
INTRODUCCION 

ANGEL SANTOS RUIZ 

Es altamente honroso para mí introducir esta monografía sobre Bioquímica y 
Fisiopatología del Estrés Oxidativo. La elección para este encargo eventual, por 
parte de sus autores, parece que ha sido democrática: y me pregunto si en tal 
decisión no habrá iníluído, subconscientemente, aquella expresión de Joubert: 
«Q11a11d mes amís son horgnes, je les regarde de profíl». En cualquier caso doy por 
seguro que la amistad habrá tambien tenido parte y por supuesto, en lo que me 
arañe, figura como razón principal de ingerencia. puesto que implica uno de los 
aspectos más nobles de la vida humana: el afecto desinteresado de Aristóteles; la 
estima recíproca o bilateral de Platón: la virtud moral de Santo Tomás ... 

Creo muy laudable que se haya impulsado esta publicación porque considero 
que es una transmisión clara del interés por profundizar en esa dimensión, perma­
nentemente actual y dificil. cual es la fenomenología biológica del acontecer oxi­
dativo. Mi referencia selectiva en las páginas que siguen, procurará 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 maraña, 
a veces falla la recuperación del sentido real. 

* * * 

El porqué de una monografía 

Insisto en que, en el complicado panorama actual, los valiosos y constantes 
avances científicos enmarcan el riesgo de que el horizonte pierda su sentido de 
servicio y dé paso a la rutina informadora. No está de más, por tanto, el tomar 
actitudes pertinentes a la conservación de los que son, opino, fines científicos en­
riquecedores, principal objetivo de una relevante monografía. Esta se ha editado con 
desprendida pulcritud por la Fundación Casares Gil de la Real Academia de Farma­
cia del Instituto de España, entidad, que a todas luces. merece agradecimiento y 
plácemes por iniciativa tan encomiable. 
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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 situación económica, 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 publicación ha sido tan eminentemente investigador que lo 
ambienta y lo explica. No es una mera exigencia plástica, sino que permite llegar 
mejor a su yo, y liberarle de interpretaciones parciales y caprichosas. Es indudable 
que su vital telón de fondo ha sido en lo fundamental lo bioquímico y todo lo que 
a él concierne. 

Ante todo conviene resaltar que, como resultado de una grata y eficaz colabo­
ración, surgieron las materias específicas que componen este volumen. Al procurar 
la rigurosidad en el orden de inserción de los diversos asuntos a tratar se llegó a 
la conclusión de escoger dieciséis temas. Todos ellos, cuidadosamente preparados, 
han contribuido a una armónica realización conjunta de atrayente formato. Los 
apartados están acertadamente seleccionados con profusión de ilustraciones encaja­
das con mesura y entendidas como apropiado instrumento de comunicación adecua­
da y estética. 

* * * 

Un encargo bien cumplido 

Lejos están los autores de este opúsculo de los interlocutores de una tertulia 
retórica. Aunque de diferente procedencia, poseen el denominador común de ser 
investigadores de cabeza y corazón. 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 señalización 
es estática, pues viene dada de antemano por el desarrollo que cada autor ha con­
ferido a su argumento. La habilidad del lector deberá consistir fundamentalmente, 
en convertir la lectura en una conversación interior; en crear un dinamismo acertado 
de recíproca interacción entre el intelecto vigilante y la materia legible que yace en 
la obra que maneja. 

La pluralidad de temario y redactores de estas páginas no ha constituído motivo 
de fragilidad y dispersión. No diré que tengan la plenitud de los discursos cicero­
nianos, pero sí afirmo que todo lo descrito ha resultado bien combinado. Tanto que 
apenas se advierten los puntos de articulación y soldadura, cuya visibilidad hubiese 
restado al conjunto esa fuerza que da apariencia natural de cuerpo vivo. Consecuen­
temente, podría decirse que entre los ejecutores, ha existido una «concordia dis­
cors». esto es: presentan entre sí diferencias particulares inmersas en una coinciden­
cia de puntos de vista generales. 
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Dentro del plantel de relatores de esta obra sería arduo destacar a alguien salvo 
a la ejemplar coordinadora María Cascales Angosto. No obstante parece razonable 
una sucinta referencia nominal --con mi excepción- en neutral y riguroso orden 
alfabético: Alberto Alvarez-Barrientos. David Andrés-García, Esther Ardite, Gusta­
vo Barja de Quiroga. Robert C. Callaghan, Carlos Cañete-Nicolás. José Vicente 
Castell Ripoll, M.~ Dolores Catalá, Anna Colell, Virginia Corrochano, Carmen Díez­
Fernández. Eraci Drehmer. José Carlos Fernández-Checa, Lourdes Fernández-Si­
món, Carmen García-Ruiz, María José Gómez-Lechón, Antoni lradi , Montse Marí, 
Jesús Marín, Merce Miranda. Salvador Moneada, Juan Manuel Montero Vázquez. 
Albert Morales. Pilar Muñiz. José Enrique O'Connor Blasco. María Rosario Oliva. 
Sten Orrenius, Federico V. Pallardo, Elías Manuel Robles-Chillida. Guillermo T. 
Sáez, Miguel Angel Santos-Ruiz, Nuria Sanz Menéndez, Juan Sastre, Andrew F.G. 
Slater, Victoria Valls, José Viña y Asunción Zaragoza Castellano. Se trata de per­
sonas con labor de resonancia científica y superior calidad; gran parte con eco 
internacional y las demás 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 satisfacción a agazapadas vanidades o de supervalorar individuales. 

Lo histórico no avanza de fonna 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 días en que el hombre busca el origen 
y solución de sus inquietudes, de sus apetencias y de sus necesidades. Los colabo­
radores de este libro han eliminado, prácticamente, lo accesorio dado que el acúmu­
lo episódico no refuerza la energía ni el hábito vital de lo abordado no caen, a 
priori. en la máxima de Carlyle: «Hisrory. a destillarion of 1w11ow·». De un expo­
sitor de minucias a un creador de situaciones hay análoga 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 erudición. 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 aquí 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 --digámoslo una vez más- evidente. Sin acudir a erudiciones envolventes. 
ni a enfadosas pedanterías, facilitan la entrada en la polifacética ágora del estrés 
oxidativo. 

Al fin y al cabo un libro es comparable con un ser vivo: puede ir señalado con 
colores más o menos intensos o llevar. como paloma mensajera. multiformes nue­
vas. El lector lo cogerá o lo dejará. según tenga o carezca de aquello que buscaba. 
A mi parecer son aleccionadores estos capítulos; su atinada interpretación de los 
mecanismos oxidantes, autoriza a asignar a tan esclarecedora prosa aquel fragmento 
de la lírica de Jaroslav Seifert: «Oigo lo que no oyen los demás, pies descalzos 
pisando terciopelo». Como eficiente comprobación de lo antedicho incluyo, a ren-
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glón seguido, relación de los argumentos contemplados: Radicales libres y antioxi­
dantes: Fármacos y hepatotoxicidad: Mecanismos moleculares de la hepatotoxici­
dad por fármacos: Sistemas de transporte del glutation a través de la membrana 
plasmática y mitocondrial; Glutation, antioxidantes y envejecimiento; Hepatotoxi­
cidad y senescencia: Radicales libres y modificación oxidativa del DNA. Implica­
ciones en la carcinogenesis experimental y humana: Proteínas del estrés y hepato­
toxicidad; Regu lación redox de la muerte celular por apoptosis, Estrés oxidativo y 
homeostasis del calcio; Oxido nítrico y enfermedades vasculares; Estrés oxidativo 
inducido por intoxicación etílica en hígado; Metabolismo oxidativo de la cocaína en 
hígado; Hepatotoxicidad de la ciclosporina A. Fármaco de elección en la terapia de 
los trasplantes: La enfermedad inflamatoria intestinal y radicales libres de oxígeno: 
Análisis del estrés oxidativo por citometría de flujo: Microscopía confocal y estrés 
oxidativo en células. 

* * * 

Aspectos previos del acontecer oxidativo 

En la actualidad es cada vez más frecuente asignar a los radicales libres una 
misión primordial en el mecanismo de toxicidad de diversos compuestos químicos. 
Los radicales libres, incluyendo las especies activas de oxígeno, se producen tanto 
en las condiciones fisiológicas normales como en las patológicas. En consecuencia, 
las células desarrollan una serie de sistemas de defensa frente a su acción perniciosa 

a) Estrés oxidativo. Cuando la generación de especies activas de oxígeno y 
radicales libres sobrepasa la capacidad de los sistemas antioxidantes defensivos, se 
induce una situación 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 atmósfera que contiene oxígeno, cuya 
molecula es un biradical y posee dos electrones desapareados. Afortunadamente, en 
la configuración de la molécula de 0 2 estos electrones aparecen en diferentes orbi­
tales, lo que al limitar su reactividad permiten que las moléculas orgánicas no 
sufran una oxidación espontánea y explosiva. Por otra parte, en la reducción del 
oxígeno molecular a agua se incorporan cuatro electrones y se genera así un aporte 
energético que utilizan los seres vivos para sus procesos metabólicos. Sin embargo, 
en dicha reducción se generan especies intermedias reactivas como subproductos de 
la cadena respiratoria mitocondrial, que presentan gran toxicidad cuando no se 
eliminan de manera adecuada. 

La generación de dichas especies activas aparece incrementada en variados 
estados patológicos y en el envejecimiento. Cada vez son más las enfermedades en 
cuya etiología se encuentran agentes prooxidantes y cuya terapéutica tiende a aso­
ciarse con la administración de compuestos inhibidores de la oxidación. 
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b) Proteínas del choque térmico. Las proteínas del choque térm ico - HSP. 
Heat Shock Proreins. o proteínas del estrés-. las denominadas «Chaperoninas» o 
mas bien «carabinas». están s iendo ahora objeto de una gran atención por escogidos 
grupos de investigadores. Son proteidos que ayudan al plegamiento de otros. y a su 
restauración o eliminación cuando la lesión es irreversible. Su descubrimiento tuvo 
lugar en condiciones de estrés térmico pero, recientemente, se ha señalado que están 
involucrados en s ituaciones de estrés intracelular. Entre las distintas respuestas del 
genoma celular, la calificada de heat shock (HS) implica una adaptación que inclu­
ye la regulación de genes HS y la función de las antes citadas HSP. La inducción 
de la transcripción de las HSP constituye una respuesta rápida frente a situaciones 
de estrés agudo o crónico. Entre los estímu los que conducen a la expresión de los 
genes HSP cabe citar los agentes que desnaturalizan las proteínas, los estados fisio­
lógicos alterados y la respuesta inmune: en todos estos casos es imprescindible un 
incremento de la síntesis proteica. Unas HSP son constitutivas mientras que otras 
se sinterizan bajo la influencia de diversos perturbadores celulares, entre los que se 
citan los derivados del estrés oxidativo. La expresión de las HSP se regula a nivel 
transcripcional. El incremento de la transcripción en respuesta a una situación de 
estrés necesita la unión del heat shockfactor, (HSF). a una secuencia del DNA. que 
se localin en la .-egión promotora de los genes inducibles por calor. El HSF se 
encuentra en forma inacti va en el citoplasma de células no estresadas, pero un 
aumento en la temperatura o en el estrés. lo activa mediante su traslocación al 
núcleo y su ol igomerización. La conversión del HSF monómero inactivo a HSF 
oligómero activo es condición esencial para la transcripción de la HSP en mamífe­
ros y concretamente en el ser humano. 

c) Drogas de abuso: Desde tiempo ha. el etanol o alcohol etílico es la droga 
de abuso más utilizada por el ser humano de todos los tiempos: en nuestro mundo 
es cada vez más acusada la incidencia de la enfermedad hepática alcohólica, espe­
cialmente entre la población jóven. La intoxicación etílica, tanto aguda como cró­
nica. está íntimamente ralacionada con el estrés ox idativo resultante de una elevada 
producción de radicales libres y tambien con una disminución de la defensa antioxi­
dante. Los cambios inducidos en la peroxidación de lípidos y las lesión del DNA 
son pruebas de esta al teración en el equilibrio prooxidance/antioxidantc. El aumento 
adaptativo de los mecanismos hepáticos de defensa solamente contrarresta parcial­
mente la masiva generación de radicales libres proo.xidantes en casos de into'Xica­
ción etílica crónica. 

Otra droga de abuso. la cocaína. origina efectos hepatotóxicos. tanto en anima­
les de experimentación como en seres humanos. La toxicidad de este estupefaciente 
se debe tanto a la fonnac ión de radicales libres derivados de su metabolismo oxi­
dativo como a las especies activas de oxígeno que se generan como subproductos. 
Es destacable la potenciación de su toxicidad cuando se ingiere unida al etanol. 
debido a la formación de un metabolito que surge de la reacción entre ambas 
sustancias. el cocaetileno. Además cada día es mas alto el abuso simultáneo de 
ambas drogas dado que el efecto euforizante de la cocaína resulta más duradero 
cuando se ingiere unida el etanol. 

