectos secundarios
adversos, que incluyen neuro. nefro y hepatotoxicidad (3). Aunque han sido fre-
cuentemente estudiados los mecanismos responsables de su actuacion sobre el sis-
tema inmune, no ha ocurrido lo mismo con los mecanismos que conducen a la
toxicidad y la forma de prevenirlos.

2. FARMACOLOGIA DE LA CICLOSPORINA

La ciclosporina A (CsA) pertenece a una familia de péptidos ciclicos producidos
por un hongo, el Tolypocladium inflatum gams, también denominado como Tricho-
derma polysporum o Cylindrocarpon Iucidium. Estd constituida por 11 aminodcidos
de naturaleza lipofilica que impiden la solubilidad de la CsA en medio acuoso.
Presenta un aminodcido de 9 carbonos muy especial. ubicado en la posicion 1. y una
llamativa ausencia de otros grupos funcionales (4). El nitrégeno de todos los grupos
amido estd unido a hidrégeno o estd metilado y la actividad bioldgica es muy
sensible a alteraciones en la configuracion estereoquimica y a modificaciones de los
residuos en las posiciones 1, 2, 3, 10 y 11. La CsA contiene un sélo residuo
D-aminodcido en la posicion 8 y el residuo metil-amido entre las posiciones 9 y 10
esti en la configuracion cis, en tanto que todos los demis residuos metil-amido
estan en la forma trans (Figura ).

Debido a las propiedades de la CsA como potente agente inmunosupresor, su
principal uso terapetitico va dirigido a la reduccién de la incidencia de los recha-
zos que pudieran originarse después de un trasplante de 6rganos (5, 6). Su efecto
inmunosupresor se debe a la interferencia con las funciones normales de las células
T (7), ya que inhibe la produccion de interleuquina-2, la cual interviene en la
proliferacion y diferenciacion de dichas células (8, 9).
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Figura 1. Estructura de la ciclosporina A.

La respuesta inmune se inicia cuando los antigenos especificos, presentados por
las células presentadoras de antigenos (APC), se unen al receptor de las células T
(TCR). Asi se activa una cascada de sefalizaciones que incluye la fosforilacién a
nivel de un residuo de tirosina que activa la fosfolipasa C-y (PLC-y) y con ello la
hidrdlisis del fosfatidil-inositol difosfato (PIP,) en inositol trifosfato (IP,) y diacil-
glicerol (DAG). El IP, origina un aumento de Ca™ citosdlico responsable de la
activacion de la actividad fosfatasa dependiente de calcio de la calcineurina, como
paso crucial de la activacion y traslocacion nuclear de la subunidad del factor de
trascripeion citoplasmdtico NF-ATe (10). Por otra parte el DAG activa la proteina
quinasa C (PKC) que induce la subunidad nuclear de este mismo factor (NF-ATn).
Otro factor de transcripcion involucrado es el NF-kB proteina heterodimérica cons-
tituida por las subunidades p50 y p65 y estabilizada por unién a una tercera pro-
teina, la IxB. La desfosforilacién de esta dltima por la calcineurina libera el NF-xB
que se trasloca al ndcleo. Tanto el complejo formado por las dos subunidades del
NF-AT como el NF-xkB se unen a la zona promotora del gen que codifica para la
IL-2. La IL-2 sintetizada se libera al exterior celular uniéndose a su receptor IL-2R.
El proceso de sefalizacion mediado por esta unién implica la activacién de JAK-
quinasas, STATSs (transductores de sefial y activadores de transcripcion), RAFTs
(dianas de la FKBP y rapamicina) y quinasa p70™, responsables de que las células
progresen de G, a S (Figura 2).

El mecanismo por el cual la CsA ejerce su accién inmunosupresora se debe a
la formacién de complejos ciclofilina A-CsA que actian a nivel de la calcineurina
bloqueando su actividad fosfatasa y con ello la activacion de los factores de trans-
cripeion mencionados anteriormente (11-14).
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Figura 2. Activacion de células T. Mecanismo de aecion de la ciclosporina A,

La ciclofilina A (CypA) es una proteina de bajo peso molecular (18 kDa) de la
familia de las inmunofilinas. Se trata de una molécula esferoidal consistente en
ocho cadenas antiparalelas de limina-B, dos w-hélice y una serie de bucles y giros
(15). La CsA se une a la CypA mediante los aminodcidos situados en las posiciones
1.2,3,9, 10 y 11, lo que implica un cambio conformacional de cis a trans en la
amida localizada entre las posiciones 9 y 10 (16) (Figura 3).
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Figura 3. Complejo formado por la ciclosporina A y la ciclofilina A. La orientacion de las
moléculas es tal que la region del complejo interacciona con la calcineurinag cara a cara,

Durante casi 30 afios, los agentes citoloxicos permitieron efectuar con éxito
trasplantes de aloinjertos. Sin embargo. la introduccién de la ciclosporina y su
empleo en combinacién con otros inmunosupresores aumentaron las posibilidades
de éxito en los trasplantes de 6rganos, que permitié prolongar la vida a miles de
pacientes cada afio (17). Aunque los trasplantes que predominan son los renales, la
frecuencia y el éxito de los trasplantes cardiacos y hepiticos aumentan de forma
continua (18). La tasa de superviviencia de | afio de injertos de rifones procedentes
de caddveres fluctia entre el 70 y el 85%, mientras que en el caso de los injertos
hepdticos es superior al 60%. En algunos centros, la tasa de supervivencia de | afio
después de un trasplante cardiaco supera el 80%. El trasplante de médula 6sea se
ha convertido en el tratamiento de eleccién para muchos pacientes con anemia
apldsica, leucemia no linfocitica aguda y un sindrome grave de inmunodeficiencia
combinada. La CsA se emplea como farmaco alternativo del metotrexato para pre-
venir la evolucion de la enfermedad del rechazo de injerto en estos pacientes;
algunos protocolos emplean ambos agentes (19).

La CsA presenta ademds otras utilidades terapéuticas, como en el tratamiento
de una variedad de trastornos autoinmunes relacionados, en la que se incluyen
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la artritis reumatoidea (20), glomerulonefritis y aplasias eritrociticas (21), uveitis
(22), la enfermedad inflamatoria del intestino (23) y la psoriasis (24). También
ha sido utilizada como tratamiento de la alopecia areata (25), la pioderma gangre-
nosa (26) y la dermatitis atopica (27). Se ha observado que coestimula la produc-
cion de anticuerpos IgE y la regulacion de los receptores Fc de membrana para la
IgE de los linfocitos T, sin afectar otras clases de respuestas humorales inmu-
nes (28). En los casos de diabetes mellitus insulino-dependientes, la administracién
de CsA dentro de las 6 primeras semanas de su iniciacién, puede revertir de forma
temporal esta condicién, presumiblemente por inhibicion de una reaccién autoin-
mune (29).

La CsA tiene otras propiedades que no parecen estar relacionadas con sus efec-
tos sobre las células T y que pueden ser un reflejo de la ubicuidad en la distribucion
de las ciclofilinas. Una variedad de infecciones parasitarias, que incluyen la esquis-
tosomiasis y el paludismo, responden a este compuesto, posiblemente por una ac-
cién directa sobre el pardsito (30). La CsA también puede restablecer la sensibilidad
de lineas celulares y de tumores experimentales resistentes a distintos agentes qui-
mioterapetticos que se emplean para el tratamiento del cdncer, que induce la sobre-
expresion de P-glicoproteinas (el producto del gen mdr, gen de la multirresistencia)
(31). Se cree que el mecanismo de este efecto no estd relacionado con el mecanismo
responsable de la inmunosupresion, dado que tanto los andlogos activos como los
inactivos de la ciclosporina pueden provocarlo.

La CsA es objeto de importantes interacciones farmacocinéticas y farmacodina-
micas que complican su utilizacion clinica. Firmacos como la fenitoina pueden
reducir las concentraciones de CsA en sangre a niveles subterapetiticos, mientras
que otros como la eritromicina aumentan su concentracion a niveles potencialmente
toxicos. Aunque es bien conocido que ambos agentes producen alteraciones en el
metabolismo hepatico de xenobidticos, existen evidencias que sugieren que modi-
fican la absorcion intestinal de la CsA (32). La metoclopramida, fairmaco que es-
timula el vaciamiento gdstrico, incrementa la absorcion de la CsA (33), mientras
que el anestésico isoflurano. por reduccion del flujo sanguineo y la movilidad in-
testinal, disminuye su absorcion (34). Existen evidencias de que antagonistas del
calcio como el diltiazem (35), el verapamilo (36) y la nicardipina (37) incrementan
también las concentraciones sanguineas de CsA en pacientes con hipertensién post-
trasplante o angina. Sin embargo la nifedipina. otro antagonista de calcio, no tiene
tal efecto porque es sustrato del mismo isoenzima del citocromo P-450 que meta-
boliza la CsA (38).

3. TOXICIDAD DE LA CICLOSPORINA
A pesar de sus efectos secundarios como hipertension, neuro, nefro y hepato-
toxicidad (39-41), la CsA es el agente inmunosupresor mds utilizado en la terapia

de los trasplantes. Segiin evidencias experimentales parece ser que la alteracion en
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la homeostasis del Ca™ se encuentra implicada en esta toxicidad, pues uno de los
objetivos de este farmaco es la mitocondria, organulo subcelular clave regulador
de la homeostasis del calcio. La ciclosporina impide el flujo normal de salida del
calcio de la mitocondria por inhibir el «poro de transicién de la permeabilidad».
El mecanismo por el cual se produce este hecho, es la unién de la CsA a la
ciclofilina lo que impide que ésta induzca un cambio conformacional, debido a su
actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa (42, 43), de la adenina nucleétido trans-
locasa evitando asi la apertura de este canal i6nico (44). En general esta excesiva
acumulacién de Ca™ causa alteraciones en las funciones mitocondriales (45) ya que
varias deshidrogenasas mitocondriales son reguladas por concentraciones micromo-
lares y se desactivan a concentraciones superiores. Del mismo modo se inhiben la
carbamoil fosfato sintetasa. la piruvato carboxilasa y la sintesis de ATP y RNA
(46-48). Como consecuencia de la inactivacion de las deshidrogenasas. se produce
un aporte insuficiente de electrones que causa la caida de los niveles de GSH
mitocondrial (49), Esto explicaria que las células renales sean mds sensibles que
los hepatocitos a la accién de la CsA, pues contienen niveles basales menores de
GSH (50).

La ciclosporina A, en funcién de la dosis y la duracién del tratamiento, da lugar
a alteraciones bioquimicas y estructurales en el higado (51, 52). Las alteraciones
bioquimicas comprenden la elevacién de la fosfatasa alcalina asociada con incre-
mentos en los niveles de bilirrubina y sales biliares en sangre, representativos ambos
de un proceso de colestasis (53, 54). Algunos autores postulan que este proceso no
se produce como consecuencia de un dainio directo sobre las células hepdticas, sino
que es debido a un desequilibrio en la secrecién biliar originado por la interaccion
del farmaco con las proteinas trasportadoras de sales biliares (55) o por modifica-
ciones del metabolismo del colesterol (56).

4. CICLOSPORINA A Y ESTRES OXIDATIVO

Experimentos in vitro han demostrado que la CsA induce una disminucién en
los niveles de GSH que desemboca en una situacién de estrés oxidativo acompana-
da de una peroxidacion lipidica y disminucion de los grupos tidlicos proteicos,
ocasionando en dltima instancia la muerte celular por necrosis (57).

Sometiendo cultivos primarios de hepatocitos a concentraciones crecientes de
ciclosporina A (0, 0.5, 1. 5, 10, 25 y 50 uM), comprobamos que su efecto citotéxico
depende tanto de la concentracion de la droga como de la duracion del tratamiento.
Este efecto citotéxico se detectd por evaluacion de los niveles de lactato deshidro-
genasa (LDH) liberados al medio. La LDH es un enzima citosélico utilizado como
marcador de la ruptura de la membrana plasmdtica y por consiguiente de la necrosis
celular. Su actividad fue incrementando paulatinamente, dependiendo de la concen-

Wacyon, asia Acanras vaores sipmiicaines con \a concentracion de 5U @l ¢ :
a Jas 24 horas de cultivo (Tabla I).
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Tabla 1. Efectos citotoxicos de la ciclosporina A en hepatocitos en cultivo

primario. Los valores de LDH se expresan como porcentaje de actividad del

enzima liberado al medio a las 3, 18 y 24 horas de incubacion. Los resultados

son media + SEM de tres placas procedentes de dos experimentos represen-
tativos (* p < 0,001).

Concentracion de Tiedtips
CsA (uM) 3 horas 18 horas 24 horas

0 6.9 + 0,5 138 £ 09 194 + 1,1
0,5 6.9 + 0,6 142 + 1.0 200+ 1.4
1 73+ 06 183 £ 1.3 32,1 + 3.0
5 6.7 + 0,6 215+ 1.9 324 + 3,1
10 64 +0,5 22,6 £20 34,6 + 3.3

25 63+ 04 228 +£2,0 343 + 3.2

50 73+ 08 25,5 £ 2,1 39,7 + 3,6%

La citotoxicidad de la CsA podria ser consecuencia de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). ya que se ha demostrado que la administracion conjunta
con antioxidantes como la vitamina E o el glutation, es capaz de inhibir la peroxida-
cién lipidica inducida por el inmunosupresor (58). Estas especies se generan posible-
mente, tanto a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial, como en el reticulo en-
dopldsmico donde la CsA se metaboliza por el citocromo P-450 3A, originando 15
metabolitos desmetilados e hidroxilados (38) a la vez que se generan una molécula
de H,O, y otra de O, por cada molécula de CsA biotransformada (59).

Con el objeto de determinar la generacion de dichas especies reactivas de oxige-
no, utilizamos técnicas de microscopia confocal que permiten diferenciar, mediante
el uso de fluorocromos especificos. tanto la produccion de radical superéxido como
la de peréxido de hidrégeno y peroxidos de bajo peso molecular. La hidroetidina
(HE1) en presencia del O, da lugar a etidio que se intercala en el DNA formando un
complejo fluorescente responsable de la emisién roja (60). La 2'.7'-diclorofluores-
cina diacetato (DCFH-DA) en el interior de las células viables es desacetilada origi-
nandose el compuesto 2',7'-diclorofluorescina que en presencia de peroxidos se oxi-
da dando lugar a 2',7'-diclorofluoresceina que fluoresce en el espectro verde (61). En
el caso de la DFCH-DA se incubd junto con yoduro de propidio (IP) con el fin de
evaluar la viabilidad celular al ser un fluorocromo intercalante del DNA que sdlo
penetra en células muertas (emisién en la banda del rojo).

Los resultados obtenidos nos muestran que los niveles de radical superdxido
permanecen constantes, mientras que la generacion de peréxidos aumenta progre-
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Figura 4. Produccion de radical superoxido analizada por microscopia confocal. Imagenes
obtenidas al incubar las células con hidroetidina durante 30 min. (A) control v (B) CsA 50 uM.
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Figura 5. Andlisis por microscopia confocal de la produccion de peroxidos. Imdgenes obte-
nidas al incubar las células con yoduro de propidio v diclorofluorescina diacetato durante 30
min. (A) control v (B) CsA 50 pM
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sivamente con la concentracion de CsA (Figuras 4 y 5). Esto nos lleva a proponer
un desequilibrio entre los enzimas del sistema de defensa antioxidante hepdtico, ya
que la superéxido dismutasa es capaz de actuar eficientemente sobre el radical
superdxido, en tanto que catalasa y glutation peroxidasa no son lo suficientemente
eficaces en la eliminacién de los perdxidos. Esta pérdida de la accién concertada
que debe existir entre la SOD vy la catalasa, trae como consecuencia la acumulacién
de H,O, que via SOD genera el radical hidroxilo (OH), altamente reactivo y res-
ponsable de las lesiones celulares (62).

El estudio comparativo de la citotoxicidad y la produccion de especies reactivas
de oxigeno, nos permite concluir que la generacién de ROS precede a la manifes-
tacion de la toxicidad.

El estudio de las variaciones del DNA celular en poblaciones hepatocelulares se
considera un andlisis de gran precision en determinaciones sobre la citotoxicidad y
la genotoxicidad de xenobidticos (63). Mediante técnicas de citometria de flujo es
posible cuantificar la proporcién de células que se encuentran en cada fase del ciclo
celular, asi como los cambios producidos por agentes quimicos sobre la ploidia de
las células, cuando se marca el DNA celular con compuestos fluorescentes, tales
como el yoduro de propidio. Asi podemos distinguir, segiin la intensidad de fluo-
rescencia emitida, las células con contenido normal de DNA (2C), correspondiente
a la fase G/G,. células con el doble del contenido normal de DNA (4C), fase
G,/M, y c€lulas con valores intermedios, asignadas a la fase S del ciclo celular. Los
niicleos apoptéticos pueden reconocerse por la aparicién de un pico hipodiploide
con un contenido en DNA <2C. que puede observarse a la izquierda del pico
diploide en el histograma (Figura 6).

El andlisis cuantitativo de los picos hipodiploides de cada uno de los histogra-
mas muestra que el porcentaje de células apoptéticas aumenta progresivamente con
la dosis de CsA hasta alcanzar su mdximo valor con la concentracién de 10 uM
(17,04%). A concentraciones superiores se registra un descenso hasta alcanzar un
8.75% que se corresponde con la concentracién de 50 puM, donde se acentuaba el
efecto necrotico de la CsA. De los resultados citométricos obtenidos se desprende
también la aparicién de un porcentaje considerable de células apoptéticas en los
controles (8,50%). Esto puede reflejar el hecho de que los cultivos no contengan
todas las citoquinas y los factores de crecimietno apropiados. Sin embargo, estos
resultados coinciden con estudios de otros autores que demuestran que los hepato-
citos en cultivo sufren un proceso de ruptura del DNA muy lento, pero que se
incrementa con la duracién del cultivo (64).

La muerte celular por apoptosis puede ocurrir después del tratamiento con una
gran variedad de compuestos téxicos, unas veces precediendo a la aparicion de la
necrosis y otras coexistiendo con ella. Dependiendo de las células, la dosis y/o los
estimulos desencadenados, puede observarse apoptosis, necrosis 0 ambos fenéme-
nos (65). En el caso de la CsA vemos como al iniciarse la situacion de estrés
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Figura 6. Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo. Las células tratadas con
CsA se procesaron segin las indicaciones del kit Kinesis 50 para determinacién del ciclo
celular. Los histogramas son de un experimento representative y se corresponden a las células
tratadas con concentraciones crecientes de CsA (A) control, (B) 0.5 uM, (C) 1 uM, (D) 5 uM,
(E) 10 uM, (F) 25 uM y (G) 50 uM de CsA.

oxidativo se induce la muerte celular por apoptosis, mientras que cuando la situa-
cién se hace mds severa desciende la apoptosis en favor de la necrosis.

El mecanismo por el que el estrés oxidativo induce la apoptosis no se debe a la
interaccion directa de las especies reactivas de oxigeno con el DNA. sino que éstas
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incian una serie de eventos que conducen en tltima instancia su fragmentacion. Por
un lado, el proceso de peroxidacion lipidica inducido por las especies reactivas de
oxigeno origina modificaciones de la permeabilidad de las membranas biolégicas
que interfieren en la homeostasis del Ca™ de tal modo que se activan las endonuclea-
sas dependientes de Ca** responsables de la fragmentacion del DNA (66). Por otro
lado, las especies reactivas de oxigeno inducen la activacion de la poli-ADP-ribosa
transferasa y la acumulacién de p53, ambos asociados directamente con la apoptosis
(67). Finalmente, mediante la activacion del factor NF-xB se induce la transcripcion
de los llamados «genes de muerte celular» (68). Las células presentan una serie de
sistemas de defensa, entre los que cabe destacar el producto del gen hcl-2 y los
antioxidantes endégenos, que cuando son insuficentes o ineficaces dejan via libre a
la cascada de reacciones que finalizan en la apoptosis (69) (Figura 7).
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Figura 7. El estrés oxidativo como mediador de la apoptosis.

5. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

Desde el descubrimiento de la CsA, la bisqueda de otros agentes inmunosupre-
sores ha sido objeto de un intenso trabajo. Asi en 1984 se aislé del Streptomyces
tsukubaensis el FK-506, también llamado tacrélimus, macrélido con una potencia
inmunosupresora 100 veces superior a la ciclosporina A in vitro (70). Se ha demos-
trado que la toxicidad del FK-506 en hepatocitos en cultivo es inferior a la de la
CsA (71) y que produce menor lesion a nivel gastrointestinal y miocardico en
perros, y a nivel neuronal y renal en ratas. Esto lo convierte en el agente inmuno-
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supresor de eleccidn en trasplantes de intestino delgado (72); sin embargo en otros
tipos de trasplantes presenta ciertas complicaciones terapetiticas, que imposibilitan
a corto plazo una alternativa inmunosupresora que mejore sustancialmente las com-
plicaciones de la CsA (73, 74).

Debido a que en la actualidad prevalece la utilizacion de la CsA, y como en la
toxicidad de la misma juega un papel crucial el estrés oxidativo, una posible pers-
pectiva terapeiitica seria la administracién conjunta de antioxidantes. Se ha demos-
trado que la incubacién de CsA con antioxidantes como ditiotreitol, agente reductor
que evita la disminucion del cociente GSH/GSSG, dcido ascérbico y a-tocoferol
potentes inhibidores de la peroxidacién lipidica, disminuye sus efectos toxi-
cos (58).
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LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL
Y RADICALES LIBRES DE OXIGENO

JUAN MANUEL MONTERO VAZQUEZ
Hospital Militar «Gémez ULLA». Servicio del Aparato Digestivo. Glorieta del Ejercito sn.
28047 Madrid.

La enfermedad inflamatoria intestinal comporta un proceso inflamatorio créni-
co, del intestino delgado o grueso, que se origina mediando una susceptibilidad
genética todavia no bien definida, por la accién de antigenos bacterianos de diversa
naturaleza en la luz intestinal (LPS, FMLP, peptidoglicanos, etc.) (1) que, pasando
la barrera intestinal transportados y preparados por las células M (2) del revesti-
miento epitelial, alcanzan el sistema linfitico de las placas de Peyer e inician una
serie de acontecimientos que despiertan una respuesta inflamatoria que, por motivos
todavia no bien conocidos, se mantiene y no es autolimitada como acontece normal-
mente. Variantes en los mediadores de esta respuesta, sobre todo a nivel de los
linfocitos T «helper», h1 6 h2 (3), configurarian las dos variantes clinicas, la deno-
minada enteritis regional (enfermedad de Crohn) y la colitis ulcerosa, de la enfer-
medad inflamatoria intestinal.

El macrofago y el granulocito liberan una serie de citoquinas comprometidas en
desencadenar la activacion de los linfocitos intestinales (4). En las fases de activi-
dad de la enfermedad, gran mimero de neutréfilos y monocitos dejan el torrente
circulatorio emigrando a la mucosa y submucosa inflamadas, e incluso alcanzando
la luz intestinal. Durante su desplazamiento, provocado por potentes factores qui-
miotdcticos, ocasionan efectos destructores.

Los neutréfilos y monocitos de los pacientes con enfermedad inflamatoria intes-
tinal tienen alteraciones funcionales intrinsecas combinadas con la existencia en el
suero de factores inhibidores de la actividad quimiotdctica, que se modificarian con
los farmacos habitualmente utilizados en el tratamiento de la enfermedad inflama-
toria intestinal.
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La unién de los fagocitos a la pared endotelial que precede a la migracion
tisular, estdi mediada por las denominadas moléculas de adhesién como la LFA-1
(lymphocyte function associated antigen 1, CD11a) que se une a la ICAM-1 (inter-
cellular adhesion molecule 1, CD54), cuya expresién aumenta de modo muy impor-
tante en las células endoteliales en las fases de actividad de la enfermedad, al
tiempo que se eleva la expresion de CDIla en los fagocitos mononucleares (5).

Los macréfagos sintetizan y segregan, una vez estimulados y activados, una
serie de potentes mediadores proinflamatorios como la interleuquina 1 (IL-1 alfa o
beta), interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF alfa). La interleu-
quina | ocasiona fiebre, estimula la sintesis de las proteinas reactantes de fase
aguda y participa en la activacién linfocitaria.

La IL-1 y el TNF alfa, comparten estas funciones y ambos en grado diverso
activan la quimiotaxis de macrofagos y granulocitos. inducen la sintesis de molé-
culas de adhesion, preparan y activan los macréfagos, activan los linfocitos T y B
aumentando la actividad del sistema inmunitario, incrementan la sintesis de prosta-
glandinas por los fibroblastos, macréfagos y células endoteliales, aumentan la pro-
duccion de citoquinas por los macréfagos y del PAF (factor de activacion plaque-
tario), en las células endoteliales.

Ademis debe senalarse la importancia en la enfermedad inflamatoria intestinal
de otras citoquinas y mediadores como la interleuquina 2 (IL-2), el leucotrieno B4
(LTB4), las prostaglandinas E2 e 12 (PGE2, PGI2) y el tromboxano AZ2.

Los granulocitos y macréfagos producen también metabolitos téxicos del oxi-
geno, que sin duda contribuyen al amplio dafio tisular evidenciado en la enfermedad
inflamatoria intestinal.

Aunque el oxigeno se identifica por J. Priestley en el siglo XVIII. hay que
esperar a la década de los afos 60, para establecer la toxicidad de los radicales
libres dependientes del oxigeno. Un radical libres es una molécula o un dtomo con
un electron desapareado en su 6rbita mds externa. Los organismos producen en
condiciones normales radicales libres de oxigeno (RLO), que ripidamente son re-
ducidos por los pertinentes sistemas enzimaticos a agua.