15 



A pesar de lo anterior, hay que tener muy en cuenta que las situaciones de estrés 
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, 
fármaco de elección en la terapia de los trasplantes, cuyo uso se encuentra limitado 
por su neuro. nefro y hepatotoxicidad. En el caso concreto del hígado, la ciclospo­
rina libera especies reactivas de oxígeno, por lo que una posible perspectiva tera­
péutica residiría en su administración conjunta con agentes antioxidantes. 

d) Senescencia. Se han expuesto teorías variopintas para explicar el envejeci­
miento, que se han ido descartando por falta de apoyo experimental. Hoy día la 
causa que atribuye a los radicales libres de oxígeno una acción predominante en la 
senescencia tiene cada vez más adeptos. El efecto de la senescencia sobre los 
sistemas involucrados en la defensa hepatocelular frente al estrés oxidativo, origi­
nado por la hepatotoxicidad de fármacos. recibe cada vez mas atención. Sin duda, 
una parte elevada de nuestra sociedad, que suele ser la que consume mayor cantidad 
de fármacos, exhibe una mayor casuística de reacciones adversas inesperadas. Estas 
respuestas nocivas pueden ser debidas a que el envejecimiento incrementa la sen­
sibilidad al daño hepatotóxico de los fármacos o afecta a su vida media. Los me­
dicamentos pueden convertirse en letales si su biotransformación es lenta, o no 
ejercer su efecto terapéutico si su biotransfonnación es rápida: este segundo caso 
cabe ocurra cuando el anciano recibe simultáneamente dos o más medicamentos y 
uno de ellos acelera la biotransformación de los otros. Por ello, el conocimiento de 
los mecanismos de toxicidad, de la interacción de los fármacos y de las alteraciones 
que se derivan del envejecimiento, ayudará a diseñar pautas de terapia geriátricas 
y, por tanto, una medicina preventiva más racional y menos costosa que las utili­
zadas hasta el momento. 

e) Terapia antioxidante. Lógicamente el tratamiento del estrés oxidativo pre­
ocupa a los investigadores. Los ensayos llevados a cabo hasta ahora confirman que 
su prevención parcial se logra mediante suplemento de antioxidantes como los 
tocoferoles y el ácido ascórbico, los precursores del glutation como la N-acetil 
cisteína o la inducción de enzimas implicados en la eliminación de las especies 
activas de oxígeno o radicales libres, como la superóxido dismutasa, catalasa, glu­
tation peroxidasa y glutation-S-transferasa. Los antioxidantes pueden actuar, en 
general, a través de cuatro mecanismos biológicos fundamentales: reduciendo la 
producción 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 peroxidación (vitamina E); reforzando las reservas 
naturales de defensa antioxidativa. 

Cuando una situación de estrés oxidativo llega a un punto irreversible origina 
la muerte celular, tanto por necrosis como por apoptosis. Concentraciones elevadas 
del especies reactivas de oxígeno inducen la necrosis, mientras que concentraciones 
bajas son responsables del suicidio celular o apoptosis, la cual puede ser prevenida 
por la acción de antioxidantes. 
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f) El óxido nítrico. Supongo que. en conexión con estos temas es aconsejable 
reseñar. aunque sea muy brevemente, las apasionantes investigaciones de Salvador 
Moneada concernientes al denominado NO u óxido nítrico, quien consiguió 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 e11dote­
li11111 deri1•ed relaxing factor (EDRF). Posterio1mente su grupo de trabajo aclaró que 
el NO es la molécula endógena responsable de la estimulación de la guanilato 
ciclasa soluble en tejidos varios. como el cerebro. la glándula adrenal o las plaque­
tas. El NO cs. asimismo. un factor citotóxico liberado por los macrófagos activos 
después de Ja agresión inmune. Estas dos propiedades, comunicación intercelular y 
citotoxicidad, están subordinadas a la producción de NO cuantitativamente diferen­
te por dos isofonnas de la oxido nítrico sintasa (NOS). Una es constitutiva, citosó­
lica, dependiente del calcio y la calmodulina y libera picomolcs de NO en respuesta 
a estímulo a través de receptor. En la otra su expresión génica es inducible por 
estímulos inmunológicos: es citosólica, independiente del calcio, libera nanomoles 
de NO durante períodos sostenidos y su producción es inhibida por glucocorticoi­
dcs. Ambas fonnas dependen del NADPH y de la tetrahidrobiopterina. El óxido 
nítrico es una molécula pequeña gaseosa con una elevada reactividad que se difunde 
en el músculo vascular liso donde activa la guanilato ciclasa soluble dando lugar al 
cGMP que es el responsable de la relajación muscular y de la dilatación de los 
vasos sanguíneos. Las evidencias acumuladas desde el descubrimiento de la vía L­
arginina indican la relevancia del NO en biología. El óxido nítrico es el mecanismo 
de transducción de la guanilato ciclasa soluble y activa otros enzimas. Como tal, el 
NO proporciona las bases bioquímicas a una variedad de funciones biológicas; es 
un efector inmunológico que explica el fenómeno de la inmunidad no específica, 
por la que desempeña funciones idóneas fisiológicas y posee propiedades de defen­
sa del huésped. 

Como final de este apartado parece prudente destacar el papel de las nuevas 
tecnologías en el estudio del estrés oxidativo que han colaborado en la detección de 
especies activas y en la observación del efecto de agentes tóxicos sobre su genera­
ción intracelular en tiempo y espacio. La citometría de flujo pennire evaluar en 
pocos minutos multitud de parámetros celulares. requiriendo para ello muy pocas 
células en suspensión. Por otra parte. la microscopía de fluorescencia y confocal 
detecta con elevada resolución cambios intracelulares evidenciables mediante fluo­
rocromos específicos. Tales técnicas se encuentran en pleno desarrollo y suponen 
un futuro alentador para la resolución de problemas fisiopatológicos de etiología 
hasta la fecha desconocida. 

* * * 
Todavía algo más 

La ciencia desde tiempos de Jos árabes ha tenido dos funciones: capacitarnos 
para conocer; prepararnos para hacer. Los helenos. con la excepción de Arquíme-
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des. sólo se interesaron en conocer. pero la ciencia española ha procurado que sus 
integrantes hagan. Ha habido voluntad y dedicación a tareas varias: se ha dado 
entendimiento para la búsqueda de nuevas rutas del conocimiento y sea esto dicho 
-;in petulancia. Hoy, a propósito de esta publicación concreta, paréceme que muchos 
podemos estar de acuerdo en una justa y calurosa apología. Y lo afim10 enfrentán­
dome con el creciente grado de intelectualización que tiende a hurtar afectividad. 
No quisiera dar la razón 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 día y otro de una doble corriente: el servicio a la 
sociedad; la individual satisfacción. Es verídico que alguna ve1. se ha estado expues­
to, por circunstancias múltiples -incomprensiones. desacertados planteamientos, 
celotipias- a caer en tierra, pero ha resurgido cual Ave Fénix, en enfático decir, 
y conseguido proseguir la tarea con renovado ímpetu. Un trabajo rentable es obvio 
si se mantienen las causas nobilísimas que pueden permitirle: dedicación. despren­
dimiento. sabiduría; como escribía Rubén Darío. se debe realizar: «porque es bello 
el bien». En este aspecto. en España grupos selectos de investigadores se han 
afanado en tareas conducentes a difundir la verdad que, como es lógico. no es 
pertenencia individual de nadie sino común 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 
bioquímicos genuinos. Al introducir y aconsejar su lectura he intentado no ser un 
cronista ensalzador. pero a mi entender, ofrece una información suficiente junto a 
un mapa de saberes atractivos para el erudito, como el reparto del índice lo demues­
tra elocuentemente. En conjunto es un mensaje destacable apoyado en una comu­
nicación jugo:-.a y atrayente. La clave est<í en su misma itinerancia: es una misión 
y no un pasatiempo; es un propósito y no una casualidad. 

Reitero que esta obra implica un recorrido por el mundo oxidativo. transforman­
te e inquisidor. De ahí 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 capítulos 
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 sólo 
devenir. C!'.tablecen una trama densa. Hay un animus bueno y un animus malo. El 
fracasado. el avasallador, el ambicioso. tienen un animus pc;orativo que se mani­
fie'>ta en '>US apreciaciones: en cambio el hombre honesto. lleva dentro de sí un 
c111111111s meyorativo que se trasluce igualmente en su-; ju1c1os. Quisiera y espero. que 
mi intervención presentadora sea. como señalaba al comien10. la del amigo: cons­
tructiva. amable y oportuna. 

Y tem1ino ya. El pecado de desmesura -la liyhris de los griegos- atenta 
contra los límites que nos impone nuestra conclici6n de seres finitos y temporales 
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y no quisiera yo rebasarlos en esta disertación. Mi encargo no podía ser oLro que 
un genérico apuntar desde impresiones equilibradas. Supongo que habrá quedado 
diáfana mi alineación de la subjetividad. Solamenle he intentado refrendar las po­
sitivas derivaciones de esta monografía que desde ahora se somete a pública utili­
zación y enjuiciamiento. 

En conexión con Lodo lo anterior desearía que ninguno de los que lean estas mis 
deshilvanadas líneas sienta en su ánimo la comezón de actualizar la rima de San 
Juan de la Cruz: 

«No quiera enviarme 
de hoy más 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 tóxico del oxígeno 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 oxígeno sobre los seres vivos en 1777 ( l ). 
Esto ocurría sólo dos años 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 patológicas de la exposición animal a altas 
presiones parciales de oxígeno. Así. se ha descrito que la toxicidad del O, es mayor 
cuanto más alta sea la tasa metabólica de la especie animal considerada. Esto tiene 
que ver probablemente con la alta letalidad de este gas en los homeotermos (como 
los mamíferos). y con el aumento de sensibilidad al oxígeno de los poiquilotermos 
confonne se eleva la temperatura. 

En los mamíferos y en el hombre existen tres órganos especialmente sensibles 
in 1fro. Si se trata a muchos mamíferos con oxígeno puro a tensiones nonnobáricas 
se produce la muerte en períodos tan cortos como 72 horas por daño al tejido 
pulmonar. uno de los expuestos a tensiones de oxígeno más altas en el organismo. 
acompañado en las etapas finales de edema y hemorragia (efecto Lorraine-Smith). 
La utilización de concentraciones menores de oxígeno (incluso inferiores al 50o/é) 
a presión nomrnl. puede causar ceguera irreversible en niños prematuros por daño 
a la retina Cfibroplasia retrolental). Si se suministra oxígeno puro. pero a presiones 
hiperbáricas (a más de 2-3 atmósferas). aparece una toxicidad aguda sobre el sis­
tema nervioso (efecto Paul Bert) que se manifiesta con estados com uls1vos que 
recuerdan a la epilepsia «de gran mal » y que pueden dar lugar a la muerte en horas 
o minutos según la dosis de exposición empicada. Hoy sabemos que el tejido ner­
vioso es altamente sensible al oxígeno y su mayor resistencia in l'il'o en relación al 
pulmón se debe a su menor grado de hiperóxia tisular resultante de la saturación de 
la hemoglobina a presiones parciales del orden de sólo 100 mm de Hg. 

A pesar de la gran acumulación de descripciones sobre los efcc1os nocivos del 
oxígeno a muchos niveles de observación. durante mucho tiempo se careció de 
teorías que pudiesen explicar su toxicidad. El primer mecanismo general propuesto 
consistió en suponer que el oxígeno inact1vaba enzimas que presentaban grupos 
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tiólicos esenciales en su fonna reducida, -SH, (3). Aunque este mecanismo se ha 
demostrado experimentalmente para algunas enzimas como la nitrogenasa bacteria­
na, Ja gJutamato descarboxilasa de cerebro de pollo, o Ja enzima glucolítica glice­
raldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (4), está claro hoy en día que no puede explicar 
mas que una pequeña parce de los procesos celulares alterados por el oxígeno. No 
deja de ser interesante, sin embargo, que uno de los principales sistemas protectores 
frente a este tipo de inactivación 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 daño oxidativo en los sistemas biológicos 
se debe a que la utilización del oxígeno por las células da lugar a la generación de 
radicales libres. Un radical libre es una molécula o átomo que posee un electrón 
desapareado en su orbital más externo. La teoría de la toxicidad del oxígeno por 
radicales libres fue propuesta por primera vez por la investigadora argentina Rebeca 
Gershman en 1954 (5) como consecuencia de sus experimentos con 0 2 hiperbárico 
y de las observaciones previas de Ozorio de Almeida sobre la similitud de las 
alteraciones histológicas producidas por el oxígeno hiperbárico y por las radiacio­
nes, ya que se sabía que estas últimas dañan en gran medida a través de la gene­
ración de radicales libres. Rebeca tuvo también la habilidad de unir a estas obser­
vaciones con el concepto clásico expuesto por Michaelis en 1940 «toda oxidación 
(o reducción) solo puede producirse en pasos de oxidaciones (o reducciones) de 
carácter univalente» (6), que fue desechado debido en gran medida a la oposición 
y autoridad de Otto Warburg, quien defendía el carácter tetravalente de las oxida­
ciones biológicas como el que hoy sabemos que se da a nivel de la citocromo 
oxidasa mitocondrial. La teoría no recibió sin embargo un impulso definitivo hasta 
el descubrimiento de la superóxido dismutasa en 1969 por Joe McCord e lrwing 
Fridovich (7). lo que ponía de manifiesto la existencia y relevancia de un radical 
libre (el superóxido) en las células aerobias. 