Cuando la capacidad de neutralizarlos se ve disminuida o es desbordada apare-
cen los efectos toxicos. Por tanto, el fiel de la balanza oxidativa se mantiene de una
parte por la accién de los prooxidantes (drogas, sustancias contaminantes, radiacio-
nes, etc) y de otra por los antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa, glutation,
etc), siendo este equilibrio obligatorio para mantener en el organismo el adecuado
grado de tension oxidativa. El desequilibrio con la produccién de RLO. altamente
reactivos puede originar la lesion y muerte celular.

Ejercen su toxicidad, mediante la desnaturalizacion de los dcidos nucléicos (6),
despolimerizacién del dcido hialurénico de los mucopolisaciridos y del coldge-
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no (7), asi como por la desintegracion de las membranas celulares y de organelas
intracelulares mediante la peroxidacién lipidica con formacién de enlaces entre
lipidos, puentes disulfuro y liberacion de malondialdehido por oxidacion de los
dcidos grasos (8).

En condiciones normales los electrones e hidrogeniones liberados por el meta-
bolismo de la mayor parte del oxigeno (99 %) en el ciclo de Krebs, son captados
por el sistema citocromo oxidasa, originandose una reduccion tetravalente completa
y simultanea del oxigeno sin creacion de productos intermedios:

0, + 4H' + 4¢ = 2H,0

Una pequeiia parte del oxigeno (1 %) sufre una reduccién univalente y secuen-
cial, ocasionando la aparicion de metabolitos intermedios que son RLO: el anion
superoxido, el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo.

0,+e =0,
0, +2¢ + 2H' = H,0,
H,0, + O, + H* = H,0 + OH

El radical superdxido (O,7) se puede generar por reacciones enzimadticas (xan-
tina oxidasa, citocromo P-450, etc), no enzimaticas (del oxigeno con la cistina o la
riboflavina o activado por la luz) y por la autooxidacién mitocondrial.

El peréxido de hidrégeno (H,0,) es producido por reacciones enzimdticas (glu-
cosa oxidasa, diaminodcido oxidasa), no enzimiticas (autooxidacion del dcido as-
corbico catalizada por el cobre) y de modo espontdneo o por la accién de la supe-
roxido dismutasa (SOD).

El radical hidroxilo (OH) puede formarse por radiolisis del agua mediante la
accion de las radiaciones ionizantes; también por la reduccién del agua oxigenada
en presencia de ciertos iones metalicos, segun la reaccién de Fenton, y sobre todo
por los iones ferrosos presentes en la trasferrina, lactoferrina, hemoglobina y ferri-
tina; puede por ultimo originarse mediante la reaccion de Haber-Weiss.

H,0, +O," = OH + O, + OH

Las radiaciones ionizantes activan muchas moléculas y entre ellas al oxigeno,
origindndose singletes y tripletes excitados de oxigeno que pueden iniciar reaccio-
nes de oxidacion. La activacién de un atomo de oxigeno en estado basal por una
determinada cantidad de energia (9). provoca el salto de un electrén apareado del
orbital completo surgiendo la forma cinética singlete, que modificando su «spin» da
lugar a un triplete excitado, otras de las formas de radicales libres de oxigeno.
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El acido hipocloroso (Cl OH) es otro radical libre, altamente téxico, que se
genera por la activacion de la mieloperoxidasa de los granulocitos por el peroxido
de hidrogeno, en presencia del i6n cloro (Cl) y que es capaz de oxidar a los grupos
sulfhidrilos (-SH).

Cl + H,0, = CIOH + OH

Con independencia de esta fuente leucocitaria, hay que recordar también que se
generan radicales libres de oxigeno en los siguientes sistemas biol6gicos:

— Degradacién espontdnea y mediada por la monoaminooxidasa (MAQ) y
catecol-o-metiltransferasa (COMT) de las catecolaminas liberadas en las
terminaciones sindpticas.

— Transporte mitocondrial de electrones.
— Sistema ciclo y lipooxigenasa del dcido araquidénico.

— Sistema xantina oxidasa de primordial importancia en la isquemia intes-
tinal (10).

El proceso de formacién y liberacién de los RLO por los granulocitos y macro-
fagos, conocido en la literatura sajona como «respiratory burst», es el resultado de
dos procesos bioldgicos: la preparacién y la activacién. Las c€lulas fagocitarias
resultan preparadas tras la exposicién a una serie de moléculas como los peptido-
glicanos, proteasas, citoquinas, etc. (11). La preparacién no es suficiente para la
produccién de radicales libres de oxigeno, aunque propicia un incremento de la
concentracion del calcio intracelular, entre otros efectos metabdlicos. La activacion,
por un segundo estimulo, de las células preparadas ocasiona la liberacién de aniones
superoxido y los metabolitos téxicos del oxigeno, que de €l inevitablemente se
derivan.

Revisando los aspectos especificos referentes a los radicales libres de oxigeno
en la enfermedad inflamatoria intestinal encontramos, que ya Suematsu (12) publico
en 1987, que los monocitos aislados de la sangre periférica de pacientes con enfer-
medad de Crohn, producen una aumentada «explosion respiratoria» cuando eran
estimulados in vitro. Hallazgos similares se producen al estudiar pacientes afectados
de colitis ulcerosa, con la descripcién de una correlacién entre el grado de actividad
de la enfermedad medido con los indices clinicos habituales y la preparacion de los
monocitos de estos pacientes.

Los estudios posteriores de Baldassano confirman estos hallazgos (13), al tiem-
po que descubren que el suero de pacientes afectos de la enfermedad de Crohn,
capaz de preparar células fagociticas pierde su capacidad al retirar mediante croma-
tografia de afinidad con polimixina B, el lipopolisacdrido del E coli 0119:B14
(LPS) presente en grandes cantidades en los sueros de pacientes afectos de enfer-
medad inflamatoria intestinal (14).

332



Grisham y Granger (15) demuestran el aumento de radicales libres de oxigeno
derivados de los granulocitos en la ldmina propia del intestino isquémico. Los
monocitos aislados del colon inflamado tienen una respuesta de «explosion respi-
ratoria» incrementada en tanto, que ésta estd disminuida en los macréfagos de la
ldamina propia en un colon normal; también, en la enfermedad inflamatoria intes-
tinal los macréfagos tienen una expresion aumentada en su superficie de los recep-
tores IL-2. Mahida, autor de estos estudios, piensa que estas células pueden
ser preparadas en otros compartimentos corporales mientras circulan por la san-
gre periférica y luego reclutadas en la pared intestinal sin que el interferén gamma
(IFN gamma) ni el LPS sean capaces de inducir en estas células receptores
IL-2 (16).

El lipopolisacirido LPS, como hemos comentado, jugaria un papel primordial
en la preparacién de los monocitos, incluso en sangre periférica y en el desencade-
namiento de la reaccién inflamatoria mucosa en la enfermedad inflamatoria intes-
tinal. También pueden tener un papel en la preparacién de los macréfagos las
proteasas (11), mediadores lipidicos como el LTB4 (11), agregados de inmunoglo-
bulinas (17), N-formil-metilpéptidos bacterianos como el FMLP (18), ademas de
los muramildipéptidos (19) y de los peptidoglicanos (20).

La liberacién de radicales libres de oxigeno por las células fagocitarias, meca-
nismo normal en la defensa antimicrobiana del organismo, pasaria aqui a ser uno
de los agentes del gran dafio tisular de la enfermedad inflamatoria intestinal, al
tiempo que una amplia serie de potentes y especificos mediadores de la reaccién
inflamatoria. Los linfocitos T y B, también podrian ser liberadores de radicales
libres de oxigeno tras ser preparados y activados por el LPS.

Otros péptidos bacterianos quimiotdcticos pueden también mediar en esta reac-
cién inflamatoria. Los complejos peptidoglicanos/polisacaridos derivados de la
pared bacteriana, son metabolizados a muramildipéptidos por enzimas producidos
en las células inflamatorias. Podrian actuar sinérgicamente en el primado y activa-
cion celular, no sélo con el LPS sino también con el interfer6n gamma o la inter-
leuquina-1. El paso de peptidoglicados a la circulacién sistémica determinaria la
aparicién de anticuerpos IgM y los complejos antigeno/anticuerpo resultantes se-
rian, en gran modo, responsables de manifestaciones sistémicas en la enfermedad
inflamatoria intestinal del tipo de artritis, afeccién del polo anterior oftdlmico y de
las alteraciones cutdneas.

El mds activo de esos péptidos bacterianos seria el formilmetilpéptido (FMLP)
que se encuentra en el sobrenadante de cultivos de E coli y otras enterobacterias,
se une a receptores altamente especificos de los leucocitos humanos, que pueden ser
bloqueados por la salazopirina (21), ocasionando la liberacién de radicales libres de
oxigeno y enzimas lisosomales, aumentando la adhesién endotelial, la quimiotaxis
asi como la liberacion de leucotrienos y otros mediadores lipidicos del grupo de los
eicosanoides (22).
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Podemos concluir con Schereiber, que el intenso compromiso de un niimero de
diferentes compuestos de la pared bacteriana en el incremento de la regulacién y en
la activacion crénica del sistema inmunitario en la enfermedad inflamatoria intes-
tinal, se considera hoy dia como un componente esencial en la fisiopatologia de esta
entidad morbosa (23).

Estos datos fisiopatolégicos aparte de explicar, en parte, la actividad de farma-
cos empleados, desde hace afios, en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal (21) como la salazopirina o el dcido 5 aminosalicilico (5 ASA), abren
nuevos horizontes terapéuticos como los estudios preliminares, con buenos resulta-
dos, de inactivacion de los radicales libres de oxigeno, mediante la superoxido
dismutasa o derivados de la vitamina E, en enfermos con enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa (24, 25).

Un inhibidor del calcio, el verapamilo, en concentraciones terapéuticas, reduce
en un 30 % la liberacion de leucotrieno B4 en la mucosa inflamada (26).

Un compuesto en experimentacion, el K-76, dcido monocarboxilico derivado
del cultivo del hongo Stachybotrys complementi , inhibe la liberacion de leucotrie-
nos, inhibe el factor C5 y el factor I del complemento, controla la produccién del
factor de necrosis tumoral, inhibe la liberacién de histamina por los mastocitos e
induce células T supresoras. Estudios iniciales en pacientes parecen alteradores, en
combinacién con los corticoides (27).

Ensayos clinicos controlados deben ser realizados con estos u otros «scaven-
gers» antes de recomendar su empleo en el tratamiento de la enfermedad inflama-
toria intestinal.
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1. INTRODUCCION
1.1. La citometria de flujo: Concepto y bases técnicas

La citometria de flujo es, basicamente, un método analitico que permite la
medida de emisién de fluorescencia y dispersion de luz, inducidas por la ilumina-
cién apropiada de células o particulas microscépicas, a medida que desfilan, de una
en una y arrastradas por un flujo portador, frente a un sistema de deteccion. En
algunos sistemas, ademads, las células o particulas pueden ser separadas fisicamente,
de acuerdo a las propiedades exhibidas.

La citometria de flujo aprovecha el desarrollo de un amplio nimero de molé-
culas fluorescentes, que se unen especificamente a moléculas celulares, se acumulan
selectivamente en compartimentos celulares o que modifican sus propiedades a
través de reacciones bioquimicas especificas. De esta forma, la citometria de flujo
permite detectar y cuantificar estructuras y funciones de células individuales o
particulas bioldgicas aisladas, a elevada velocidad y siguiendo una aproximacion
multiparamétrica. Estas caracteristicas la convierten en una técnica especialmente
valiosa para caracterizar poblaciones celulares heterogéneas a través de un amplio
rango de propiedades biolégicas.

Debido al creciente nimero de parametros biolégicos analizables y al desarrollo
de citometros de coste accesible, dotados de sistemas informadticos, a la vez de uso
relativamente sencillo y de alta capacidad operativa, la citometria de flujo tiene en
la actualidad un amplio abanico de aplicaciones en muchos campos bdsicos y cli-
nicos, donde se requiera identificar células o particulas biolégicas, caracterizar sus
propiedades y respuestas funcionales y, en algunos casos, separarlas fisicamente.

1.1.1.  Componentes de un citometro de flujo

Los componentes bdsicos de un citémetro de flujo, que con mayor o menor
complejidad técnica, se encuentran en la mayoria de los instrumentos actuales son:

a) Sistema hidraulico: Rodea la suspension celular en flujo, con una vaina
externa, formada por un fluido libre de particulas, que mueve la muestra, a veloci-
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dad constante y controlada, a través de la zona de deteccién («camara de flujo»),
donde las células o particulas son expuestas, una a una, al haz iluminador (Figu-
ra l).

Flujo de Células

Fluido

Reitetisl
i =§3§~
SN X
.
SR

R

o3

Al

Figura 1. Detalle de una cdmara de flujo tipica. (Tomado y modificado de Purdue Flow
Cytometry CD-ROM, vol. 1)

b) Sistema de iluminacion: Produce un haz de luz que ilumina la muestra, La
mayor parte de los citémetros utilizan luz ldser, por ser coherente, monocromatica,
polarizada, estrecha, estable y de intensidad conocida. aunque hay sistemas que
disponen de ldmparas de mercurio.

¢) Sistema optico: Enfoca la iluminacién de las particulas de muestra, detecta
la luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia emitida, a medida que las
particulas atraviesan el haz luminoso.

d) Sistema electrénico: Proporciona una iluminacion de intensidad constante,
detecta y amplifica la respuesta de las particulas en forma de pulso analdgico,
transforma las sefiales en forma digital y controla el proceso de separacion celular
(«Cell Sorting»).

e) Sistema de adquisicion y andlisis de datos: En la mayor parte de los cité-
metros modernos, es compatible con ordenadores personales y sistemas operativos
comunes (plataformas MS-DOS, Windows y Macintosh). Permite la adquisicion
multiparamétrica de datos y el andlisis en tiempo real y en modo de lista (matrices
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Figura 2. Esquema de un citométro de flujo con dos ldseres y capacidad de separacion.
FACStar PLUS (Becton-Dickinson).

de datos no correlacionados). asi como el andlisis restringido a subpoblaciones
seleccionadas («acotamiento»). Los datos se presentan en forma de histogramas
monoparamétricos o representaciones biparamétricas de la distribucién, junto con
informacioén estadistica de las distribuciones. Existen diferentes programas comer-
ciales de apoyo, utilizables en ordenadores independientes y, recientemente, se
dispone de interesantes programas de dominio piblico recuperables en Internet.

El esquema de un citémetro de flujo tipico se muestra en la Figura 2.

1.1.2.  Caracteristicas del andlisis por citometria de flujo
En sentido estricto, cualquier citémetro de flujo mide exclusivamente propieda-
des épticas. es decir, luz emitida por fluorocromos o dispersada por las particulas

en flujo. La conexion entre las propiedades bioldgicas de interés y los pardmetros
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opticos detectables se establece (Figura 3) con el uso de marcadores fluorescentes
adecuados, como los que aparecen clasificados, de forma amplia, en la Tabla 1. Se
puede obtener informacién extensiva acerca de las propiedades dpticas y biolégicas
de un elevado nimero de fluorocromos en los catdlogos y publicaciones de las

compaiiias que los fabrican.

Tabla I. Tipos de marcadores fluorescentes usados en citometria de flujo.
I. Moléculas con reactividad quimica.
2. Moléculas con especificidad estructural.
3. Indicadores y quelantes fluorescentes.
4. Substratos de enzimas.
5. Macromoléculas y polimeros fluorescentes.
Tabla II. Parametros biologicos analizables por citometria de flujo.

ESTRUCTURAS QUE NO
REQUIEREN
MARCADORES EXOGENOS

Volumen celular
Textura celular
Pigmentos fluorescentes

FUNCIONES QUE NO REQUIEREN
MARCADORES EXOGENOS

Estado redox
Viabilidad celular

ESTRUCTURAS QUE REQUIEREN
MARCADORES EXOGENOS

Macromoléculas
Metabolitos de bajo peso
Receptores especificos
Regiones especificas en
macromoléculas

Organos subcelulares

FUNCIONES QUE REQUIEREN
MARCADORES EXOGENOS

Viabilidad celular

Integridad de la membrana plasmitica
Transporte e internalizacion
Potenciales de membrana

Actividades enzimaticas especificas
Sintesis de DNA

Movimientos idnicos

342
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Figura 3. Caracteristicas espectrométricas de algunos fluorocromos de uso frecuente en cito-
metria de flujo. (Tomado y madificado de Purdue Flow Cytometry CD-ROM, vol. 1)

La correcta aplicacion de los marcadores fluorescentes permite detectar y cuan-
tificar sitios estructurales o seguir funciones dindmicas en las células. Sin embargo,
algunas funciones o estructuras de interés bioldgico pueden ser estudiadas sin ne-
cesidad de incorporar marcadores fluorescentes exdgenos, puesto que se pueden
relacionar con la presencia de moléculas fluorescentes endégenas o con interaccio-
nes fisicas especificas entre las células y la luz.

De acuerdo con las aplicaciones especificas de los fluorocromos y las propie-
dades de autofluorescencia, se pueden clasificar los pardmetros biol6gicos analiza-
bles por la mayor parte de los citémetros de flujo como se muestra en la Tabla II.

Los pardmetros indicados en la Tabla Il pueden ser estudiados a través de otros
métodos analiticos, incluso utilizando los mismos marcadores fluorescentes (p.ej.,
espectrofluorimetria, microscopia confocal, etc.). Sin embargo, las caracteristicas
técnicas especiales de la citometria permiten obtener un grado de informacién sobre
estos parimetros que es, probablemente, tinico entre las técnicas actuales de andlisis
biol6gico, como se muestra en la Tabla II1.
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Tabla I1I. Informacién generada en el analisis por citometria de flujo.

1. Intensidad de expresion de parimetros en una poblacién celular.
Heterogeneidad de expresion de pardmetros dentro de una poblacién celular.
Relacion entre pardmetros en una poblacion celular.

Relacién de pardmetros en células individuales.

Evolucién de parimetros dindmicos.

R

Correlacion con pardmetros determinados con otras técnicas tras separacion
celular.

1.2. La citometria de flujo: Aplicaciones generales

El desarrollo tecnologico (Optica, electrénica, anticuerpos, fluorocromos) que ha
acompafiado a la citometria de flujo desde su aparicion como técnica accesible en
los afos setenta, ha supuesto una reduccién en la complejidad de los instrumentos
y una gran expansion en su mimero y en el rango de aplicaciones, tanto bdsicas
como clinicas. De forma general, la mayor parte de las aplicaciones actuales se
pueden situar entre las categorias descritas en la Tabla IV, teniendo en cuenta que
muy pocas aplicaciones pertenecerian exclusivamente a un drea concreta. Asi, en
disciplinas como la inmunologia, hematologia y oncologia, en las que la citometria
de flujo se aplica fundamentalmente a la rutina clinica, han aumentado notablemen-
te los aspectos de investigacion bdsica. Por otra parte, las aplicaciones desarrolladas
en el laboratorio bdsico, especialmente en biologia molecular y fisiologia celular, se
han adaptado a estudios clinicos y biotecnoldgicos.

Tabla IV. Areas actuales de aplicacion de la citometria de flujo.

1. Rutina clinica.

2. Investigacién clinica.

3. Investigacion basica.

4. Biotécnologia.

5. Investigacién del medio ambiente.
6. Microbiologia clinica y bdsica.

Por ltimo, hay que destacar el interesante desarrollo de la citometria de flujo
en el estudio de microorganismos, en aplicaciones biotecnolégicas, ecoldgicas y
clinicas.
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El desarrollo tecnolégico ha permitido aumentar la resolucién y la sensibilidad
de los citometros de flujo haciendo posible su utilizacion para el estudio de micro-
organismos.

Dentro de la Microbiologia, la aplicacién que ha tenido mayor aceptacién es la
de la deteccion de microorganismos en distintos medios, ya sean provenientes de
alimentos o de pacientes. Esto va unido a los intentos de identificacion de especies
mediante citometria de flujo, aunque actualmente, no se ha podido avanzar mucho
en esle tema.

En estudios especificos a determinados microorganismos, sin embargo, el desa-
rrollo de aplicaciones ha llegado a ser tan amplio como en mamiferos. Se puede
estudiar el ciclo celular en levaduras y en bacterias, el estado metabdlico, la presen-
cia o ausencia de determinados enzimas, la viabilidad de los cultivos, la cantidad
total de proteinas, la cantidad total de dcidos nucléicos, la expresion de determina-
dos genes, la respuesta antes determinados agentes antimicrobianos, etc.

2. MOLECULAS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DEL ESTRES
OXIDATIVO POR CITOMETRIA DE FLUJO (CDF)

Dado que el andlisis por CDF utiliza células, en este caso vivas, hay que tener
en cuenta que el andlisis de la actividad oxidativa puede ser complicada por la
posibilidad de hallar multiples formas de oxigeno reactivo en la misma célula.
Ademds, el 6xido nitrico puede producir los mismos cambios en las propiedades
Opticas en el fluorocromo utilizado, iguales a las producidas por otras moléculas
que reaccionan con el oxigeno. Agentes bloqueantes e inhibidores de enzimas pue-
den ayudar a dilucidar la especie responsable del cambio éptico producido en la
sonda.

El andlisis cuantitativo es dificil debido principalmente a tres razones:

I. La concentracién variable de metales que pueden catalizar o inhibir reaccio-
nes de los radicales libres.

2. A la alta concentracion intracelular de glutation el cual puede formar radi-
cales tiol o sulfinilo o atrapar o reducir especies de oxigeno.

3. La presencia de otros agentes colectores de radicales libres, como la esper-
mina.

La rodamina, fluoresceina y otros fluorocromos pueden ser quimicamente redu-
cidos a formas “blancas”, sin color no fluorescentes. Estos derivados reducidos son
facilmente oxidados por algunas especies de oxigeno reactivas a la forma parental
fluorescente. De esta forma pueden ser utilizados como pruebas fluorogénicas para
detectar actividad oxidativa en células y tejidos.
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Sin embargo, su oxidacién puede no ser discriminada facilmente entre las diver-
sas especies reactivas de oxigeno celulares (1).

Comenzaremos por describir las caracteristicas de los compuestos fluorescentes
cominmente utilizados en citometria de flujo que son, el Diacetato de Diclorodi-
hidrofluoresceina (DCFH), el Dihidroetidio (HE) y la dihidrorodamina 123
(DRh123). También veremos los compuestos derivados de la rosamina y el dcido
cis-Parindrico utilizado para estudios de peroxidacion lipidica (Figura 4).

Tabla V. Caracteristicas de los fluorocromos mas utilizados en citometria
de flujo para la deteccion del estrés oxidativo.

FLUOROCROMOS Detectan A excitacion A emision
(nm) (nm)

Potencial de

Rh123 membranal 488 530
mitocondrial

DCFH Actividad 488 530
peroxidasa

DRhI23 Actividad 488 530
peroxidasa

HE 0O, y SOD 488 630

El DCFH se utiliza habitualmente para detectar las especies reactivas de oxige-
no en neutréfilos y macréfagos. También se utiliza para estudiar el estrés oxidativo
en fendmenos toxicoldgicos, asi como para caracterizar estudios de estrés oxidativo
dependiente de hipoxia en levaduras, y para estudiar los efectos de la isquemia y
reperfusion en pulmoén y tejido cardiaco. También se ha utilizado para la caracte-
rizacion de mutantes termosensibles de Saccharomyees cerevisiae, efectos t6xicos
en hepatocitos de rata y para seguir el efecto del TGF-f3 sobre hepatocitos fetales
de rata.

Como se describe en la Tabla V se puede utilizar en todos los citémetros de
flujo al ser excitado a 488 nm, esta es la causa de que sea de los mads utilizados.

El DCFH reacciona con el peréxido de hidrégeno intracelular, esta reaccion es

mediada por peroxidasas, citocromo ¢ o Fe™. De hecho se utiliza como substrato
fluorescente para enzimas peroxidasas.
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Figura 5. Mecanismo de actuacion de la DCFH y del HE

La DRhI123 es el producto de la reduccién del fluorocromo especifico de mi-
tocondrias Rodamina 123 (Rh123), y no es fluorescente ni estd cargado. Este tinte
difunde pasivamente a través de la mayoria de las membranas celulares y es oxi-
dado a Rh123 que estd cargada positivamente, que se localiza en la mitocondria. Se
utiliza de igual forma que el DCFH, aunque es mds sensible que éste. También se
utiliza para detectar peroxinitritos (el anién formado cuando el 6xido nitrico reac-
ciona con el anién superéxido o el peroxido de hidrégeno) (2, 3, 4).

El dihidroetidio (HE), también conocido como hidroetidina, se utiliza habitual-
mente para analizar la explosion oxidativa de los macréfagos, aunque también se ha
observado que se oxida significativamente en leucocitos no activados, tal vez de-
bido al desacople de la fosforilacion oxidativa. Se ha observado en células no
linfoides que su fluorescencia depende de la cantidad de anion superéxido produ-
cido por la NADPH oxidasa ligada a la membrana de la mitocondria. Por el con-
trario, el DCFH y la DRh123 no pueden ser oxidadas por el anién superéxido.
(Figura 5) (5, 6).

El HE citosdlico fluoresce en el azul, pero una vez oxidado a etidio, se intercala
en el DNA celular y fluoresce en rojo (Tabla V). Se utiliza en conjuncién con
DCFH para diseccionar el estrés oxidativo (5).

Los derivados reducidos de la rosamina se utilizan para aplicaciones multicolo-
res, también cuando existen problemas de autofluorescencia con las células utiliza-
das, ya que emiten a mayor longitud de onda que el DCFH y la DRh123. Ademas
se pueden citar en este apartado otras rodaminas reducidas que emiten a mayor
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longitud de onda como la rodamina 6G (1). El problema que plantean es que su
excitacion exige ldseres que no son frecuentes en los citémetros de flujo normales
analizadores (Tabla VI).