La vía univalente de reducción del oxígeno (Fig. 1) da lugar a tres formas 
«incompletamente reducidas» del oxígeno entre éste y el agua, el radical superóxido 
(02· ), el peróxido de hidrógeno (Hp2), que no es un radical pero puede generarlos 
y el radical hidroxilo (OH). El radical superóxido, 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 metálicos como el hierro 
o el cobre, la combinación del 0 2· y el Hp2 en la reacción de Fenton o Haber­
Weiss da lugar a OH (Fig. 2). El verdadero papel del 0 2· en esta reacción es el de 
actuar como reductor del hierro. Como se observa, el 0 2" necesita al H20 2 para 
poder producir la especie oxidante (OH), mientras que el Hp2 no necesita al 
0 2· para poder hacerlo. Esto, junto con la presencia del H20 2 en las células a 
concentraciones muy superiores a las del 0 2·• convierte al peróxido de hidrógeno 
en una especie con gran capacidad de generar daño oxidativo a pesar de no ser un 
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Figura . l E11 la 1•ía u11ii·aleme de reducción del oxígeno se forman especies actiw1s inco111ple­
tame11te reducidas por adición sec11e11cial de electro11es de uno en 11110 e11 el siguiellle orden: 
radical superóxido (O!· ). peróxido de hidrógeno (Hp!). y radical hidroxilo (OH). En ca111hio. 
la adició11 de cuatro electrones al oxígeno. co1110 ocurre en la citocro1110 oxidasa 111iroco11drial 
(COX), permite su reducción a agua sin que se liberen radicales de oxígeno. 

HABER-WEISS, FENTON 

3+ 
Oí+ Fe 

2+ 
Fe 

3+ 
Fe+ OH +OH · 

OH + OH·+ 02 

Figura 2. En la reacción de Haber-Weiss o de Fenron, el superóxido reduce el hierro férrico 
a ferroso. y éste reduce 11101welectrónica111en1e al peróxido de hidrógeno, dando lugar a la 
formación del radical hidroxilo. alra111e111e reactÍl'o. El hierro 110 se consume e11 el proceso. 
acruando como catali::.ador del 111is1110. El cobre puede substituir al hierro oscilando entre las 
l'ale11cias +2 y + 1. 
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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 más reactivas presentes en el organismo. Su 
electrón desapareado puede reaccionar inespecíficamente con casi cualquier tipo de 
molécula a 2-3 diámetros moleculares de su lugar de formación. La alta reactividad 
del OH impide su difusión a largas distancias a través de la célula, papel que le 
correspondería al Hp2• Este último sería, por tanto, también responsable de la 
propagación del daño oxidativo entre fracciones subcelulares. Se ha demostrado 
generación de 0 2- y Hp2 por parte de enzimas y mediante la autooxidación de 
moléculas biológicas en casi todas las fracciones celulares incluyendo la citosólica, 
mitocondrial. peroxisómica, microsómica así como en las membranas plasmática y 
nuclear. La presencia simultánea de estas dos substancias (o sólo de Hp2) puede 
generar OH en la mayoría de los rincones celulares. La necesidad de la presencia 
de metales de transición en la reacción de Fenton convierte al hierro y al cobre (los 
más abundantes en los sistemas biológicos) en agentes esenciales como catalizado­
res del daño oxidativo. 

Por otra parte. si al oxígeno basal (forma triplete). que es un biradical con 
espines paralelos. se le suministra energía suficiente. uno de sus dos electrones 
desapareados sufre una inversión de espín quedando ambos antiparalelos. lo que le 
confiere una gran reactividad (oxígeno singlete). Las reacciones oxidativas en las 
que interviene el oxígeno singlete se manifiestan y son cuantificables por la emisión 
espontánea de quimioluminiscencia de baja intensidad en todo tipo de células. La 
mayoría de los autores han dejado de considerar al singlete como iniciador bioló­
gico del daño oxidativo. De todas formas, uno de los mejores marcadores del 
singlete es la emisión de quimioluminiscencia. Dicha emisión es la base de métodos 
de medida del estrés oxidativo de máxima 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 orgánulos son responsables de más del 90% del consumo 
de oxígeno celular y a que los radicales libres en los sistemas biológicos proceden 
siempre. en último término. del metabolismo del oxígeno por la vía univalente. De 
los cuatro Complejos responsables del transporte electrónico en la cadena respira­
toria, se ha observado producción de radicales libres en mitocondrias aisladas en 
el Complejo I (8) y en el Complejo m (9). En el caso del Complejo I, los can­
didatos más probables como generadores de radicales libres parecen ser los centros 
hierro-sulfurados ( 10). mientras que en el caso del complejo lII se ha debatido 
intensamente sobre si podrían corresponder a la semiquinona (9) o al citocromo b 
( 1 1 ). Entre las posibles consecuencias de esta producción 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 daño oxidativo al ADN mito-
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condrial es mucho más acusado que en el núcleo, y parece acumularse exponen­
cialmente con la edad ( 14). Esto podría contribuir a la acumulación de deleciones 
y mutaciones que se da en los tejidos post-mitóticos 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 macrófagos experimentan un aumento muy acusado de su 
consumo de oxígeno llamado «estallido respiratorio». Dicho consumo ocurre prin­
cipalmente en la membrana plasmática donde un complejo enzimático. la NADPH 
oxidasa, se activa y produce radicales de oxígeno a partir de oxígeno basal y elec­
trones derivados de la vía de las pentosas ( 15-17). Estos radicales libres contribu­
yen de forma acusada a la destrucción o inactivación del agente infeccioso de 
modo directo, o por combinación con halógenos como el cloro para generar agen­
tes extremadamente reactivos como el hipoclorito o las monocloraminas. El com­
plejo NADPH oxidasa está compuesto, al menos, por una ílavoproteína y un ci­
tocromo b heterodimérico de membrana, a los que se les suman dos proteínas 
citosólicas (p67 y p47) durante la activación del complejo. En dicha activación 
intervienen fosfolipasas C y D reguladas por proteínas G. y el mecanismo intra­
celular incluye aumentos de concentración de calcio y fosforilación de las proteínas 
p67 y p47, procesos que parecen estar modulados por GTP y magnesio. La impor­
tancia de la generación de radicales libres en la defensa frente a las infecciones se 
pone de manifiesto en la enfermedad crónica 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 producción de radicales libres por los fagocitos es útil para 
el organismo, en muchos procesos patológicos se produce infiltración secundaria 
de estas células del sistema inmune en los órganos afectados. De este modo, se ha 
propuesto que el daño oxidativo durante la hiperóxia, el síndrome de isquemia­
rcperfusión. el ejercicio, la endotoxina en el choque séptico, la esclerosis múltiple. 
el humo del tabaco, las fibras de asbestos u otros procesos puede deberse, en parte, 
a la producción excesiva de radicales libres por las células fagocíticas. También se 
sabe que la inflamación crónica está asociada con el aumento de la frecuencia de 
muchos tipos de cánceres. Esto podría deberse al daño prolongado producido por 
las células fagocíricas en el material genético del tejido inflamado. que podría dar 
lugar a los procesos de iniciación y/o promoción tumoral y a su fijación mediante 
mitosis ( 18). 

Otro papel relevante de los radicales libres en relación con los procesos pato­
lógicos es su producción durante el síndrome de isquemia-reperfusión. La compren­
sión de este fenómeno es primordial, ya que la isquemia cerebral y de miocardio es 
la principal causa de muerte en las sociedades avanzadas. El daño irreversible 
durante la isquemia se debe fundamentalmente a la falta de oxígeno, que da lugar 
a caída de la concentración de ATP, degradación de AMP y acumulación de hi­
poxantina, a la vez que se estimula la glucolísis anaerobia con la consiguiente 
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acidificación del tejido. La reperfusión a tiempo es esencial para evitar la necrosis 
tisular. Sin embargo, se sabe que durante la reperfusión se produce un daño adicio­
nal debido a la producción de radicales de oxígeno. La hipótesis clásica para expli­
carlo ( 19) consiste en la conversión de la enzima xantina deshidrogenasa a la fonna 
xantina oxidasa durante la isquemia. Al llegar la reoxigenación, estando presentes 
tanto la enzima como su substrato, se produce Ja conversión de la hipoxantina en 
xantina y ácido úrico. Los electrones liberados por la hipoxantina no pasan al NAD 
como ocurre con la fonna deshidrogenasa de la enzima, ya que la forma oxidasa los 
cede al oxígeno molecular, fonnando radicales libres. Otro mecanismo alternativo 
consiste en el aumento del grado de reducción de los transportadores de electrones 
de la cadena mi tocondrial durante la isquemia hasta valores cercanos al 100%, 
debido a la falta de aceptor natural, el oxígeno. Al aparecer súbitamente el oxígeno 
durante la reperfusión, dichos electrones son fácilmente cedidos al mismo a partir 
de dicha cadena, aumentando de fonna acusada la generación de radicales libres. Se 
ha propuesto también la intervención de los fagocitos durante el síndrome de isque­
mia-reperfusión. Los radicales libres también están implicados en la oxidación de 
las lipoproteínas de baja densidad (LDL), lo que es esencial para su fagocitosis por 
macrófagos que los convierte en células espumosas. Dichas células intervienen en 
la fonnación de la placa arteriosclerótica en las paredes de los vasos sanguíneos, un 
proceso básico que estimula la aparición de las enfennedades cardiovasculares. 

Muchos de los procesos anteriores relacionan a los radicales libres con procesos 
dañinos para el organismo. De todos modos, cuando sus niveles se controlan ade­
cuadamente, los radicales libres también intervienen en procesos útiles para el in­
dividuo. Esto es quizás lo que ha impedido su eliminación en el curso de la evo­
lución, según se ha revisado recientemente (20). Dichos usos útiles incluyen 
procesos muy variados como la defensa frente a la infección, la destoxificación de 
xenobióticos, la reducción de ribonucleósidos, las acciones de hidroxilasas y dioxi­
ge:rnsas, la carboxilación del glutámico, la señalización celular por óxido nítrico (un 
radical libre), la detección de Ja p02 en el cuerpo carotideo, la transducción intra­
celular de señales a través de factor nuclear !...appa-B y los productos génicos c-fos 
y c-jun, la modulación de segundos mensajeros como el GMP cíclico. las acciones 
de prostaglandinas y leucotrienos, Ja agregación plaquetaria, Ja coagulación sanguí­
nea, el potencial de membrana. Ja elevación antipolispénnica de la membrana de 
fecundación, Ja defensa interindividual en los insectos, o la bioluminiscencia (21-
34). Se ha descrito también un papel para los radicales libres durante la generación 
de calor mediante termogénesis sin escalofrío (35). 

4. PEROXIDACfON LIPIDICA 

Todo proceso de peroxidación de macromoléculas ocurre en tres etapas bien 
definidas: iniciación, propagación y tenninación. En el caso más conocido y quizás 
más importante desde el punto de vista de la toxicidad aguda - la peroxidación 
lipídica- la iniciación consiste en la extracción de un electrón 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 ácidos grasos po­
liinsaturados son las más sensibles al ataque por radicales libres debido a la pose­
sión de dobles enlaces. Se forma así un radical aJquil (L ) que se convierte en 
peroxil (LOO) por adición de oxígeno y que en varias reacciones, como su reduc­
ción a hidroperóxido (LOOH), puede dar lugar a propagación de la peroxidación al 
generar otro radical alquil (L ) en el ácido graso contiguo en la membrana. La 
propagación explica el carácter de reacción en cadena de la peroxidación lipídica, 
mediante la cual una sola iniciación puede dañar un gran número de moléculas. La 
reacción se termina por la reacción de radicales (por ejemplo de tipo alquil) con­
tiguos, dando lugar a puentes cruzados (L-L), o mediante la fragmentación del ácido 
graso en gran número de productos como el malondialdehido (el marcador más 
ampliamente utilizado). el 4-hidroxinonenal o alcanos que aparecen en el aire es­
pirado (base del único método de medida no invasivo). Aunque estos procesos se 
han estudiado fundamentalmente con ácidos grasos insaturados y sus ésteres. pare­
cen darse procesos análogos con otros lípidos como los esteroides. Los productos 
de los lípidos autooxidados son normalmente muy complejos porque se pueden 

1 PEROXIDACION LIPIDICA 1 
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Figura 3. Esquema rcs11111c11 de las reaccio11e.1 principales de la peroxidacicín lipídica. LH = 
lípido 111/acto. L = radical lipídico olq111/: LOO = radical lipídico pera.1il. LOO// = ludrope­
róxido /1píd1co. LO = radical lipídico alco.11/: LO// = hidróxido lipídico (e.\tahleJ. 
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formar muchas substancias distintas con solo unas pocas reacciones básicas de 
propagación. Además, los productos de la autooxidación, los hidroperóxidos y los 
peróxidos cíclicos, son a su vez especies muy reactivas, lo que da lugar a la forma­
ción de productos secundarios. Parte de las investigaciones más recientes están 
enfocadas a aclarar la peroxidación en sistemas agregados como las LDL. En estos 
modelos se sabe que tanto et tamaño de partícula como la presencia de tocoferoles 
puede tener una importancia capital para la cinética de la autooxidación (36) . 