Tabla VI. Caracteristicas de los fluorocromos derivados de la rosamina
y de la rodamina, con longitud de onda de emision larga.

FLUOROCROMOS EXCITACION EMISION UTILIZACION
Dihidrorodamina 6G 528 nm 551 nm fluoresce al oxidarse
Dihidrotetrametil-
rosamina 550 nm 574 nm fluoresce al oxidarse
CM-H,TMROS 551 nm 576 nm acumula en mitocondria
CM-H,XROS 578 nm 600 nm acumula en mitocondria

El dcido cis-Parindrico se utiliza para detectar la peroxidacion lipidica en células
vivas. La gran cantidad de insaturaciones que presenta el dcido cis-Parindrico, le
hacen ficilmente susceptible de peroxidacion, disminuyendo su fluorescencia, sien-
do posible cuantificar la peroxidacion lipidica que se produce en determinados
estados (1). Su excitacion necesita limparas de Xe-Hg o ldseres con emision UV,

Las sales de tetrazolium, se utilizan para detectar el potencial redox de las
células, para ensayos de viabilidad, proliferacion y citotoxicidad. Algunas sales
producen moléculas fluorescentes, una vez son reducidas, por lo que se pueden
utilizar en citometria de flujo, tanto para conocer el estado de las células como el
potencial redox en respuesta a diversos agentes (1, 7).

Otra forma de estudiar el estrés oxidativo por CDF consiste en la cuantificacion
de glutation, utilizando sondas fluorescentes. Se han utilizado varias a lo largo de los
dltimos afos, (naranja de mercurio, OPT, etc.) (8). La sonda mds preferida desde
hace aios, es el monoclorobimano, que se excita a 325-340 nm y emite en azul. Es
capaz de entrar en las células vivas y no es fluorescente hasta que se conjuga con el
glutation. Actualmente existen en el mercado otras sondas fluorescentes que se ex-
cita con ldseres de Argon normales, permitiendo su uso en citémetros de flujo ana-
lizadores normales. Aunque pueden tener problemas de autofluorescencia (1, 8).

2.1. Aproximacion experimental

Para explicar un poco mds la mecdnica de la deteccion del estrés oxidativo por
CDF, vamos a exponer un caso prictico, Supongamos que queremos determinar
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como afecta una concentracion elevada de chocolate sobre el funcionamiento del
higado. Una vez establecido el plan de ingesta, se sacrifican los animales siguiendo
el procedimiento habitual, obteniéndose una suspension de hepatocitos, parte de los
cuales son puestos en cultivo para un tratamiento posterior. El resto se tifie con
DCFH o con DRh123 (en el caso del higado funciona mejor el DCFH, ya que su
fluorescencia sélo depende de la cantidad de perdxidos y de peroxidasas. La fluo-
rescencia final de la DRh123 depende de la actividad mitocondrial, con lo cual
tenemos otro pardmetro complejo). Se suele afiadir una cantidad adecuada de Yo-
duro de Propidio (IP) para cuantificar la muerte celular (9).

Otra alicuota de hepatocitos en suspension se puede tefiir con HE para comparar
su sefial con la obtenida con el DCFH. En este caso no es necesaria la adicion de
IP, ya que ambos fluorocromos emiten en la misma longitud de onda. Observando
la sefial producida por cada uno de los fluorocromos podemos establecer si existe
variaciones en la cantidad de peréxidos y de anién superdxido, especificamente con
el HE, en los hepatocitos que provienen de animales control y los que provienen de
animales con dieta rica en chocolate. Generalmente, se suele esperar un aumento de
la cantidad de peréxidos en los animales tratados, ya que el chocolate suele ser un
potente agente oxidante. El tratamiento de los datos lo analizaremos mads adelante
en el capitulo indicado (Epigrafe 4). Comparando las sefiales del HE con las del
DCFH podemos establecer si el efecto es sélo sobre los peréxidos citopldsmicos, o
es también por el aumento del anion superdxido proveniente de la actividad de la
NADPH oxidasa mitocondrial (Figura 5).

Al mismo tiempo, podemos saber si alguna de las concentraciones de chocolate
afecta mas a la viabilidad de los hepatocitos, comparando los porcentajes de células
positivas para IP, es decir, de células muertas. El IP es un fluorocromo que no es
capaz de atravesar las membranas plasmadticas de células vivas, sélo de aquellas que
han perdido su permeabilidad selectiva (9).

Con las células en cultivo podemos realizar otro tipo de experimentos. Tales
como comprobar si los hepatocitos control son mds o menos resistentes a otros
agentes toxicos, es decir, estudiar posibles efectos sinérgicos de otros compuestos
(lipidos sintéticos, por ejemplo). Este tipo de estudios es mds sencillo en cultivo al
tener un mayor control sobre los pardimetros a estudio. Ademis se pueden utilizar
otras técnicas como la microscopia confocal (ver Capitulo especifico) para visua-
lizar los efectos de los agentes utilizados.

Otros pardmetros se pueden estudiar en este caso, ademds del estrés oxidativo,
y que pueden estar relacionados con €l, como la cantidad de glutation, variaciones
en la cantidad de albiimina intracelular, mediante el uso de anticuerpos, el ciclo
celular, la aparicion de apoptosis, las variaciones del potencial de membrana mito-
condrial, fluctuaciones del pH intracelular, etc.

La citometria de flujo permite estudiar varios pardmetros a la vez, y c€lula a
célula, con lo que la cantidad de informacién obtenida puede ser enorme.
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3. APLICACIONES
3.1. Fisiologicas

Uno de los usos mds habituales de la CDF en el estudio del estrés oxidativo es
el andlisis de la explosion oxidativa de los neutréfilos y macréfagos después de
fagocitar agentes infecciosos (Figura 6) (10, 11, 12, 13). Existen en el mercado
productos que cuantifican el porcentaje de células que responden a la fagocitosis
con la explosién oxidativa y la intensidad de la misma, en funcién de la cantidad
de fluorescencia emitida por cada célula. Se basan en la utilizacion de DRh123 e
HE como substratos de las peroxidasas (11, 12). De esta forma se ha podido esta-
blecer el efecto de citoquinas anti-inflamatorias o promotoras de la inflamacion
sobre la explosion oxidativa en neutréfilos de pacientes con VIH y afectacion de
pulmoén (14).

Fagosoma

Figura 6. Produccion de perdxidos durante la explosion oxidativa en los fagocitos.

Dentro de la fisiologia normal de las células se ha utilizado la CDF para cuan-
tificar los cambios en la cantidad de perdxidos en diferentes tipos celulares en
funcion de la edad. incluso en mitocondrias (15). También se ha estudiado el efecto
de substancias naturales, como extractos de Ginke biloba. sobre el estrés oxidativo,
generalmente en neuronas enfrentadas a altas cantidades de perdxido de hidrégeno
(16, 17). De hecho, de estos estudios se ha establecido el poder antioxidante de
estos extractos.
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Otro de los campos donde la CDF ha mostrado su versatilidad ha sido en el
estudio del estrés oxidativo y apoptosis (17, 18). Por cercania y lo poco habitual del
estudio, detallaremos el caso de cultivos de hepatocitos fetales de rata tratados con
TGF-p (19). El TGF-p inhibe el crecimiento de estas células, pero puesto en con-
centraciones mayores es capaz de inducir muerte por apoptosis (Fig. 7-1). Estudios
de expresion génica demuestran que el mRNA para c-fos estd aumentado en las
células tratadas con TGF-p , ademas se comprobé que AP-1, un factor de transcrip-
cion activado durante el estrés oxidativo, en respuesta a la expresion de c-fos,
también aumenta su presencia en el nicleo de estas células. Se estudié mediante la
fluorescencia debida al DCFH el momento en el que aparece la induccién de espe-
cies reactivas de oxigeno y se constalo que siempre preceden la muerte por apop-
tosis inducida por el TGF-f (Figura 7-2). De esta forma se pueden estudiar otros
efectos del estrés oxidativo sin medir directamente las especies reactivas de oxige-
no, sino otro paridmetro, presumiblemente afectado, como es la seial de DNA, las
variaciones de calcio intracelular o el pH (20, 21, 22)
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Figura 7-1. Demaostracion por citomerria de flujo de la apoprosis producida por el TGF-f§ en
hepatociros fetales de rata. En el panel A se presenta el ciclo celular de hepatocitos control
(arriba) v de hepatocitos tratados con TGF-fl (abajo), donde se muestra la aparicion de células
hipodiploides, es decir células que han muerto por apoptosis. En el panel B se muestra la
confirmacion del proceso apoptético inducido por el TGF-fi en los hepatocitos mediante un gel
de agarosa que presenta la fragmentacion tipica del DNA de las células apoptéticas.
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Figura 7-2. Medida del estrés oxidativo mediante tincion con DCFH, de hepatocitos fetales de
rata tratados y sin tratar con TGF-fi. En el panel inferior se presenta el resultado de un
experimento tipo donde la fluorescencia proveniente del las células control (perfil opaco), es
menor que la fluorescencia de los hepatocitos tratados (perfil transparente). En el panel supe-
rior se representa el tiempo donde la fluorescencia de las células tratadas es mayor a las 5-8
horas del tratamiento, mientras que la apoptosis es mdxima a las 8-12 horas del mismo, con lo
que se demuestra que el estrés oxidativo precede al proceso apoptitico.
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3.2. Toxicologia

La CDF y la existencia de sondas fluorescentes que sean sensibles a los cambios
de cantidad de peréxidos intracelulares, son muy ttiles para el estudio de los efectos
de agentes 16xicos sobre determinadas células, sobre todo en hepatocitos, que son
las células destoxificantes por excelencia. Miltiples estudios se han realizado sobre
el efecto de diversos agentes téxicos (alcohol, cocaina, tioacetamida, etc.) en
los cuales se ha utilizado DCFH para cuantificar el aumento o disminucién que
el agente t6xico produce en los hepatocitos, ya sea in vive o en cultivo (23, 24,
25, 26).

También se ha utilizado la CDF para estudiar otros pardmetros que pueden ser
afectados por el agente téxico. como el ciclo celular (midiendo la cantidad de DNA
a lo largo del tiempo y estudiando la aparicién de aneuploidias, o las variaciones
que sufre el potencial de membrana mitocondrial durante el mismo tiempo, etc).
Estas experiencias son descritas en otros capitulos de este libro, por lo que s6lo son
mencionadas aqui.

3.3. Microbiologia

La utilizacién de la CDF y de fluorocromos para estudiar el estrés oxidativo en
microorganismos, no estd muy desarrollado. Se ha utilizado DCFH para estudiar el
aumento de peréxido de hidrégeno en levaduras expuestas a hipoxia, durante su
crecimiento (26). También se han utilizado las sales de tetrazolium para detectar
actividad y viabilidad de bacterias expuestas a distintos condicionantes ambientales
(28). En nuestro laboratorio se utiliza el DCFH y el HE como pruebas establecidas
para estudiar el fenotipo de levaduras mutantes, de las cuales no se conoce la
funcionalidad del gen afectado (Figura 8-1, 8-2, 9) (29). Segiin nuestras observacio-
nes es un dato importante ya que algunos mutantes liticos en determinadas condi-
ciones aumentan la cantidad de perdxidos, medido por CDF, antes de perder la
permeabilidad selectiva de la membrana (30).

Sin embargo, la cuantificacion de perdxidos es un parimetro importante cuando
se estudia el efecto de antibidticos sobre microorganismos patégenos, ya que, algu-
nas veces ocurre que el efecto del antibidtico va precedido por un aumento de
perdxidos intracelulares, una especie de respuesta al estrés producido por el agente
antibiético (Figura 9). Este es uno de los campos donde se ampliard mds la detec-
cién de peroxidos en Microbiologia.

4. ANALISIS DE DATOS Y CUANTIFICACION DE RESULTADOS

Como se ha mencionado en la parte dedicada a la introduccién a la CDF, existen
diversos programas informdticos que realizan el andlisis de los datos. Este anlisis,
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Figura 8-1. Estudio comparative de la cantidad de peroxidos en cepas mutantes termosensibles
de Saccharomyces cerevisiae, utilizando DCFH, columna de la derecha y DRI 23, columna de
la izquierda. Se observa que a mayor tiempo puestos a la temepratura no permisiva de 37°C,
mavyor es la cantidad de peroxidos en las cepas 327 v 918, mientras que los controles (D1) no
varia la senal fluorescente. Los resultados son similares con las dos sondas utilizadas.

generalmente, se basa en la obtencién de porcentajes y de intensidad media de
fluorescencia. Por lo tanto, el andlisis de los resultados se basa en la comparacién
de los porcentajes en cada una de las situaciones y, segiin el estudio que se realiza,
el de las medias de intensidad de fluorescencia. Para que estos resultados tengan
validez estadistica, es necesario la repeticién de cada experimento un nimero de-
terminado de veces para poder realizar algiin anilisis de comparaciones de medias
o de comparacién de distribuciones, en el caso de andlisis temporales, tales como
curvas de crecimiento.

Por lo general, se repiten los experimentos un minimo de 5 veces, dependiendo
un poco de la variabilidad que presentan las observaciones. De esta forma, los
resultados obtenidos, al comparar las medias mediante una t de Student, por ejem-
plo, son lo suficientemente significalivos como para no presentar problemas de
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Figura 8-2. Representacion tridimensional de la cantidad de perdxidos (DCFH) en abcisas, la
fluorescencia debida al Yoduro de Propidio (IP) en ordenadas y del niumerto relativo de células
en el eje Z, de las dos cepas termosensibles y el control. Se puede observar como aumenta la
poblacion IP+ en las cepas termosensibles, mientras que en la cepa control no.

interpretacion. Esto significa que los resultados se presentan en tablas y, dependien-
do del tipo de experimentacion, se afiade algin grifico representativo del compor-
tamiento citométrico de las células (Figuras 8-2, 10, 11).

Cuando los datos provenientes de los controles presentan variaciones importan-
tes debidas a cuestiones intrinsecas del sistema, se suele utilizar el porcentaje de
variacién respecto del control. De esta forma, si las variaciones absolutas entre el
control y el problema, no se discriminan entre distintos experimentos, pero si dentro
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Figura 9. Demostracion del efecto del calcofluor sobre las cepas termosensibles, tanto sobre
la produccién de peréxidos como sobre la muerte celular, al utilizar como fluorocromo Hidroe-
tidio. En el caso de las células muertas la cantidad de fluorocromo que se incorpora es mayor,
v debido a la presencia de anién superéxido en las células se oxida a etidio que se une al DNA,
fluoresciendo en mayor medida que las células vivas. Dentro de estas iltimas es posible distin-
guir el distinto comportamiento en cuanto a la peroxidacion, observando como se desplaza el
pico de la izquierda en cada caso. Notese que los perfiles de la cepa conirol DI no aumentan
en ningiin momento, demostrando que a las concentraciones utilizadas de antibiético (siempre
por debajo de la CMI) no se afecta su viabilidad, ni se produce un aumento de la cantidad de
peréxidos. Panel derecho. Cuantificacion de la cantidad de peréxidos producidos por las 3
cepas estudiadas a 1 y a 4 horas de incubacion con calcofluor. Se representa la intensidad
media de fluorescencia en cada caso, medida como unidades arbitrarias. Se obtiene de este
modo, una representacion semicuantitativa en la que se puede comparar el comportamiento de
las cepas termosensibles con el de la cepa control y sacar las conclusiones correspondientes.

del mismo experimento, se comparan las variaciones en cada caso, pudiendo rea-
lizarse, igualmente, estudios estadisticos (Figura 11).

En el caso especifico del andlisis del estrés oxidativo las variaciones de un
experimento suelen ser grandes, debido a las caracteristicas de las moléculas a
estudiar y del material utilizado (ver epigrafe 2). Sin embargo, las variaciones entre
los controles y las muestras problemas suelen ser constantes dentro de cada expe-
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Figura 10. Cuantificacion del efecto del TGF-f§ sobre la viabilidad de las células en cultivo,
en funcion de la concentracion utilizada (arriba) y del tiempo de incubacion para cada concen-
tracién (abajo). La cuantificacion se realiza mediante el andlisis por CDF del porcentaje de
células positivas para IP, es decir, de células que han perdido su permeabilidad selectiva y
permiten el paso de las moléculas de IP, las cuales se unen a los dcidos nucléicos de doble
cadena y fluorescen al ser excitados con luz de 488 nm. Se toma el porcentaje de células 1P+
del control como 100 y se representa el de los demds casos en funcién suyva, por lo que las
posibles variaciones debidas al experiemnto se diluven y se observa sélo el efecto de la subs-
tancia a estudio. B) Distinta representacion de los datos obtenidos como en A) pero en este caso,
las sustancias son varias, por lo que se representan los % como barras, para que no se com-
plique en exceso la figura.

rimento, por lo que la forma habitual de presentar los resultados es en porcentajes
de variacion respecto del control (Figura 10).

Lo primero a tener en cuenta en este tipo de experimentos es utilizar en el

andlisis estadistico los datos provenientes de células vivas, por lo que importante
utilizar por defecto siempre IP para discriminar células muertas. Se debe acotar la

358



CASZ40C 00

;‘,-::._ = CASZIOC 00
=] o
=3 3 =
o ] =)
T 25
o %S
2 3%
o 3 3
(")
-] 2 3
50 100 150 200 2% . s 19 b
FEoH
= Gate G1 Gated Events. 5690
e : X Parameter: FL1-H (Log)
& Marker “. Gated Mean CV
23 Al 10000 40203 155.01
3 M1 5014 77396 .07
Foe ]
M
(e 3
_E]
e ] i
= g
10 10 10N 10 10
FL3H

Figura 11. Representacion del andlisis multiparamétrico (tamafio, complejidad, fluorescencia
debida al DCFH y fluorescencia debida al IP) del estrés oxidativo en hepatocitos provenientes
de ratas tratadas con cocaina durante 24h, A) Histograma biparaméirice del tamano (FSC-H,
en abcisas) v de la complejidad celular (SSC-H) en ordenadas. Se observan distintas nubes de
puntos (flechas) que muestran el tamano heterogéneo que presentan los hepatocitos recién
extrafdos del higado, mostrando distinto grado de maduracion. B) Histograma biparamétrico de
la fluorescencia debida al DCFH (FLI-H, ordenadas) v al IP (FL3-H, abeisas) de las mismas
células representadas en A). En color verde se muestran las células que son positivas para el
1P, es decir muertas, y en rojo las negativas pava el IP, es decir, vivas. Dentro de éstas células
comprobamos que existen distintas poblaciones en funcion de la fluorescencia que tienen debida
al DCFH. C) Histograma uniparamétrico de la fluorescencia debida al DCFH de las células que
estan fuera de las seleccionadas como positivas para IP, es decir las de color rojo en el
histograma B). De esta forma comprobamos que la heterogeneidad que presentan estos hepa-
tocitos en cuanto a la senal de DCFH, vislumbrada en el histograma B), se puede contabilizar
en el histograma C). M1 representa las células mds positivas para DCFH, es decir, las que estdn
sufriendo el estrés oxidativo. Debajo de C) se representan los datos tal cual los da ¢l programa
informdtico. Se obtiene el % de células que estd en M1 v la intensidad media de fluorescencia.
Estos datos son los que se pueden representar v los que se usan para comparar el comporta-
miento de las células frente a distintos estimulos, en este caso la cocaina.

poblacién de células vivas, es decir, IP negativas. Una vez acotada esta poblacion,
el andlisis de los datos puede ser mds 0 menos automadtico, al disponer los histogra-
mas de andlisis acotados para esta poblacion y obteniendo automaticamente los dos
datos de importancia, que son el porcentaje de células positivas y la intensidad
media de fluorescencia, en cada caso. Se toman estos datos y se realiza el anilisis
estadistico, obteniendo los datos finales en forma de tabla.
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Mis complicado puede presentarse el andlisis de los datos provenientes de
poblaciones heterogéneas, habitual cuando se trata con células obtenidas de cultivos
primarios o directamente del animal. La complicacion es mds conceptual que del
andlisis, ya que hay que encontrar explicacion a las distintas poblaciones. En estos
casos, es necesario realizar un andlisis multiparamétrico para encontrar otras posi-
bles diferencias entre estas poblaciones. Suele ocurrir que se corresponden con
células de distinto tamaifio, sobre todo cuando provienen directamente del animal.
Esto implica que se puede tratar de macréfagos (que suelen tener un alto nivel basal
de peréxidos) y de otro tipo celular, generalmente el que se intenta estudiar, Por lo
tanto, si acotamos por tamafo (31), podemos aclarar la situacién.

Hasta la fecha no se ha descrito ningiin método para obtener datos absolutos de
cantidad de per6xidos por CDF. Como se ha explicado hasta ahora, los datos que
se obtienen son semicuantitativos y provienen de células individuales. Los datos
cuantitativos se obtienen mediante ensayos enzimiticos de extractos (todas las cé-
lulas) y medido por fluorimetria o colorimetria. En el caso de poblaciones mezcla-
das o con distinta cantidad de peréxidos y que respondan de distinta forma a los
estimulos del experimento, se obtienen datos erréneos, que no se corresponden,
posteriormente, con los obtenidos por CDF.

Aunque no cuantitativos, los datos obtenidos por CDF han sido lo suficiente-
mente litiles como para ser aceptados por la comunidad cientifica de forma general
(ver bibliografia bdsica).

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como hemos tratado de exponer, la citometria de flujo es una herramienta
determinante a la hora de estudiar el estrés oxidativo.

Se han comercializado productos para medir especificamente la explosion oxida-
tiva en los neutréfilos y macréfagos por CDF, llegando a ser de uso universal. La
cuantificacion relativa de los peréxidos celulares de los neutréfilos, se ha convertido
en una forma usual de estudiar determinadas patologias linfopoyéticas. Se ha llegado
a aplicar a estudios sobre efectos inmunosupresores en pacientes anoréxicas.

En investigaci6n basica la CDF ha sido clave para observar efectos diferenciales
en distintos tipos celulares, (Datos Portolés), y para el estudio toxicolégico del
higado. Ademds de su utilizacién rutinaria para el estudio de la relacién entre
apoptosis y el estrés oxidativo (19, 20, 21).

Esto es sélo una infima parte de todas las posibilidades que ofrece la citometria
de flujo para el estudio del estrés oxidativo.

Los nuevos productos que se comercializan (JC-1, la familia de los CM-ROS,
los nuevos fluorocromos para cuantificar glutation y la actividad glutation-sintetasa
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que se excitan en el visible, etc.) y nuevas tecnologias (nuevas porque no se han
utilizado hasta ahora en este campo), como la microscopia confocal (ver capitulo
sobre estudio del estrés oxidativo por microscopia confocal) abren una nueva fase
del estudio de los radicales libres. No solo nos permiten una cuantificacion mas
exacta y resolutiva por citometria de flujo, sino que permitiran la localizacién de las
células que mds responden ante determinados estimulos en un cultivo primario, y
la posible compartimentalizacion celular de la respuesta ante el agente productor del
estrés oxidativo.

Esto lo podremos realizar utilizando la microscopia confocal con las mismas
c€lulas a las cuales hemos utilizado para el estudio por CDF. Es decir, obtendremos
un dato semicuantitativo por CDF y una confirmacién y una localizacién de lo que
hemos observado en el citémetro, mediante la microscopia confocal. El futuro estd
ya aqui.
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I. BASES DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL

Una extensa y detallada descripcion del fundamento y metodologia de la mi-
croscopia confocal puede hallarse en manuales especializados (1, 2).

La caracteristica esencial de un sistema de imagen confocal es que la zona de
iluminacion y la de deteccién estin siempre confinadas en un mismo punto del
espécimen en cualquier momento. Si el punto es tan pequeiio que sus limites estdn
impuestos por la difraccion, la resolucién conseguida en este caso es mayor que la
obtenida en un sistema convencional. La resolucion lateral puede acercarse al
maximo teérico. incrementando 0,7 veces la re-
solucion convencional.

Sin embargo, la propiedad fundamental y dis-
tintiva de la imagen confocal es que sélo lo que
estd enfocado es detectado. Las dreas de la mues-
tra, fuera de foco, aparecen negras, y no contri-
buyen a la formacién de la imagen.

I Existen muchos disefios de sistemas de ima-
* gen confocal. Uno de los mds utilizados es la epi-
I iluminacion, que utiliza la misma lente como con-

densador y objetivo, obviando la necesidad de
] ajustar y co-orientar dos lentes. La luz prove-
niente de la apertura es reflejada en la zona pos-
terior de la lente objetivo y enfocada en la mues-
tra. La luz que retorna desde la muestra, como
resultado de la refraccion o de la fluorescencia.
vuelve a pasar a través de la lente y es dirigida
hacia una segunda apertura, lo cual permite que
una porcién de haz de luz pase a un detector tal

Figura 1. Sistema de imagen como un fotomultiplicador (Figura 1).
confocal de epi-iluminacion.

Como es comprensible, un sistema de imagen confocal no produce una imagen
optica completa del espécimen. Para obtener una imagen completa es necesario que
el punto de deteccion sea «pasado», o que barra, la superficie del campo de vision.
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:

Figura 2. Sistema de imagen confocal
del tipo de barrido del haz de luz,

:

Esto puede ser realizado haciendo pasar
el espécimen a través del haz de luz (barrido
de la muestra), o haciendo pasar el haz de luz
sobre la muestra fija (barrido del haz). La
imagen es generada electrénicamente a partir
de las senales seriadas provenientes de los
fotomultiplicadores (Figura 2).