El hierro es un estimulador de la peroxidación lipídica, pudiendo participar en 
las reacciones de iniciación o propagación. De acuerdo con esto, la desferroxiamina 
es un potente inhibidor de la peroxidación lipídica estimulada por hierro. La peroxi­
dación lipídica inducida por hierro se estimula mediante bajas concentraciones de 
un reductor como el ascorbato (peroxidación no enzimática), o tiene lugar con la 
participación de NADPH como reductor y de cadenas de transporte electrónico 
como la microsomal (peroxidación enzimática). La peroxidación lipídica puede 
también ser estimulada por el oxígeno singlete, el ozono, o radicales halógenos. Se 
suelen utilizar muchas técnicas para estimar la peroxidación lipídica, como el con­
sumo de oxígeno, la valoración de peróxidos mediante yodo o enzimas, valorando 
dienos conjugados, la producción de hidrocarburos volátiles en el aire espirado, la 
pérdida de ácidos grasos insaturados, la producción de quimioluminiscencia, la 
acumulación de pigmentos fluorescentes, la valoración de aldehídos o malonalde­
hído mediante el test del ácido tiobarbitúrico. Todos estos métodos son perfecta­
mente válidos en modelos de peroxidación estimulada in vitro, pero tienen proble­
mas de interferencia con substancias no relacionadas con la peroxidación lipídica 
cuando se aplican a materiales biológicos in 1•ivo. Recientemente se ha puesto en 
marcha la que parece ser la única técnica disponible con suficiente sensibilidad y 
especificidad para estudios in vivo: la medida de hidroperóxidos de fosfolípidos por 
detección quimioluminiscente post-columna tras separación mediante cromatografía 
líquida de alto rendimiento-HPLC (37 ,38). 

5. DAÑO OXIDA TTVO A PROTEINAS 

Aunque se ha dedicado mucha más atención a la peroxidación lipídica, hoy 
sabemos que también se producen ataques similares por parte de radicales libres a 
proteínas o ácidos 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 carácter cualitativo del daño o por la mayor dificultad de reparación del 
mismo, como puede ocurrir en el caso del ADN. Las proteínas pueden ser atacadas 
incluso a nivel de estructura primaria, y algunos grupos han mostrado que la oxi­
dación en residuos de aminoácidos discretos sirve de marcador para sistemas pro­
teolíticos no dependientes de A TP, para los que se han propuesto nombres como el 
de macroxiproteinasa, que habrían sido especialmente diseñados en la evolución 
para eliminar proteínas oxidadas (39). 
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Muchos estudios. entre los que destacan los liderados por el grupo de Stadtman, 
han dado lugar a Ja conclusión de que el Hp2 y las formas reducidas del hierro y 
el cobre, generados por oxidasas de función mixta, interaccionan en los sitios de 
unión de estos metales a las proteínas, produciendo radicales libres que oxidan 
inmediatamente a los residuos de aminoácidos vecinos. Este proceso se considera 
pues específico del sitio de unión del metal. En muchas enzimas este sitio de unión 
de metales puede ser el centro activo. Entre los aminoácidos más sensibles al daño 
oxidativo en las proteínas se encuentran la histidina, la prolina, la arginina, la lisina 
y la cisteína. Como consecuencia se forman grupos carbonilo, o se producen con­
versiones de unos aminoácidos en otros, como ocurre con la transformación de 
histidina en asparragina. Los grupos carbonilo aparecen en varios sistemas de oxi­
dación in 1•itro. como los relacionados con el citocromo P-450, los sistemas metal/ 
ascorbato, o los que utilizan xantina oxidasa. Según Stadman y colaboradores, el 
contenido en carbonilos aumenta durante el envejecimiento en roedores y humanos 
(40). La medida del daño oxidativo a proteínas en muestras biológicas se suele 
realizar mediante la valoración de grupos carbonilos por barrido espectrofotométri­
co o mediante isótopos. Estas técnicas son suficientemente sensibles pero no están 
libres de interferencias. Los intentos de desarrollar métodos más específicos por 
HPLC no han rendido. hasta el momento. resultados suficientemente satisfactorios. 

6. DAÑO OXIDATIVO AL ADN 

Los radicales libres reaccionan con Jos componentes del ADN mediante adición 
o abstracción. En presencia de oxígeno, se forman radicales peroxil por adición del 
mismo a las bases o al azúcar del ADN. Las reacciones posteriores de los radicales 
formados en el ADN dan lugar a un gran número de productos. También se fomrnn 
puentes cruzados ADN-proteína. Muchos de estos productos encontrados in l'itro 
también aparecen en el ADN de tejidos animales tras el tratamiento con substancias 
que estimulan la generación de radicales libres. Según los estudios liderados por 
Bruce Ames ( 18), el daño oxidativo al ADN y la mitogénesis son dos causas 
importantes del cáncer. En los mamíferos, las altas tasas metabólicas y la longevi­
dad corta están asociadas con una alta frecuencia de daño oxidativo al ADN y con 
una alta frecuencia de cánceres, y lo inverso ocurre en animales como el hombre 
con baja Lasa metabólica y alta longevidad. Incluso en los humanos se ha calculado 
que se producen como media 10.000 impactos de daño oxidativo al ADN de origen 
endógeno por día (41 ). una cantidad cientos de miles de veces superior a la causada 
por la radiación natural de fondo. 

El número de productos del ataque a las bases del ADN por radicales libres 
supera la veintena. Uno de los primeros en valorarse por HPLC con detección 
ultravioleta fue la timina glicol. La baja sensibilidad de este tipo de detección ha 
dado lugar en los últimos años a la valoración de gran número de productos por 
cromatografía de gases-espectromerría de masas, o de la 8-hidroxideoxiguanosina 
(8-0HdG) por HPLC con detección electroquímica. La primera técnica permite la 
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valoración simultánel de muchos productos, mientras que la segunda sólo valora 
uno. Además, Ja detección de masas permite una identificación inequívoca, mien­
tras que en el caso de la HPLC-EC ésta se basa solo en el tiempo de retención en 
la columna. Sin embargo, recientemente ha quedado claro que los valores mucho 
más altos (hasta un orden de magnitud) obtenidos con la detección de masas se 
deben a artefactos generados durante la manipulación (imprescindible) de las mues­
tras. Por eso, parece que la técnica de preferencia sería la de HPLC con detección 
electroquímica (EC), aunque algunos autores no descartan que en este caso se 
subestime, en lugar de sobreestimarse, el nivel de daño oxidativo al ADN. 

Al menos en el caso del ADN nuclear se cree que el hierro juega de nuevo un 
papel importante en el daño oxidativo, al ser uno de los contraiones de Ja macro­
molécula. Si el HP2 llega al núcleo, reacciona con el hierro ferroso, generando 
radical hidroxilo que ataca en ese mismo lugar al azúcar o a Ja base, produciendo 
roturas de la hebra y modificaciones en las bases. Estas lesiones pueden dar lugar 
a mutaciones y a fenómenos carcinogénicos. Esto explicaría la asociación epide­
miológica positiva entre los depósitos de hierro y el riesgo de cáncer. Otros autores 
piensan que el cobre puede también cumplir un papel similar al del hierro en la 
mediación del daño oxidativo al ADN nuclear. 

El daño oxidarivo al ADN mitocondrial es unas 15 veces superior al del ADN 
nuclear (42). Esto se debe, sobre todo, a la cercanía de dicho ADN al lugar principal 
de generación de radicales libres en la célula sana, la cadena de transporte electró­
nico mitocondrial. Además, el ADN mitocondrial en el hombre está tan «empaque­
tado» que todo él codifica. También carece de histonas y poliaminas que puedan 
protegerlo y su capacidad de reparación es mínima en relación 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. Además, el daño oxi­
dativo y las deleciones del ADN mitocondrial aumentan exponencialmente con la 
edad en el corazón humano (43). Este y otros hechos han llevado a pensar que el 
daño 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 núcleo, no en 
la mitocondria. Es interesante resaltar que se ha descrito también un aumento de la 
8-0HdG con la edad en varios tejidos de rata (41 ). aunque el hallazgo no es com­
partido por todos Jos autores (45). Pero es especialmente importante que los niveles 
de 8-0HdG en el ADN nuclear son tanto menores cuanto mayor es la longevidad 
máxima de la especie animal, mostrando el hombre los niveles mínimos de todos 
los mamíferos estudiados hasta la fecha, que son menos longevos que él (46, 47). 
Esto es lo que cabría esperar si una baja producción mitocondrial de radicales libres 
da lugar a un menor daño 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 daño oxida­
tivo se transmite desde las mitocondrias hasta el núcleo, dando lugar a una menor 
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alteración 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 más popular de que el daño oxidativo mitocon­
drial daría lugar a una crisis energética por déficit en la producción de ATP y 
fracaso subsiguiente en la homeostasis celular en innumerables procesos dependien­
tes de energía, parece ser contradicha por trabajos experimentales que indican que 
la respiración y la fosforilación oxidativa continúan intactas en las mitocondrias de 
individuos viejos (49). En cualquier caso, se sabe que en la membrana nuclear 
existe también una cadena de transporte electrónico de función fisiológica incierta 
que también genera radicales libres, aunque de modo mucho menos intenso que en 
las mitocondrias. Debido a la ausencia de métodos adecuados, aún no es posible 
saber cuál es su contribución relativa al daño oxidativo total del ADN. La informa­
ción disponible sugiere, sin embargo, que las especies animales con longevidades 
elevadas poseen una baja intensidad de generación de radicales libres y/o una alta 
actividad de reparación de su ADN (44). 

7. ANTIOXIDANTES 

Los datos presentados en las secciones anteriores muestran que siempre existe 
un cierto nivel de daño oxidativo, lo cual supone que una fracción 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
ración y la intensidad de eliminación de radicales libres. Este equilibrio se puede 
dar con altos niveles de generación y destrucción o viceversa, como ocurre en las 
distintas especies animales (44). También puede darse dentro de una misma especie 
en distintas condiciones. Así, cuando aumenta la producción de radicales libres, 
debido a causas exógenas -o endógenas como puede ocurrir en el ejercicio o el 
hipcrmetabolismo- se puede dar una regulación compensadora a la alza en las 
defensas antioxidantes. Cuando este equilibrio entre generación y destrucción de 
radicales libres se altera, la célula entra en un proceso degradativo patológico. De 
aquí la importancia del estudio de los distintos sistemas antioxidantes celulares. 

7.1. Superóxido dismutasas 

Las superóxido dismutasas (SOD) son enzimas que eliminan el radical supe­
róxido. Durante la reacción una molécula de superóxido se oxida hasta 0 2 molecu­
lar, mientras que la otra se reduce a H20 2• Por tanto, más que eliminar formas 
activas del oxígeno, esta enzima transforma una (el superóxido) en la otra (el Hp2) . 

Esto probablemente explica resultados aparentemente paradójicos, en los que un 
exceso de enzima puede llevar al individuo a una situación deletérea. Esto se ha 
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visto en animales o células transgénicas con aumento del número de copias del gen 
de la SOD y se ha propuesto que podría estar implicado en el síndrome de Down, 
ya que el gen de la SOD citoplásmica se encuentra en el cromosoma 21 en el 
hombre. La enzima citoplásmica fue descubierta por Joe McCord e Irwin Fridowich 
en 1969 (7), lo que supuso un impulso definitivo para el desarrollo de la investi­
gación biomédica sobre radicales libres. 

La constante de velocidad de la reacción catalizada por la SOD es del orden de 
2 x 109 M 1 s· 1

• lo que hace que casi esté limitada únicamente por la difusión. 
Existen dos formas moleculares en los animales: la SOD Cu-Zn (el átomo de Cu es 
el que realiza directamente la dismutación) abunda en el citoplasma, es dimérica y 
tiene un peso molecular bajo (30 kDa); la SOD Mn (el átomo de manganeso realiza 
la dismutación) 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 interacción del cianuro o el DDC con el sistema generador o detector de 0 2·, 

junto con la frecuente inhibición incompleta de la SOD-Cu-Zn y la gran despropor­
ción de las dos formas (del orden de 9: 1) en tejidos como el hígado dificulta la 
obtención de resultados fiables con ese tipo de métodos. En las procariotas existen 
SOD con número variable de subunidades y con Fe, Mn o ambos como metal. La 
secuencia de aminoácidos de la SOD de procariotas guarda homología con la SOD­
Mn de los animales pero no con la SOD Cu-Zn, lo que está de acuerdo con la 
hipótesis del origen simbiótico de las mitocondrias. Se ha descrito otra SOD-Cu-Zn 
dimérica. presente en líquidos extratracelulares como el plasma, la linfa o el líquido 
sinovial. que podría ser de especial relevancia en el control de las reacciones infla­
matorias. El marcaje inmunotluorescente con anticuerpos monoclonales sugiere que 
la SOD Cu-Zn es predominantemente peroxisómica, al menos en fibroblastos hu­
manos y en células de tumores hepáticos. Su localización citosólica podría deberse 
a la rotura de los peroxisomas durante la homogeneización (50). 

7.2. Catalasas 

Las catalasas catalizan dos tipos de reacciones. En la reacción cata/ática se 
produce la dismuración de dos moléculas de peróxido de hidrógeno. Una se oxida 
a oxígeno y la otra se reduce a dos moléculas de agua. En la reacción peroxidatim 
se utiliza un substrato inespecífico como reductor para transformar una sola mo­
lécula de peróxido de hidrógeno en dos de agua. Es decir, en este caso la enzima 
actúa como una peroxidasa. La enzima tiene una KM y una Y m.u muy altas por el 
H20 2, lo que la convierte en principio en más adecuada para eliminar el Hz02 

celular cuando su concentración sube mucho. Es una de las enzimas más activas 
que se conocen, exhibiendo una actividad molecular de 5.600.000 moléculas de 
peróxido de hidrógeno 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 telramérica en la que el átomo de Fe realiza el intercambio 
redox. 

7.3. Glutation peroxidasas 

Las glutation peroxidasas (GPx) eliminan hidroperóxidos utilizando GSH (glu­
tation reducido) como reductor. Esta actividad fue descubierta por Mills en la dé­
cada de los cincuenta. Una forma enzimática es dependiente de Se, elemento que 
es esencial para su actividad y controla la síntesis de la proteína, es tetramérica y 
tiene entre 76 y 105 kDa. Elimina tanto hidroperóxidos orgánicos (ROOH) como 
inorgánicos (Hp 2). La otra forma no contiene selenio, tiene un peso molecular 
menor, es dimérica (al menos en algunas de sus formas) y sólo 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 destoxificación de 
xenobióticos) con subunidades Y .. o Y<. 

Las GPx están presentes en el citosol y en las mitocondrias (principalmente 
GPx-Se en este último caso). Su KM y vm.u por el H20 2 son bajas, lo que las hace 
idóneas para eliminar concentraciones pequeñas de H20 2 y complementarias respec­
to a la catalasa. No pueden trabajar en la fracción lipídica. por lo que eliminarían 
los ROOH lipídicos, reduciéndolos a sus formas estables (ROH). sólo tras la libe­
ración previa del ácido 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 trabajaría directamente en la fracción lipídica. Esta GPx 
de hidroperóxidos de fosfolípidos (PH-GPx) se distribuye en muchos tejidos, es 
más resistente a la deficiencia en selenio y requiere más selenio para mostrar toda 
su actividad (51 ). Existen otras GPx en el plasma antigénicamente diferentes de las 
citosólicas. Son glucoproteínas, con un M, de 22.500 según la determinación por 
electroforésis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS y podrían proceder 
del riñón (52). 

7.4. Glutation reductasas 

Las glutation reductasas reducen una molécula de glutation oxidado (GSSG) a 
dos de GSH a expensas de equivalentes de reducción en forma de NADPH. Puesto 
que el pool de GSH celular es limitado y la elevación de la tasa GSSG/GSH es 
altamente tóxica para la célula, esta enzima es de vital importancia para el funcio­
namiento de la eliminación de H20 2 por la vía de la GPx. así como para la recons­
titución del GSH oxidado no enzimáticamente. Las GSH reductasas presentan FAD 
unido a la enzima, que es esencial al actuar como coenzima. Están presentes en el 
citosol y en las mitocondrias. Puesto que la glutation reductasa precisa a su vez de 
NADPH como fuente de equivalentes de reducción, las enzimas de la vía de las 
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pentosas glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (pro­
ductoras citosólicas de NADPH) constituyen una segunda línea de defensa antioxi­
dante. 

7.5. Regulación génica de las enzimas antioxidantes 

Las concentraciones de enzimas antioxidantes en las células están sujetas a 
regulación génica, de forma que aumentan rápidamente en respuesta a factores de 
transcripción que detectan cambios en el nivel de estrés oxidativo (53). Durante la 
evolución han aparecido equipos específicos de genes con promotores especialmen­
te diseñados para este propósito. La exposición de E. coli y S. typhimurium al Hp2 

induce hasta 30 proteínas 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 inducción está controlada por 
una proteína OxyR que se une al ADN al oxidarse en presencia de peróxido de 
hidrógeno. El /ocus génico que corregula estas proteínas de estrés se denomina 
o.>.)'R y controla a la catalasa, la GSH reductasa, y la alquilhidroperoxidasa. Otro 
/orns génico diferente, llamado regulón soxR (que responde a superóxido), controla 
nueve proteínas incluyendo a la SOD-Mn, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. la 
endonucleasa IV (implicada en la reparación del ADN), así como proteínas ribosó­
micas (S6) o de membrana (OmpF). El lorns está formado por los genes so.\R y 
soxS, separados sólo por 85 pares de bases. El sistema también responde a agentes 
que generan radicales libres por ciclos redox (como el paraquat). o a descensos en 
los niveles de NAD(P)H celular. En los eucariotas los mecanismos de regulación se 
conocen mucho menos. aunque parecen jugar un papel importante los propios co­
factores metálicos de las enzimas antioxidantes Cu, Fe, Mn y Se. Varias hormonas 
y citocinas también parecen tener un papel en los animales. Así, el factor de necro­
sis tumoral (TNF) y algunas interleucinas inducen la SOD en el pulmón de rata (54) 
y aumentan la expresión de la catalasa, la GPx y la GSH reductasa. Las actividades 
de la SOD y de la catalasa también aumentan en el riñón o el pulmón de roedores 
tras el tratamiento con estrógenos 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-Gyürgyi 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 sólo 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 oxidación monoelectrónica del ascorbato) y dehidroascorbato (DHA; 
tras la oxidación bielectrónica del ascorbato). Puede eliminar el 0 2 .. , el OH o el 
HP2 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 reducción del NADPH 
mediante la catálisis por una DHA reductasa (58) o por enzimas dependientes de 
GSH que corresponderían (59) o no (60) a tioltransferasas. También se ha descrito 
recientemente una AFR reductasa en la membrana plasmática que reduce AFR 
extracelular a partir de NADH (61 ). La medida de la razón DHA/ascorbato puede 
constituir un buen estimador del estrés oxidativo celular (62). 

Se sabe que niveles apropiados de ascorbalo en la dieta, mucho mayores que los 
necesarios para evitar el escorbuto, reducen drásticamente el daño oxidativo in vivo 
a Iípidos y proteínas en animales como el cobayo que, igual que el hombre, no 
pueden sintetizar este antioxidante (63). Una revisión reciente indica que los niveles 
de ascorbato disminuyen de fonna consistente con la edad en el hombre y que este 
efecto no se debe a un descenso en su ingesta (63). Además, 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 cánceres (64), 
enfennedades cardiovasculares (65), cataratas (66) y otras enfennedades degenera­
tivas (63) se basa, en gran medida. en estudios epidemiológicos o de intervención 
en humanos y es objeto de intenso debate en Ja actualidad. Según algunos autores. 
el carácter preventivo ampliamente aceptado de las dietas ricas en frutas y verduras 
frente a muchos cánceres podría deberse a su alto contenido en antioxidantes como 
el ascorbato. 

7.7. Glutation 

Se trata de un tripéprido de ácido glutámico, cisteína y glicocola que constituye 
el principal tiol no protéico celular. Su aclividad antioxidante se debe a la capacidad 
reductora del grupo tiólico de la cisteína. Puede actuar como antioxidante en reac­
ciones enzimáticas (como Ja de la GPx) o no enzimfüicas. Protege de la oxidación 
a grupos -SH esenciales de las proteínas. También puede reaccionar con radicales 
libres como el 0 2• 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 
tóxico para las células, motivo por el cual éstas tienden a mantener una razón 
GSSG/GSH hepática enonnemente baja (hasta 0.03 o menor), mediante la reduc­
ción del GSSG a GSH con la glutation reductasa, o exportando activamente el 
GSSG al exterior celular. Hasta tal punto es esto así que la medida de la razón 
GSSG/GSH se considera un estimador fiable del grado de estrés oxidativo tisular. 
También se ha descrito Ja capacidad del GSH para realizar reacciones de «extin­
ción» del 0 2 singlete, devolviéndolo a su estado basal no reactivo (triplete). El GSH 
interviene también en muchas funciones nonnales de catálisis, 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 fonna cooperativa (67, 68). Así, el ascorbato es capaz 
de proteger a los cobayos y a las ratas recién nacidas (que no sintetizan el ácido 
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ascórbico) de la deficiencia en GSH causada por la inhibición de su síntesis tras el 
tratamiento con butionina sulfoximina (67). Los ratones adultos, que sí 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 suplementación de la dieta con ascórbico, manipulación 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 más actividad biológica y constituye el estándar de 
comparación. La vitamina E suele ser el principal antioxidante de las membranas 
en las células animales. Su actividad antioxidante se debe al carácter reductor del 
grupo hidroxilo de su anillo cromanol. Su solubilidad en la membrana le pennite la 
accesibilidad directa a grupos peroxil (ROO) que serían reducidos a hidroperóxi­
dos, los cuales serían entonces degradados hasta alcoholes (estables) por la GPx. La 
importancia capital de esta reacción es que impide que los radicales ROO oxiden 
a otra substancia orgánica: es decir, impide la reacción de propagación (multiplica­
tiva), que es la principal causante de la peroxidación lipídica. Otro mecanismo 
posible es la reacción con radicales alcoxil (RO), lo que podría ser de utilidad 
(limitando también la propagación) en caso de que la degradación de hidroperóxi­
dos por la vía 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 pequeño, el sistema sólo es funcional si la forma 
reducida de la vitamina E (VitEOH) se regenera a la misma velocidad con la c.¡ue 
se degrada. Se ha propuesto que este papel regenerador podría correr a cargo del 
ascorbato, ocurriendo la interacción en la interfase citosol-membrana, lo que plan­
tearía la posibilidad de que ambas substancias trabajen en tándem desde el punto de 
vista redox. Esto se ha visto muchas veces in 1·itro (70. 71) pero aún no está del 
todo claro in vivo (72, 73). 

La vitamina E es particulannente importante en los orgánulos, tejidos y dietas 
que contienen niveles relativamente altos de ácidos grasos poliinsaturados, para 
evitar su degradación oxidativa. Esto ocurre en el cerebro. las mitocondrias o ani­
males tratados con dietas ricas en aceites de pescado. Una de las fuentes dietéticas 
más concentradas de vitamina E es el aceite de germen de trigo que contiene más 
de 1 gramo por Kg. La absorción eficiente de la vitamina E necesita la presencia 
de sales biliares en el intestino, por lo cual su suplementación aislada no es efectiva 
a menos que se realice con las comidas. Datos recientes sugieren que la suplemen­
tación con sólo 100 mg de vitamina E/día 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 Ja vitamina E, los carotenoides son los antioxidantes principales de las 
membranas biológicas, y en los animales se obtienen también a partir de la dieta. 
Tienen una gran capacidad para dar lugar a reacciones de extinción como la del 0 2 

singlete a triplete y también pueden interaccionar con radicales libres a presiones 
parciales bajas de oxígeno 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 últimos se encuen­
tran el a- y B-caroteno, la luteína, el licopeno, la zeaxantina y Ja criptoxantina. 
Además de su papel antioxidante, muchos carotenoides son precursores de la vita­
mina A, funcionan como pigmentos accesorios en la fotosíntesis, y protegen contra 
la sensibilización por la radiación luminosa. Su capacidad antioxidante se ha de­
mostrado en soluciones homogéneas, Iiposomas, lipoproteínas. membranas biológi­
cas, células y animales enteros. La capacidad antioxidante en microsomas y mito­
condrias hepáticas de rata se muestra a niveles entre O. 1 y 100 µM según el 
prooxidante y el sistema utilizado (75). 

El B-caroteno y los tocoferoles se protegen mutuamente frente a la pérdida por 
oxidación (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 revisión 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 aún no existen evidencias 
directas de que esta capacidad se deba a su actividad antioxidante. Lo mismo se 
puede decir de los estudios epidemiológicos realizados en humanos, que sugieren 
que los carotenoides pueden disminuir el riesgo de cáncer 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 revisión por 
concisión pero deben ser mencionadas. Entre ellas se encuentran el ácido úrico, la 
bilirrubina, la transferrina y la ferritina (por ligar hierro en plasma o tejidos), los 
quelantes de iones metálicos. proteínas como la ceruloplasmina que tienen actividad 
ferroxidasa, polifenoles, flavonoides. aminas aromáticas, haptoglobinas, o el ácido 
lipoico. Entre los antioxidantes fenólicos potentes presentes en el mundo vegetal se 
encuentran la curcumina, las catequinas, la quercetina, el kaempferol o el ácido 
caféico. Aunque en las décadas pasadas se habló de la ubiquinona fundamentalmen­
te como el generador mitocondrial de radicales libres (9), hoy sabemos que esta 
substancia actúa fundamentalmente como antioxidante (81-83), mientras que dicha 
generación mitocondrial ocurre sin duda en transportadores de electrones como el 
Complejo 1 (8, l 0). 