La fuente de luz que se suele utilizar es
un haz de ldser, ya que permite obtener ima-
genes de alta resolucion y sensibilidad cuan-
do se trabaja con sondas fluorescentes. Per-
mite una fuente de luz estable, uniforme y de
una longitud de onda determinada. Esto es, a
su vez, la principal limitacién, ya que, no
permite trabajar con todo tipo de fluorocro-
mos, sino sdlo con aquéllos que son capaces
de excitarse a la longitud de onda del ldser.
Otra limitacién impuesta por los ldseres es el
precio, ya que ldseres potentes necesarios para
trabajar con excitacién ultravioleta son caros
y. generalmente, refrigerados por agua. El
importante desarrollo de ldseres de estado
solido de baja potencia permitira, en un futu-
ro proximo, eliminar estas limitaciones.

Las aplicaciones de la microscopia confocal son las mismas que las de la micros-

copia de fluorescencia o la de campo
claro o la de contraste de fases, con las
ventajas del aumento de resolucién y
la capacidad de aumentar los contras-
tes sin disminuir la resolucion. Al tra-
bajar con imdgenes electrénicas se
pueden realizar reconstrucciones tridi-
mensionales o. dependiendo del pro-
grama, realizar estudios de anilisis de
imagen. Permite, en el caso de la fluo-
rescencia, trabajar con varias fluores-

cencias a la vez, dependiendo del ni- Figura 3. [magen trasnmitida de barrido de
mero de fotomultiplicadores que posea un cultivo de células epiteliales.
el sistema.

Si trabajamos en un sistema de imagen confocal de epi-iluminacién, unido a un
microscopio invertido, se pueden aplicar las ventajas de la microscopia confocal al
estudio de cultivos celulares in situ. Esta aplicacion requiere objetivos de una aper-
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tura numérica alta y que tengan una distancia focal que permita enfocar a través del
plastico de los soportes de cultivo sin pérdida de resolucion y emisién de fluores-
cencia (Figura 3).

2. APLICACIONES DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL AL ANALISIS
DEL ESTRES OXIDATIVO

La aplicacién de la microscopia confocal al estudio del estrés oxidativo tiene
dos vertientes distintas. Por un lado, se aplica a la visualizacion directa de la pro-
duccion de radicales libres mediante la utilizacion de fluorocromos que reaccionan
de forma mds o menos especifica con los distintos tipos de radicales generados
dentro de la célula. Por otra parte, pueden detectarse las alteraciones celulares
producidas por la accién de estos radicales libres utilizando una gama de estrategias
que permiten el marcaje intracelular de estas alteraciones con moléculas fluorescen-
tes. Como hemos mencionado antes, la principal ventaja de la microscopia confocal
frente a la microscopia de fluorescencia convencional es la deteccién de la fluores-
cencia generada en un solo plano de la muestra estudiada, eliminando por tanto la
fluorescencia procedente de planos distintos al plano focal, Esta propiedad permite
la deteccién y reconstruccién tridimensional de los sitios intracelulares donde se
genera el estrés oxidativo, y el andlisis de las alteraciones especificas producidas
por los radicales libres en la célula. A este hecho se le une la capacidad. compartida
con la microscopia de fluorescencia convencional, de poder analizar células indivi-
duales posibilitando el estudio de la heterogeneidad celular con respecto a la gene-
racion y respuesta al estrés oxidativo en una poblacién celular. Ademas, el empleo
de una combinacién adecuada de distintos fluorocromos permite el andlisis multi-
paramétrico de las células individuales seleccionadas. A pesar del indudable valor
de la aplicacion de la microscopfa confocal al estudio del estrés oxidativo, es muy
reducido el nimero de trabajos que han utilizado esta metodologia. Ello se debe, sin
duda, a la falta de técnicas especificas y fluorocromos adecuados para el andlisis de
este fendmeno. La aparicion de nuevos procedimientos de tincion y fluorocromos
mds adecuados, con una menor difusibilidad y una mayor fotoestabilidad, permiten
augurar un empleo creciente de esta técnica en el estudio del estrés oxidativo.

3. TECNICAS DE TINCION E INDICADORES FLUORESCENTES

3.1. Deteccion de radicales libres

La deteccién especifica de radicales libres es problemdtica debido a la coexis-
tencia de maltiples formas de oxigeno reactivo dentro de una célula individual.

Como marcadores se utilizan generalmente dihidro derivados de compuestos
fluorescentes. tales como la fluoresceina. la rodamina o el etidio (ver capitulo sobre
Citometria de flujo y estrés oxidativo). Esta modificacion quimica convierte a estas
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moléculas en compuestos no fluorescentes o con distintas caracteristicas espectra-
les, que pueden revertir a los compuestos fluorescentes originales por la accién de
las especies reactivas permitiendo la deteccion de la actividad oxidativa en células
y tejidos (3-5). La oxidacion de estos compuestos no permite diferenciar claramen-
te las distintas especies reactivas. Se ha descrito que tanto la diclorodihidrofluores-
ceina como la dihidrorodamina 123 no son capaces de reaccionar directamente con
el radical superdxido, pero son capaces de reaccionar con el peréxido de hidrégeno
en presencia de peroxidasa, citocromo c o iones Fe** (6, 7). El dihidroetidio (tam-
bién conocido comercialmente como hidroetidina), a diferencia de los anteriores, es
ademds capaz de reaccionar directamente con radicales superéxido (7, 8). El dia-
cetato de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) ha sido el fluorocromo mas uti-
lizado en los estudios de microscopia confocal. Este compuesto apolar se incorpora
a las células donde es convertido en diclorodihidrofluoresceina (H2DCF) por accién
de las esterasas intracelulares. La H2DCF, que no presenta fluorescencia, se con-
vierte rdapidamente por la accion de los radicales libres en diclorofluoresceina, al-
tamente fluorescente, La H2DCF es oxidada por radicales peréxido pero no por
radicales superéxido ni hidroxilo, aunque puede reaccionar también con otras espe-
cies reactivas como el 6xido nitrico. La principal desventaja de este compuesto es
que el producto de la oxidacion, la diclorofluoresceina, no se retiene adecuadamente
en el interior de la célula, hecho que dificulta la deteccién o cuantificacién de
procesos oxidativos lentos. Para evitar este problema se ha propuesto la utilizacién
de esteres derivados de la H2DCFDA, que presentan una mejor retencién dentro de
la célula, como el carboxiéster o el recientemente introducido clorometiléster. La
dihidrorodamina 123 es producto de la reduccién de un fluorocromo especifico para
las mitocondrias, el cation lipofilico rodamina 123. Este compuesto apolar y no
fluorescente atraviesa libremente la membrana plasmatica, siendo reducido a roda-
mina 123, que se concentra en las mitocondrias por accién de los radicales libres.
Como en el caso de la HZDCFDA reacciona directamente con el perdxido de hidro-
geno, pero no reacciona directamente con los radicales superéxido. La dihidroroda-
mina 123 es mds sensible que la HZDCFDA para algunas aplicaciones (9) y se ha
utilizado preferentemente en algunos estudios de microscopia confocal (6)
(Figuras 4A, By C) por su mayor retencién dentro de la célula, ya que el producto
de su oxidacién, la rodamina 123, permanece fuertemente unida a la membrana
interna de las mitocondrias (10). Recientemente se ha descrito que la dihidroroda-
mina 123 también detecta el ani6én peroxinitrito (11), producido por la reaccion del
6xido nitrico con el radical superéxido o con el peréxido de hidrogeno (12). El
anién peroxinitrito que parece estar involucrado en distintos tipos de patologia
reacciona con grupos sulfhidrilo (13), con el ADN y con los fosfolipidos de las
membranas celulares (14), asi como con la tirosina (15) y otros compuestos feno-
licos (16). El dihidroetidio (hidroetidina) es capaz de reaccionar directamente con
los radicales superéxido oxidindose a etidio. Este compuesto que presenta una
fluorescencia azul pasa a tener la fluorescencia roja del etidio tras su oxidacion. El
etidio se acumula en el nicleo, donde se intercala en la molécula de ADN, y en los
lisosomas (17.18) (Figura 4D). Sin embargo, en algunos casos puede depositarse
también en las localizaciones intracelulares de generacion de estrés oxidativo (como
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Figura 4. Deteccion del estrés oxidative por microscopia confocal, mediante el uso de
H2DCFDA ¢ Hidroetidio. A) Parénquima hepdtico corvespondiente a un cultivo de hepatocitos
adultos control tenido con H2DCFDA. El color azul muestra el contorno de las células. B) y
C) Idem pero de un cultivo tratado con agentes hepatotixicos a concentraciones que inhiben la
produccion de peroxidos. Como se observa, la intensidad del color verde es mucho menor que
en A. D) Células provenientes de un cultivo de hepatocitos adultos tratados con cocaina v
tenidos con hidroetidio. Se observa como estan renidos los niicleos en h'({lh’”d.s células compro-
metidas, mientras que en el resto se tinie el citoplasma vy algunos organulos

371



es el caso de las mitocondrias) presentando una alta especificidad en la deteccién
de radicales super6xido (8). Para el estudio del estrés oxidativo producido a nivel
mitocondrial son de gran interés algunos de los fluorocromos recientemente desa-
rrollados de la serie Mito TrackerTM (19) que son rosaminas reducidas que se
unen especificamente a las mitocondrias (20). Estos compuestos no fluorescentes
adquieren una fluorescencia naranja o roja, tras su oxidacion por especies reactivas
de oxigeno y son muy fotoestables. Tienen la gran ventaja, con respecto a los
anteriores, de mantenerse unidos a la mitocondria tras su fijacién. Este hecho per-
mite su estudio combinado con reacciones inmunocitoquimicas, habiéndose com-
probado de este modo su colocalizacion con la subunidad I de citocromo ¢ oxidasa
mitocondrial, utilizando microscopia confocal (20). Todas las caracteristicas espec-
trales de estos fluorocromos estan descritas en el capitulo de citometria de flujo y
estrés oxidativo.

3.2. Deteccion del dano oxidativo

El estrés oxidativo produce en las células y tejidos la acumulacion de funciones
carbonilo, que tiene lugar en primer término por la accién directa de las especies
reactivas de oxigeno sobre las proteinas, produciendo la oxidacién de los residuos
de aminodcidos (21). En segundo lugar, cuando tiene lugar la peroxidacién de
lipidos, aparecen carbonilos sobre los fosfolipidos de las membranas celulares,
origindndose al mismo tiempo fragmentos carbonilo reactivos a, p-insaturados, ca-
paces de unirse a los grupos tiol y amino de las proteinas. La union a tioles de estos
aldehidos reactivos ocurre mediante una reaccién de adicién, que deja libre la fun-
cion carbonilo para subsiguientes reacciones (22). Las funciones carbonilo origina-
das en este proceso lipoperoxidativo pueden ponerse de relieve mediante el reactivo
fluorescente hidrazida del dcido 2-OH-3 naftoico (NAH) para su observacién al
microscopio confocal (23). Recientemente, se han utilizado técnicas inmunocito-
quimicas para visualizar a nivel celular el 4-hidroxinonenal unido a proteinas, sien-
do este un producto especifico de la peroxidacién de membranas, junto con la
oxidacién de proteinas detectada con un anticuerpo frente a grupos dinitrofenilo,
tras la reaccién de los carbonilos de las proteinas con 2, 4-dinitrofenil-hidrazi-
na (24). Muy recientemente se ha descrito un método aplicado a citometria de flujo,
con una posible aplicacién a la microscopia confocal, para la determinacion directa
de la peroxidacién lipidica utilizando derivados lipofilicos de la fluoresceina que se
insertan en las membranas celulares (25). Otro de los efectos del estrés oxidativo
es la alteracién de los sistemas antioxidantes de la célula. El contenido celular de
glutation puede determinarse mediante microscopia confocal, utilizando el mono-
clorobimano (MCBL) que se une a las moléculas de glutation adquiriendo fluores-
cencia (26).
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4. ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR ETANOL
4.1. Aplicacion de la microscopia confocal

La implicacion del etanol en la generacién de radicales libres data de los estu-
dios de DiLuzio en 1963 (27), en los cuales sefiulaba que la administracién de
antioxidantes a las ratas evitaba la aparicion de higado graso, tras una intoxicacion
aguda con alcohol. Posteriormente, demostré que se produce un aumento de la
peroxidacién lipidica en homogenados de higado tras la administracién de etanol,
tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que el etanol o sus metabolitos producen la
oxidacion en el higado actuando como prooxidantes, reduciendo el nivel de antioxi-
dantes o ejerciendo ambas funciones (28). La microscopia confocal se ha utilizado
en los estudios sobre el estrés inducido por etanol para demostrar y cuantificar la
formaci6n de radicales libres a nivel de las células individuales, asi como la impli-
cacién de los distintos compartimentos intracelulares en su generacién (26, 29).
Dos orgdnulos celulares se muestran como médximos generadores de radicales libres
por la accion del etanol, la mitocondria y el reticulo endoplasmico.