39 



Recientemente se ha propuesto que la hormona de origen pineal melatonina, que 
interviene en el control de los ritmos circadianos, sería el antioxidante más potente, 
especialmente en el núcleo celular (84). Sin embargo en muchos casos, como parece 
ocurrir con Ja melatonina, esta capacidad antioxidante se da a concentraciones que no 
parece que se alcancen in vivo. 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 interacción debe darse a las concentraciones que ocurren en los tejidos y el 
líquido extracelular. Esto se cumple sin ninguna duda al menos en el caso de los 
antioxidantes a los que se ha dedicado una sección propia en esta revisión. Hace 
aproximadamente una década se habló del papel antioxidante de los estrógenos, po­
sibilidad que hoy prácticamente ya no se investiga. Entre los antioxidantes sintéticos 
se encuentran el ebselen (que mimetiza a la GPx), la N-acetilcisteína, 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 plasmalógenos. 

8. CONCLUSION 

En resumen, el oxígeno es una de las moléculas más necesarias para los seres 
vivos, pero también muestra toxicidad porque su metabolismo en las células da 
lugar a la formación de radicales libres en cantidades pequeñas pero significativas. 
La fracción de estos radicales que no es interceptada antes de alcanzar una macro­
molécula causa modificaciones en los Jípidos insaturados, las proteínas y el ADN. 
Este daño oxidativo parece estar implicado en la aparición de muchas enfermedades 
degenerativas como las cardiovasculares, el Parkinson o el cáncer. El daño oxida­
tivo al ADN parece ser importante en relación con el envejecimiento, fenómeno que 
se encuentra en la raíz 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 endógenas, como las 
enzimas antioxidantes y el glutation, y están controladas por loci génicos que pue­
den inducirse para hacer frente a incrementos agudos del estrés oxidativo. Otras son 
exógenas, 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 solución parecen ser los antioxidantes, los animales que 
han aumentado su longevidad y han enlentecido su envejecimiento a lo largo de la 
evolución parecen haber elegido como solución más eficiente disminuir la intensi­
dad de generación endógena de radicales libres, así como aumentar su capacidad de 
reparación del daño al ADN. 

Esta introducción general sobre radicales libres, daño oxidativo y antioxidantes 
debe servir como ventana para asomarse a la amplia variedad de temas interesantes 
cubiertos en este volumen, que cubren la farmacología, toxicología y patología del 
estrés oxidativo en el organismo joven y viejo y algunos de los métodos más 
sofisticados disponibles para valorarlo. 
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l. LA HEPATITIS DE ORIGEN IATROGENICO 

Las substancias capaces de producir daño al hígado, y en concreto a los hepa­
tocitos, se denominan hepatotoxinas. Entre ellas se suele distinguir hepatotoxinas 
intrínsecas e idiosincrásicas ( 1, 2). Las primeras. producen lesiones en todos los 
individuos expuestos por encima de una cierta concentración, mientras que las 
segundas producen daño hepático sólo en algunos individuos. en ocasiones sin que 
exista aparente correlación con la dosis administrada. Las hepatotoxinas intrínsecas 
pueden actuar sobre los hepatocitos de manera directa (hepatotoxinas activas). o 
tras ser metabolizados por enzimas hepáticos (hepatotoxinas latentes). 

La hepatotoxicidad idiosincrásica puede ser. bien la consecuencia de un meta­
bolismo anormal del compuesto en individuos susceptibles que producen cantidades 
excesivas de metabolitos tóxicos (idiosincrasia metabólica), o bien el resultado de 
un ataque por parte del sistema inmune hacia hepatocitos que han estado en con­
tacto con el fármaco (hepatitis alérgica). Hay ciertos hechos diferenciales que ayu­
dan a discriminar entre la hepatitis alérgica y la toxicidad debida a idiosincrasia 
metabólica. y es el hecho de que la primera se presenta siempre tras varias admi­
nistraciones asintomáticas del fármaco (periodo previo de sensibilización), se obser­
va una recurrencia de la lesión hepática tras la administración fortuita de una pe­
queña dosis. hay eosinofilia, fiebre e infiltrado inflamatorio en el hígado. Las 
lesiones hepáticas cuya causa es el metabolismo anormal del fármaco son. por el 
contrario, dosis-dependiente en los individuos susceptibles y pueden aparecer tras 
la primera administración del medicamento. 

El daño causado por los fám1acos a los hepatocitos puede ser citotóxico. geno­
tóxico o metabólico ( 1 ). La mayoría de la hepatotoxinas intrínsecas producen efec­
tos citotóxicos sobre los hepatocitos. lo que se traduce en cambios morfológicos 
importantes (vacuolización. esteatosis. acidofilia etc.) y se acompaña de aumentos 
de enzimas citosólicos hepáticos en el suero. Las genotoxinas son substancias que 
producen daños al ADN. lo que puede dar origen a la aparición de hepatocarcino­
mas primarios. Finalmente. los xenobióticos 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 captación, conjugación y secreción de 
ácidos biliares. cuyo resultado final es la alteración del flujo hcpatico biliar (coles­
tasis). 
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El hígado desempeña un papel clave en el metabolismo de los xenobióticos 
modificándolos quimicamente para convertirlos en metabolitos más solubles y. en 
definitiva, más facilmente eliminables (reacciones de biotransformación). Aunque 
estas reacciones generalmente conllevan una disminución del potencial tóxico (ra­
zón por la cual se les conoce también con el nombre de reacciones de detoxifica­
ción) hay muchos casos en los que el propio metabolismo del fármaco es la causa 
primaria del daño hepático (reacciones de bioactivación). Este suele ser el caso 
en las reacciones catalizadas por los citocromos P450 que, en el transcurso de la 
oxidación, pueden generar intermedios metabólicos más reactivos capaces de reac­
cionar con nucleófilos. unirse covalentemente a macromoléculas o iniciar en la 
célula reacciones radicalarias en cadena con el resultado de daño celular (2.3). Para 
contrarestar estos efectos, los hepatocitos poseen eficaces mecanismos de defensa 
(enzimas especializados, moléculas reductoras y mecanismos de reparación de ADN 
y proteínas). En última instancia. es el balance entre la bioactivación. detoxificación 
y los mecanismos de defensa, lo que determina si la biorransformación de un xe­
nobiótico. llegará a producir daño a los hepatocitos. 

Por lo general el daño producido por xenobióticos conduce a un tipo de muerte 
celular conocido como necrosis. que es precedida por una alteración drástica de la 
homeostasis celular. y acompañada de cambios en la morfología de las organelas 
citoplásmicas, aumento del volumen celular, ruptura de la membrana plasmática y 
salida de componentes citosólicos al espacio extracelular. y un proceso inflamatorio 
en las áreas circundantes (4). 

El otro tipo de muerte celular. apoptosis. se caracteriza por una condensación 
progresiva de la cromatina nuclear. colapso celular con pérdida de contacto entre 
células vecinas. y ruptura de la célula con la formación de vesículas acidófilas 
conocidas como cuerpos apoptóticos. Hay cada vez más evidencias que muestran 
que la mayoría de los compuestos capaces de producir necrosis de los hepatocitos. 
pueden también iniciar un proceso apoptótico. De hecho, hay pocas evidencias de 
que la necrosis inducida por fármacos en el hígado ocurra en total ausencia de 
apoptosis ( 4 ). 

2. MECANISMOS MOLECULARES EN LA HEPATOTOXICIDAD 
INTRINSECA 

Alteración del metabolismo celular. Una de las manifestaciones más frecuentes 
de hepatotoxicidad es la alteración de las funciones metabólicas del hepatocito por 
un fármaco o sus metabolitos. Ciertos compuestos pueden actuar como inhibidores 
enzimáticos, del transporte de iones. o competir con mctabolitos celulares en rutas 
metábólicas del hepatocito (antimetabolitos, tales como galactosamina. etionina. 
etc). Otro modo de actuación de las hepatotoxinas es la alteración del balance 
energético de las células, al incrementar la demanda de energía (aumento del con­
sumo de ATP), disminuir la producción de ATP, o ambos procesos a la vez (5). La 
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disminución de ATP es, de hecho, uno de los fenómenos comunes a muchos pro­
cesos tóxicos inducidos por fármacos que con frecuencia precede los estadios irre­
versibles de la lesión celular (6). 

Un ejemplo característico de un aumento de demanda energética por parte de las 
células, es la síntesis de novo de glutation. El glutation intracelular es el agente más 
eficaz frente a intermedios reactivos de naturaleza electrofílica y especies activas 
del oxígeno. La concentración 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 reduciasa, es eliminado de Ja célula. Esto tiene como resultado, la dismi­
nución en términos absolutos de su contenido intracelular, lo que require síntesis de 
novo que conlleva una importante demanda de A TP (Figura 1 ). Una situación simi­
lar ocurre cuando un metabolito es eliminado por conjugación con glutation y los 
mecanismos de recuperación (hidrólisis del ácido glutámico y glicina, y conversión 
renal a ácido mercaptúrico) están saturados (6). 

La mitocondria es una importante diana de la toxicidad por fármacos. La alte­
ración de la función mitocondrial tiene efectos inmediatos sobre el balance energé­
tico de las células, lo que constituye un fenómeno clave en el inicio de la necrosis 
hepática (7). Varios mecanismos pueden estar implicados en el origen de la lesión 
mitocondrial: a) inhibición del metabolismo mitocondrial, por ejemplo la fosforila­
ción oxidativa y/o el transporte electrónico (8); b) cambios en las propiedades 
fisicoquímicas de la membrana mitocondrial, como consecuencia del daño oxidati­
vo (peroxidación lipídica tras depleción del glutation mitocondrial; 8); e) disminu­
ción del potencial de membrana por moléculas que se intercalan en la membrana 
lipídica y d) daño al ADN mitocondrial. En los dos primeros casos la consecuencia 
es una menor capacidad para síntesis de A TP que se observa de manera inmediata. 
En el tercero, la toxicidad, por efecto de una disfunción mitocondrial, puede apa­
recer a medio plazo. 

Peroxidación lipídica. La peroxidación lipídica es uno de los procesos más 
frecuentemente implicados en la hepatotoxicidad por fármacos (9). Se trata de un 
reacción radicalaria que conduce a la degradación oxidativa de los lípidos de la 
membrana celular y que en presencia de oxígeno y Iípidos insaturados se propaga 
muy facilmente. La oxidación de los lípidos da lugar a la formación de un gran 
número de productos de degradación (hidroperóxidos, aldehidos, cetonas, etc.). La 
primera consecuencia de este proceso es la profunda alteración de las propiedades 
fisicoquímicas de las membranas y, como consecuencia de ello, de la funcionalidad 
de los enzimas allí ubicados ( 10). Las células utilizan diversas estrategias para 
prevenir los efectos de una peroxidación lipídica incontrolada: a) inactivación de las 
especies activas (radiealarias) de oxígeno: b) neutralización de los radicales forma­
dos y con ello la inhibición de la reacción radicalaria en cadena. y c) reparación de 
los lípidos dañados (reducción de los hidroperóxidos lipídicos). La superóxido dis­
mutasa, catalasa y la glutation peroxidasa junto con el GSH constituyen los agentes 
celulares más eficaces contra radicales y especies activas de oxígeno. Finalmente. 
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antioxidantes tales como la vitamina E, presente en las membranas biológicas, 
actúan inhibiendo la propagación de la peroxidación lipídica. 

Estrés oxidativo. El término de estres oxidativo fue definido por Sies ( 11) como 
una alteración del balance entre agentes oxidantes y antioxidantes en la célula. En 
células aerobias, existe una cierta generación de especies activas de oxígeno como 
consecuencia de los procesos oxidativos de la respiración. Cosa que también puede 
ocurrir por una disminución de la capacidad antioxidante de la célula debida a 
cambios fisiológicos o nutricionales. Ello no constituye estrés oxidativo. Sin embar­
go, cuando como consecuencia del metabolismo de un xenobiótico hay un aumento 
de especies activas de oxígeno, acompañado de una disminución de equivalentes de 
GSH, el balance celular queda desplazado hacia procesos oxidativos (11). El resul­
tado inmediato es un aumento de la peroxidación lipídica, alteración de la funcio­
nalidad de la membrana e, indirectamente, la incapacidad de la célula para generar 
su propia energía y mantener la homeostasis iónica. 

Los compuestos que con más facilidad pueden provocar un estrés oxidativo son 
aquellos capaces de sufrir repetidos ciclos de oxidación y reducción en el interior 
de la célula. Un ejemplo representativo de este tipo de toxinas son las quinonas que 
pueden causar daño celular a través de dos mecanismos (Fig. I). En primer lugar 
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las quinonas son compuestos elecrrofílicos capaces de reaccionar con nucleófilos 
tales como los grupos tiol del glutation y las proteínas. Puesto que el glutation juega 
un papel clave en la protección de la célula frente a las especies activas de oxígeno, 
su depleción hace a la célula más vulnerable. 

En segundo lugar, ciertas flavoproteínas (citocromo P450 reductasa) catalizan la 
reducción de las quinonas a semiquinonas, a expensas de NADPH. Esta reacción, 
a diferencia de la catalizada por la diaforasa (reducción a hidroquinona), genera una 
especie parcialmente reducida (semiquinona) que fácilmente reacciona con el oxí­
geno molecular y en una reacción de oxidación, se abstrae un electrón de la semi­
quinona, oxidándose a quinona. El oxígeno por su parte genera el anión radical 
superóxido. La quinona es reducida de nuevo por la citocromo reductasa entrando 
así el xenobiótico en un ciclo repetido de oxidación-reducción (redo.t C\'cling) cuyo 
balance estequiométrico es la reducción parcial del oxígeno a expensas de NADPH 
y la subsequente producción de anión su peróxido (Figura 1 ). 

En el hepatocito existe suficiente actividad superóxido dismutasa para garantizar 
la rápida conversión del anión superóxido 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 metálicos (Fe ... ), el agua oxigenada genera radi­
cal OH, especie reactiva capaz de abstraer H de lípidos con enlaces insaturados y. 
generando radicales derivados del lípido. iniciar un proceso de peroxidación lipídica. 

Una de las consecuencias importantes del estrés oxidativo inducido por xeno­
bióticos es la modificación de los grupos -S H (oxidación, S-tiolación) de proteínas. 
Las ATPasas dependientes de calcio son proteínas cuya actividad enzimática es 
particularmente sensible al estado de sus grupos tioles por lo que su oxidación se 
traduce en su incapacidad de bombear iones ( 12, 13). 

En la mitocondria hepática ocurre una situación particular: esta organela carece 
de catalasa por lo que el agua oxigenada generada (bien durante la fosforilación 
oxidativa, bien a Lravés 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
ción de GSSG por el metabolismo mitocondrial. Como consecuencia de ello. la 
mitocondria es particularmente vulnerable a los xenobióticos capaces de deplecio­
nar GSH. 

Alteraciones de la homeostasis i11tracel11l(lr del calcio. El calcio intracelular 
tiene funciones reguladoras sobre la actividad de distintos enzimas. al tiempo que 
actúa como segundo mensajero de hormonas, factores de crecimiento etc. La con­
centración de calcio intracelular es muy baja ( 1O 7M) en comparación con la de los 
fluidos extracelulares ( I-2x 10·1M). 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 plasmática 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 extrusión de iones hacia el exterior por una calcio-A TPasa de 
membrana, o por un sistema Na•;ca•• antiport. La concentración de calcio en el 
citosol está también controlado por una activa captación de dichos iones tanto hacia 
la mitocondria como hacia el retículo endoplásmico (Figura 2). La fuerza motriz 
que arrastra la captación del calcio por la mitocondria es el potencial de membrana 
que se genera como consecuencia de la fosforilación oxidativa, mientras que en el 
retículo endoplásmico, la captación 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 más frecuente es la salida 
desde los resevorios intracelulares mitocondria y retículo endoplásmico (Figura 2). 
Una segunda posibilidad es la alteración de su recaptación hacia las organelas antes 
mencionadas, o su bombeo hacia el exterior. Aunque existen xenobióticos capaces de 
interferir el funcionamiento de las ATPasas, la mayoría de ellos actúan indirectamen­
te modificando las propiedades de la membrana (por ejemplo como consecuencia de 
una peroxidación lipídica), deplecionando los niveles de glutation (lo que puede lle­
var a una pérdida de actividad enzimática por modificación de grupos -SH). o bien 
por una disminución del estado energético de la célula (bajos niveles de ATP). 

Cualquiera de los fenómenos antes señalados pueden dar lugar a un aumento 
sostenido de los niveles de calcio intracelular. La consecuencia inmediata es la 
formación de protuberancias en la membraba (blebs), fenómeno causado por la 
desorganización del citoesqueleto y ruptura de proteínas implicadas en el anclaje 
del citoesqueleto a la membrana celular ( 15). También se produce activación de 
fosfolipasas y de proteasas no lisosomales que causan daño irreversible en los 
componentes celulares (Figura 2). Una elevada concentración de calcio puede pro­
vocar la activación de endonucleasas y la fragmentación del DNA similar a lo que 
se observa en la muerte celular por apoptosis (15). 

Unión covalente del fármaco a proteínas. En el curso de la biotransformación 
de xenobióticos pueden formarse especies químicas más reactivas (electrofilos, ra­
dicales. conjugados inestables) capaces de reaccionar con macromoléculas celulares 
formando aductos estables (16). Entre los grupos funcionales más frecuentemente 
implicados cabe destacar carbonilos a, B insaturados, aldehídos, epóxidos, y algu­
nos ésteres (conjugados con ácido glucurónico, o con sulfato). 

Las proteínas, ADN y ARN son las macromoléculas diana de la unión covalen­
te. Por lo general el grado de formación de aductos covalentes fármaco-macromo-
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Alteración de la homeostasis del calcio y sus efectos 
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Figura 2. Alteración de la homeostasis del calcio inducida por fármacos y sus co11secue11cias. 
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y la fragmentación del DNA ( 1 l ). A diferencia de lo que ocurre cuando un ltepatoc1to es 
estimulado mediante una se1ial fisiológica (epinefrina) en donde el aumento del Ca•• intrace­
lular es rápido) transitorio (8). las hepatoto.mws producen un aumemo más lento pero dura­
dero <CJ. 
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lécula depende de la proporción del fármaco transformado en metabolito reactivo, 
de su vida media (difusión del lugar de formación), y de Ja capacidad para reaccio­
nar con grupos funcionales de la macromolécula diana. La localización celular de 
los aducros depende tanto del lugar de generación como de la naturaleza y reacti­
vidad del metabolito reactivo. El retículo endoplásmico, por ejemplo, lugar de la 
ubicación del complejo enzimático P450, es donde con más frecuencia se localizan 
los aductos fármaco-proteína ( 17), aunque tambien se han encontrado en la mem­
brana celular ( 16). Ello parece consecuencia lógica de la proximidad al lugar de 
formación de las especies reactivas y, de hecho, las isoformas del P450 ubicadas en 
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el rerículo endoplásmico son las proceínas diana más frecuentes ( 17, 18), si bien 
otras proteínas celulares (ATPasas dependientes de ca-. carboxilesterasas, GSH­
transferasas) han sido también implicadas en la formación de aductos (17. 19). 

Aunque la unión covalente es un fenómeno que con frecuencia ocurre en el 
curso del proceso tóxico. solo en algunas ocasiones ha podido asociarse con una 
lesión celular específica. Tal es el caso de la toxicidad por bromobenceno y para­
cetamol ( 17, 18), en las que parece existir una directa correlación entre el grado de 
unión covalente y la magnitud del daño celular. Sin embargo, con los análogos 
bromofenol y N-acetil aminofenol, la situación es la contraria: la unión covalente 
observada, no guarda relación con el efecto tóxico ( 17). Finalmente, existen casos 
tales como el del diclofenac, en los que la unión covalente guarda una relación 
inversa con la hepatotoxicidad. La unión del fármaco a las proteínas (20). tiene 
lugar via transacilación del glucurónido del diclofenac (Figura 3). Por el contrario. 
la toxicidad del diclofenac, está asociada a su metabolización por el P450 (21 ). 
Ambas vías ocurren simultaneamente, y por tanto, cuanto más diclofcnac se conju­
ga, mayor es la unión covalente. pero menor su metabolización por el P450, con la 
consiguiente generación de metabolitos tóxicos ( 17. 22). 

3. ESTUDIO «IN YfTRO» DE HEPATOTOXINAS INTRINSECAS 

Enfrentados ante cómo diseñar una estrategia experimental para el estudio in 
ritro de la hepatotoxicidad. varios son los puntos que debemos considerar: a) El 
modelo in 1·itro adecuado para el fin que se pretende; b) establecer qué panímetros 
son los adecuados para la detección de los efectos tóxicos; y c) determinar el valor 
predictivo del modelo. En relación al primero de los puntos las posibilidades son: 1) 
la utilización de cultivos primarios, hepatocitos, obtenidos directamente del hígado, 
que retienen en gran medida las funciones típicas del órgano de donde provienen. 
pero que tienen en cultivo una vida corta; 2) uso de lú1eas celulares (hepatomas) que 
por lo general retienen sólo una parte de la expresión de funciones organoespecífi­
cas, pero cuya vida es ilimitada; y 3) utilización de células manipuladas genetica­
mente, que comparten ciertas propiedades de las líneas contmuas y de los cultivos 
primarios. El uso de los dos primeros permite discernir si la toxicidad observada 
afecta a una función basal de la célula. o por el contrario es específica de la célula 
diferenciada. El uso de células manipuladas genéticamente y que expresan CYP 
específicos, ha encontrado un extraordinario campo de aplicación en los estudios del 
metabolismo de fármacos para determinar, de una manera inequívoca, si un determi­
nado citocromo está implicado o no en la producción 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 
práctica una situación peculiar en la que los efectos de los compuestos -;e examinan 
en modelos animales, sin tener la constancia previa de si serán o no los má"> idóneos 
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Screening in vitro de hepatotoxicidad por fármacos 
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- Mecanismos de toxicidad: aumento de calcio intracelular, 
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Figura 4. Scree11i11g i11 vitro de la hepatotoxicidad pote11cial de nuevos fármacos. Medial/le 
la utili:aciá11 de modelos celulares es posihle distinguir si el efecto tóxico ohsen·ado afecta a 
fu11cio11es básica.1 de toda célula (citotoxicidad basal). si la toxicidad es i11here111e a la propia 
molécula (to.\111a.1 actim.1) o si. por el co111rarw. la toxicidad solo se obsen·a en hepatocitos 
como comec11e1ww de la metaholi:ación del \l'llohiótico (toxinas latemes). Ello dehe seguirse 
de un es111dio mcí.f detallado para tratar de a1·en¡:11ar las co11sec11e11cias que sobre las /1111c1011es 
hepáticas p11dierc111 tener co11ce111racio11es de dicho compuesto. en el ra11go que la.1 que cahe 
esperar e11 el h~~ado in vi1·0. 
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para predecir los efectos en humanos. Diferencias en el metabolismo. o susceptibi­
lidad del ser humano, en comparación con la especie animal utilizada en los ensayos 
preclínicos, suele ser la causa más frecuente de una toxicidad inesperada, y la para­
lización del desarrollo del nuevo fánnaco. En este sentido, los modelos celulares in 
1•itro derivados de células humanas pueden desempeñar un papel puente entre los 
ensayos en animales y en humanos, pem1itiendo una investigación más 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 
categorías 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. liberación de enzimas, rojo neutro); b) ensayos dirigidos a la 
detección de toxicidad organo-específica, es decir, del efecto de los xenobióticos 
sobre funciones hepatoespecíficas tales como gluconeogénesis, ureogénesis, síntesis 
de proteínas plasmáticas, transporte de aniones etc.; así como la investigación de los 
mecanismos de toxicidad, antes mencionados. que subyacen tras los efectos obser­
vados. 

Los modelos in virro son una simplificación de la mucho mas compleja realidad 
del un animal o el ser humano. Por ello, a la hora de interpretar los resultados in 
l'itro, hay que tener presente: a) la importancia de la función 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 1fro o su estimación mediante modelos PBPK}, para determinar el factor de 
riesgo de toxicidad calculado en base a la concentración tóxica in l'irro, y a la que 
están expuestos los hepatocitos in 1-fro; por último c) la reversibilidad de los efectos 
tóxicos una vez eliminado el fármaco. 

4. HEPATOTOXICIDAD IDIOSINCRASICA 

La hepatotoxicidad idiosincrásica es un fenómeno tóxico, dificilmente predeci­
ble sobre la base de la estructura química 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 fármaco. En el origen de este fenómeno cabe distinguir dos posibles situa­
ciones: el compuesto resulta ser tóxico para un individuo concreto porque en él. el 
fármaco se metaboliza de manera singular (idiosincrasia metabólica), o bien existe 
una respuesta desproporcionada frente al fármaco (reacción de hipersensibilidad}, 
que aparece tras un periodo previo de administración asintomático. 

Idiosincrasia merahólica. Los seres humanos muestran diferencias en cuanto a 
su capacidad para metabolizar xenobióticos. La mayoría de esta diferencias se deben 
a variaciones fenotípicas (sobre- o infraexpresión de un detem1inado enzima de 
biotransformación. Las isoformas 1A1, 1 A2, 2C8. 2C9. 3A3, 3A4 y 3A5. 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. hábitos alimenticios y sociales, factores ambien­
tales etc. (3). También algunos enzimas de fase II, tales como la glucoronil trans­
ferasa y Ja glutation-S-transferasa, muestran variaciones de tipo fenotípico. 

Existe también un pequeño número de enzimas, cuya diferente actividad en 
seres humanos tiene una base genética. Las isofonnas 2C 19, 206, y la N-acetil­
transferasa constituyen tres ejemplos clásicos de enzimas de los que se conoce 
distintas mutaciones que se traducen en una menor (a veces pérdida) o mayor 
actividad enzimática (27). Como resultado de ello, cuando un fármaco es metabo­
lizado por enzimas que muestran una variabilidad feno- o genotípica. sus perfiles 
metabólicos pueden diferir notablemente de un individuo a otro. Una primera con­
secuencia de la sobre- o infraexpresión de un enzima es la diferente velocidad de 
metabolización y eliminación del fármaco, lo que influye sobre su eficacia terapéu­
tica. Una segunda consecuencia. no menos importante, es la posible toxicidad de­
bida a la sobreproducción de un metabolito tóxico. que en los demás individuos es 
minoritario. 