4.2, Generacion de radicales libres en la mitocondria

La cadena respiratoria situada en la membrana interna de la mitocondria es la
fuente principal de radicales superéxido dentro de la célula. La superéxido dismu-
tasa mitocondrial cataliza la conversién de radicales superéxido a peréxido de hi-
drégeno, que es destruido por la accién de la glutation peroxidasa mitocondrial. Sin
embargo, en presencia de hierro, parte de este peréxido puede dar lugar a radicales
agresivos que produzcan alteraciones estructurales y funcionales de la mitocondria.
Se ha comprobado que la intoxicacién aguda por etanol produce un aumento de la
generacion de radicales superdxido en la mitocondria de los hepatocitos (30). Por
otra parte, la disminucién del cociente NAD*/NADH inducida por la administra-
cién aguda de etanol (31) puede acrecentar esta produccién de radicales superéxi-
do, al estimular el flujo a lo largo de la cadena de transporte. La medicién por
microscopia confocal del potencial de membrana mitocondrial, utilizando rodamina
123 como sonda fluorescente, muestra una disminucion significativa treinta minutos
después de la administracion de etanol 50mM a hepatocitos aislados. Esta dismi-
nucién se atenta en gran medida en presencia de N,N'-dimetiltiourea, indicando
que la accién excesiva de especies reactivas de oxigeno lleva a la disfuncion mi-
tocondrial (26).

4.3. Generacion de radicales libres en el reticulo endoplasmico
La intoxicacién crénica con alcohol estimula la produccién microsomal de es-
pecies de oxigeno reactivas (radicales superoxido e hidroxilo, y peréxido de hidro-

geno) en ratas (32-34). La mayoria de los derivados del oxigeno producidos en
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exceso en el reticulo endopldasmico de los animales tratados crénicamente con eta-
nol parecen generarse con la intervencion del citocromo P450. Este citocromo re-
presenta una familia extensa de hemoproteinas que participan en la transformacion
de compuestos endégenos y exdgenos a la célula (35). En mamiferos se han iden-
tificado al menos 12 familias y 22 subfamilias distintas del citocromo P450 (36).
Una de estas isoformas es el cytocromo P450 inducible por etanol (CYP2E1), que
parece jugar un papel importante en el aumento de la produccién de especies reac-
tivas de oxigeno en los microsomas aislados de animales tratados con etanol, donde
se observa una correlacion entre la produccién de derivados del oxigeno y el con-
tenido en CYP2EI (33). Se ha demostrado ademas, utilizando anticuerpos especi-
ficos, la participacion del CYP2EI en la formaciéon microsomal de peréxido de
hidrégeno dependiente de NADPH (33). Aunque esta enzima se presenta predomi-
nantemente en el reticulo endopldsmico de los hepatocitos, se ha descrito también
su presencia en el cerebro (37,38), demostrindose ademds su induccién por el
alcohol en este érgano (38-40). Existe también una correlacion entre la induccion
de CYP2EI y el aumento en la formacién de especies reactivas de oxigeno en el
cerebro de ratas intoxicadas crénicamente con etanol (38). Se ha utilizado micros-
copia confocal para analizar esta correlacion en una poblacién especifica de células
cerebrales, los astrocitos. Estas células son las mds abundantes del cerebro, ocupan-
do un tercio del volumen del cortex cerebral. Involucradas en muiltiples actividades.
estas células son necesarias para el desarrollo y funcién del cerebro (41). Ademis,
sistemas enzimdticos especificos permiten a los astrocitos metabolizar radicales
libres, ademds de amonio, glutamato, xenobiéticos y metales, protegiendo al cere-
bro de la toxicidad de estos agentes (42). La identificacién de los astrocitos se
realiza, utilizando microscopia confocal, mediante la positividad a un anticuerpo
monoclonal frente a la proteina fibrilar glial dcida (GFAP). La utilizacién de un
anticuerpo policlonal frente a la CYP2E] permite la deteccién y cuantificacion
simultdnea de esta proteina en los astrocitos, utilizando una técnica de doble mar-
caje con anticuerpos secundarios marcados con distintos fluorocromos, el isocianato
de tetrametil-rodamina (TRITC) y el isocianato de fluoresceina (FITC) que presen-
tan espectros de emision distintos (38). El andlisis mediante microscopia confocal
muestra la presencia citoplasmatica de CYP2E] en astrocitos, distribuido preferen-
temente en la region perinuclear. El tratamiento de astrocitos en cultivo con
etanol 25mM induce un aumento en la expresion de esta proteina en las células
analizadas. Este aumento en CYP2EI se correlaciona con el incremento en la pro-
duccién de especies reactivas de oxigeno (de 2,6 a 3,5 veces mayor que el control)
en las células tratadas con etanol, determinada con microscopia confocal por la
oxidacion de H2DCFDA (38). La implicacion del CYP2EI en la generacion de
radicales libres se pudo demostrar, ya que la incorporacion a las células de un
anticuerpo frente a esta proteina evitaba en gran medida el aumento de radicales
libres inducido por el etanol.



5. ESTRES OXIDATIVO Y DANO NEURONAL
5.1. Aplicacion de la microscopia confocal

Es cada vez mayor la evidencia experimental de que el estrés oxidativo se halla
implicado en la patogenia de enfermedades agudas y crénicas del sistema nervioso
central (43, 44). El desarrollo de técnicas adecuadas de obtencion y cultivo in vitro
de neuronas (45), ha permitido la aplicacion de la microscopia confocal al andlisis
de los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el dafo neuronal. La
metodologia para la deteccion de radicales libres, funcién mitocondrial y concen-
tracion de calcio intracelular, junto con la deteccion de componentes del citoesque-
leto en este modelo celular, utilizando microscopia confocal, se hallan detallados en
una revision de Mattson et al. (46).

5.2. Dano neuronal excitotoxico

Aunque son miiltiples los factores que pueden producir estrés oxidativo en las
neuronas, el neurotransmisor glutamato es el principal causante de este proceso en
el cerebro, especialmente a través de sus receptores ionotrépicos (44). Esta produc-
cién de radicales libres inducidos por el glutamato se ha comprobado por micros-
copia confocal, utilizando H2ZDCFDA como indicador florescente (46). El origen
del estrés oxidativo originado por la activacion de uno de los receptores ionotrépi-
cos, el receptor del N-metil-D-aspartato (NMDA) ha sido estudiado por microsco-
pia confocal (47). La estimulacién de este receptor por NMDA produce un aumen-
to de especies reactivas de oxigeno, que tiene un origen mitocondrial, como se pudo
comprobar realizando el seccionamiento 6ptico de las células mediante microscopia
confocal, utilizando como sonda fluorescente la dihidro-rodamina 123. La interven-
cion de otros sistemas celulares de generacion de radicales libres, como la 6xido
nitrico sintasa o las actividades lipooxigenasa y ciclooxigenasa, se descarté utilizan-
do inhibidores especificos de estas enzimas (47). Ademads. se comprob6 que la
utilizacién de inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial eran capaces de
inhibir la respuesta oxidativa inducida por el NMDA en estos cultivos celulares.

5.3. Péptido B-amiloide de la enfermedad de Alzheimer

Entre los factores no excitot6xicos que estimulan la produccion de radicales
libres en las neuronas se ha implicado al péptido f-amiloide, que es el principal
constituyente de las placas amiloides que aparecen en el cerebro de los enfermos
que padecen la enfermedad de Alzheimer (48). El efecto de este péptido sobre
células neuronales en cultivo se ha estudiado utilizando técnicas de microscopia
confocal (49). La inclusién de este péptido en los cultivos produce un incremento
significativo de la generacion de radicales libres (3,5 veces mds que las células
control) después de 24 horas, utilizando H2ZDCFDA como sonda fluorescente. La
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deteccion de grupos carbonilo por microscopia confocal, para cuantificar el nivel de
dano oxidativo, también mostré un aumento significativo dos horas después de
afiadir el péptido amiloide a los cultivos (tres veces mayor que el control). Estos
datos son consistentes con la hipotesis de que el dano oxidativo inducido por el
péptido amiloide, por medio de radicales libres. contribuye a la neurodegeneracion
observada en la enfermedad de Alzheimer (49).

6. ESTRES OXIDATIVO Y MUERTE CELULAR
6.1. Aplicacion de la microscopia confocal

El dano oxidativo inducido por especies reactivas de oxigeno se halla involucra-
do en la induccion de la muerte celular en muy diversas condiciones experimentales
y fisiopatologicas (43,44,46,50,51). La utilizacion de la microscopia confocal per-
mite detectar y analizar células individuales durante el proceso de muerte celular,
y evaluar la contribucion del estrés oxidativo a este proceso. Esta técnica permite
también, con la utilizacién de procedimientos de tincion adecuados, distinguir entre
los dos tipos bésicos de muerte celular, la necrosis y la apoptosis (51-54). Las
c€lulas vivas pueden observarse utilizando fluorocromos como la calceina-AM y la
BCECF-AM que atraviesan la membrama plasmadtica y se convierten en compues-
tos fluorescentes, por accion de las esterasas intracelulares, que son retenidos dentro
de las células con membrana intacta (46.55). En la necrosis se produce una pérdida
de la integridad de la membrana plasmitica, que puede detectarse por la entrada de
colorantes fluorescentes que no atraviesan las membranas intactas como. por ejem-
plo, el yoduro de propidio o el bromuro de etidio (46,55). Durante la apoptosis la
membrana plasmatica se mantiene intacta. aunque puede ser permeable en etapas
tardias de este proceso (56). La apoptosis puede detectarse por la condensacion y
fragmentacion de la cromatina, puesta en evidencia por fluorocromos que se unen
al ADN y que difunden pasivamente a través de las membranas intactas, como son
el Hoechst 33342 y los colorantes de la serie SYTO (51.57,58), por la exposicién
de fosfatidilserina en la capa lipidica externa de la membrana detectada con anexi-
na-FITC (58) y por el marcaje fluorescente de la fragmentacion oligonucleosémica
del ADN con deoxinucledtido transferasa terminal (51).

6.2. Factor de necrosis tumoral-g (TNF-8)

El TNF-f} es una citocina pleiotrépica, producida principalmente por los macré-
fagos activados, con una amplia gama de actividades inflamatorias e inmunomodu-
ladoras. Ademds, la TNF-[5 produce la muerte selectiva de células tumorales in vitro
y tiene una actividad antitumoral in vive. Dependiendo del tipo celular sobre el que
actia, el TNF-f puede producir necrosis o apoptosis (59). Los mecanismos mole-
culares por los cuales el TNF-f} ejerce su funcion citotéxica han sido muy estudia-
dos e incluyen la activacion de proteinas G, la activacion del factor de transcripcion
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NF-kB, la fosforilacién de proteinas, la activacion de fosfolipasas y la produccion
de especies reactivas de oxigeno (59). El estudio de la participacion de las especies
reactivas de oxigeno se ha realizado utilizando microscopia confocal (6). La detec-
cién de radicales libres utilizando dihidrorodamina 123 y la evaluacion simultdnea
de la viabilidad celular con yoduro de propidio en la linea celular de fibrosarcoma
murino L929, muestra que la respuesta citotoxica mediada por la TNF-f es asincré-
nica dentro de la poblacién celular. La mitocondria es el orgdnulo donde se generan
estos radicales libres, cuya produccion se incrementa poco antes de la muerte ce-
lular, concluyéndose que ambos fenémenos se hallan estrechamente relaciona-
dos (6). La produccion acelerada de radicales libres en esta linea celular se corre-
laciona con una disminucién de los niveles de glutation mitocondrial (6). Esta
relacion entre la respuesta a la induccion por TNF-f y los niveles de glutation se
ha observado también mediante microscopia confocal, analizando la accion del
TNF-f sobre la expresion génica en células endoteliales (60).

6.3. Transicion de permeabilidad mitocondrial

La accion citotoxica del TNF-B se ha relacionado con la transicién de per-
meabilidad mitocondrial (61). Este fenémeno se produce por apertura de poros de
alta conductividad en la membrana interna de la mitocondria y se ha relacionado
con el proceso de muerte celular, tanto por necrosis como por apoptosis (62). La
apertura del poro se ha relacionado con una despolarizacién de la membrana in-
terna mitocondrial y se ha implicado, entre los factores patofisiolégicos inductores,
al estrés oxidativo (62). La microscopia confocal permite visualizar este proceso
mediante la utilizacion del fluorocromo calceina que se acumula en el citoplasma,
pero no entra en las mitocondrias en condiciones normales, y la visualizacién si-
multdnea del compartimento mitocondrial con la sonda fluorescente metiléster de
tetrametilrodamina (63). La induccién de estrés oxidativo con el oxidante tert-
butilhidroperéxido produce la entrada de calceina en el compartimento mitocon-
drial debido a induccién de la transicion de permeabilidad, antes de producirse la
muerte celular, detectada por la pérdida de integridad de la membrana plasmati-
ca (63). Se comprueba que esta transicion no depende solamente de la despolari-
zacion de la membrana interna mitocondrial, ya que la utilizacién de desacoplantes
de la cadena respiratoria produce la despolarizacién de la membrana interna, pero
no induce la transicién de permeabilidad ni la muerte en el modelo celular estu-
diado (63).
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