Mecanismos implicados en la hepatitis alérgica. Los fenómenos que subyacen 
en una hepatitis alérgica por medicamentos son notablemente complejos, no obstan­
te van siendo conocidos paulatinamente en sus aspectos mecanísticos. En esencia. 
se requiere que un fármaco sea susceptible de desencadenar una respuesta inmune 
que finalmente irá dirigida contra el hepatocito produciendo en él citolisis (necrosis 
hepática). o alteraciones de su función (colestasis). Cabe concebir este proceso 
como una sucesión de etapas necesarias, pero que en ningún caso constituyen per 
se la causa determinante de Ja hepatitis alérgica medicamentosa (Figura 5). 

En primer lugar, la mayoría de los fármacos y sus metabolitos son compuestos 
orgánicos de bajo peso molecular, y por tanto. incapaces de desencadenar una 
respuesta inmune por sí mismos. Por ello parece necesario que dicho fármaco tenga 
que unirse previamente a proteínas (28). De esta forma, el conjugado metabolito/ 
proteína. puede poner en marcha una respuesta inmunológica. La unión covalente 
del fármaco o metabolito a una proteína celular (haptenización) parece ser. pues, 
una condición sine quae non para el inicio de una respuesta inmune (29). Pero 
ciertamente no es una condición suficiente, por cuanto se conoce la existencia de 
fármacos que durante su metabolismo dan origen a la fonnación de aductos. sin que 
la incidencia clínica de hepatitis alérgicas sea significativa. El grado de unión co­
valente de un fármaco a proteínas está asociado a su conversión en una especie 
química más reactiva por enzimas de biotransfonnación (generalmente P450). a su 
vida media, a la capacidad para reaccionar con macromoléculas celulares y a los 
mecanismos de defensa/reparación de las células (30,31 ). 

El siguiente paso debe ser que el neoantígeno se haga accesible a la vigilancia 
del sistema inmune. Los fármacos capaces de unirse covalentemente a proteínas 
hepáticas lo hacen generalmente a proteínas citosólicas o microsomales. Sin embar-
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go, para que estos neoantígenos 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 generó, formando un aducto que sigue una ruta vesicular hasta la 
membrana plasmática, 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 formación y reaccionar con proteínas de membrana (o con proteínas 
cuyo destino final es la membrana (34); c) el metabolito reacciona con proteínas, 
cuyo destino final es la membrana celular, tales como las proteínas del complejo 
mayor de histocompatibilidad. 

El inicio de una respuesta inmune frente al neoantígeno requiere que éste sea 
debidamente presentado a linfocitos T tt· Esto puede ocurrir por distintos mecanis­
mos. En una vía que podemos denominar clásica, los aductos fármaco-proteína tras 
endocitosis por células profesionales presentadoras de antígenos, son procesados y 
presentados a las células TH, asociados a proteínas MHC-11. Dependiendo interac­
cione la célula presentadora de antígeno con linfocitos TH 1 o TH2, se desencadenará 
una respuesta celular (inflamación). o una respuesta humoral (con producción de 
inmunoglobulinas). Hay datos que sugieren que en el hígado. las células de Kupffer 
podrían actuar como células presentadoras de antígenos (35). Sin embargo, no se ha 
podido aportar evidencias directas que demuestren de manera convincente su par­
ticipación en el caso de las hepatitis yatrogénicas. 

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

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

a) Existencia en el suero de anticuerpos contra el fármaco: metabolitos, con­
jugado fármaco-proteína etc.: halotano (38,39); amodiaquina (40,41 ): 

h) con anticuerpos anti-citocromo P-450: ácido tienílico (42, 43); dihidralazi­
na, (44); carbamazepina (45,46); 

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

En contra de lo que cabría esperar, el primero de los grupos no es el más 
frecuente, y sólo en muy pocos casos ha podido demostrarse inequívocamente la 
existencia de anticuerpos dirigidos contra neoantígenos derivados del fármaco (41, 
47-49). Cabe imaginar que una causa sea el uso de una metodológía inadecuada. 
Por lo general, los anticuerpos se ensayan frente al fármaco sospechoso. Sin embar­
go. en el paciente. la respuesta humoral puede haber sido dirigida frente a metabo­
litos. o frente a aductos fármaco-proteína contra los que Jos anticuerpos. caso de 
haber sido enfrentados, hubieran dado una clara respuesta positiva. 

Un cierto tipo de fármacos hepatotóxicos tales como el tienílico (grupo 2), dan 
lugar a la formación de anticuerpos dirigidos, no contra el hapteno, sino contra el 
citocromo P-450 implicado en su metabolismo. Estos anticuerpos tienen el carácter 
de autoanticuerpos, es decir, reconocen también el citocromo de hepatocitos que no 
han sido tratados con el fármaco y dicha reacción no es inhibible ni por el fármaco 
ni por sus metabolitos. Están descritos en la literatura varios ejemplos en los que 
ha podido demostrarse la existencia de autoanticuerpos dirigidos contra CYP 1 A2 
(45). y CYP2C8/9 en hombre (42-46) y contra CYP2CI 1 en rata (42). 

La respuesta inmune dirigida hacia el fármaco no parece que sea el factor 
primario en la patología del tercero de los grupos. Dada la semejanza de esas 
hepatopatías con las hepatitis autoinmunes de tipo I (asociadas con la presencia de 
autoanticuerpos contra núcleo, mitocondria y actina), se ha sugerido que dichos 
fármacos podrían despertar, indirectamente, una enfermedad autoinmune latente o 
romper la tolerancia inmunológica contra autoantígenos (37). 

Existe también un componente celular en la hepatitis alérgica por fármacos 
mediada, en parte. por linfocitos T citotóxicos 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 subpoblación linfoci­
taria sensibilizada contra el fármaco parten del hecho de que es posible estimular 
la proliferación de linfocitos periféricos al incubarlos in vitro con el fármaco, o con 
alguno de sus metabolitos (50-52). Un dato muy interesante a este respecto es el 
hecho de que la estimulación linfocitaria tiene lugar con mucha mayor efectividad 
cuando el antígeno (fármaco) está unido a una fracción de proteínas hepáticas de 
membrana (51 ), que cuando se estimula con el fármaco solo. Ello sugiere que la 
asociación del fármaco a moléculas de membrana. posiblemente proteínas 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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Figura 5. Mecanismos implicados en la hepatitis alérgica. la mayoría dt• los fámwcos son 
compuesros de hajo Jleso molecular incapaces de de.1e11<·ade11ar una respuesta 11m11111t• por lo que 
su unión a protdnas cclulares parece ser 1111a co11dicilÍ11 pre1·ia. Este neoa11t(1?t'110 dehe hacerse 
accesihle a la 1·i11ila11cia del sistema 1111111111<' y sa dehidamente presentado a linfocitos Tw 
Dependiendo que la célula presentadora de a111íge110 (A PC) imeraccione COll linfocitos r,,, o Tm. 
se dese11cade11aró una re!>p11esta celular (i11.fla111aci<Í11). o humoral (producción de i111m111oglohu­
li11asJ. Una 1·/a altematll"a podría implicar a los ll<'Jlatociros. quienes bajo el e.lfí11111lo de imer­
feron y citoquinas (TNFaJ pueden expresar MllC-11, con lo que podrían acwar como una célula 
presemadora de tmt(~eno. no profesional. 

el fármaco, así como también las células K. podrían estar implicadas en la destruc­
ción de los hcpalocitos. 

5. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS HEPATITIS ALERGlCAS 

La hepatitis alérgica puede manifestarse clínicamente de varias formas: a) una 
forma fundamentalmente colestásica, y con una reducida necrosis hepática, b) con 
aumento de los marcadores de necrosis hepática y un moderado aumento de la 
bilirubina sérica. oc) una forma mixta en la que tanto necrosis como colestasis son 
importantes. La forma más frecuente de hepatitis alérgica, y la de mejor pronóstico. 
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es aquella que se manifiesta con colestasis y un moderado daño hepatocelular. Las 
más 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 alteración hepática 
no son obvias, ni son facilmente asimilables a un tipo de fármaco determinado. Lo 
interesante del caso es que un mismo fármaco puede producir los tres tipos de 
respuestas en distintos pacientes. 

Cabe plantearse, en primer lugar, la relación existente entre Ja respuesta inmune 
y las manifestaciones clínicas de las hepatitis. Los casos de necrosis hepatocelular 
parecen ser debidas a la destrucción mediada principalmente por células Te, si bien 
no cabe excluir la participación 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 víricas (53). En ese sentido, la participación 
de anticuerpos dirigidos contra el fármaco pudiera tener también un papel relevante. 
Por ejemplo, en el caso de la hepatitis por halotano, la incubación de hepatocitos, 
previamente expuestos al anestésico, con el suero de individuos sensibilizados se­
guido de la adición de células mononucleares, resulta en la destrucción de los 
hepatocitos (54, 55). 

La existencia de autoanticuerpos (p. ej. anti citocromo P450}, pudiera ser más 
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 clínicas de la hepatitis alérgica. Cabe especular 
que. como consecuencia de la muerte del hepatocito y la salida al exterior de 
antígenos citoplasmáticos, entre ellos los eitocromos, se desencadene la producción 
de autoanticuerpos cuya antigenicidad podría verse incrementada por la presencia 
de aductos fármaco-proteína. Por otra parte, la presencia en la membrana plasmática 
de los hepatocitos de aductos fármaco-citocromo P-450 (32,33), posiblemente resul­
tado de un transporte minoritario de estos enzimas hacia el exterior, fac ilitaría su 
reconocimiento por anticuerpos y el ataque por células del sistema inmune. 

Las hepatitis alérgicas cuya manifestación clínica es la colestasis sin necrosis del 
hepatocito, no solo son las más frecuentes sino también las más desconocidas desde 
el punto de vista mecanístico. Se trata de una alteración funcional de los hepatocitos, 
en la que se ve perturbada la captación 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 Te en el mecanismo de esta 
hepatitis. Por otra parte, estas células conservan su funcionalidad hepática in vivo 
(ej. gluconeogénesis, ureogénesis). Cabe imaginar que la interacción con anticuer­
pos dirigidos contra antígenos de membrana (citocromos, aductos fármaco-proteína 
etc.). alterando las propiedades de la membrana, podría indirectamente afectar la 
actividad funcional de proteínas implicadas en el transporte de aniones, ácidos bilia­
res y bilirubina. Recientemente, en el caso de una hepatitis alérgica por eritromicina 
(41 ), ha podido demostrarse cómo anticuerpos dirigidos contra el fármaco, presentes 
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en el suero de enfennos, son capaces de unirse a la membrana del pseudo-canalículo 
biliar de hepatocitos en cultivo incubados con el fürmaco. 

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

Aparte de una exhaustiva anamnesis y de la exclusión de otras etiologías. no 
existe en la práctica un procedimiento que permita determinar con precisión el 
fánnaco causal de una hepatopatía alérgica. Una confirmación inequívoca de la 
etiología inmunológica de una hepatitis requiere poner de manifiesto la existencia 
de una respuesta inmune dirigida contra el correspondiente fánnaco, (bien anticuer­
pos, o bien linfocitos T sensibilizados). La naturaleza de la respuesta inmunológica 
(raramente mediada por IgE) y el tipo de manifestación hepática asociada, hace que 
las pruebas alérgicas convencionales resulten poco útiles. Un experimento de pro­
vocación in vivo para confirmar el diagnóstico está fuera de toda consideración por 
razones éticas. 

Idealmente debiera ser posible el demostrar la sensibilización de un paciente a 
un determinado fármaco mediante ensayos inmunológicos in 1•itro. Dichos ensayos 
debieran ir dirigidos a evidenciar o la existencia de anticuerpos o la de linfocitos 
sensibilizados frente al fánnaco. Se han desarrollado ensayos de laboratorio para el 
diagnóstico de las hepatitis alérgicas, pero su valor es limitado. El radio-allergosor­
bent test (RAST) ha resultado de utilidad en la detección de IgE dirigidas contra 
ciertos fármacos (penicilinas) pero de muy poco valor en muchos otros casos (57). 
Como se ha mencionado anterionnente, la presencia de anticuerpos dirigidos contra 
el fármaco no es un hallazgo frecuente en las hepatitis alérgicas. Una posible ex­
plicación sería el que los anticuerpos hayan sido ensayados frente al fánnaco 
sospechoso, mientras que los anticuerpos hayan sido dirigidos contra metabolitos 
del fármaco, o aductos fánnaco-proteína. Se han conseguido resultados prometedo­
res en la detección de anticuerpos dirigidos contra fármacos, mediante la utilización 
de hepatocitos humanos que. incubados previamente con el fánnaco, son expuestos 
al suero del paciente (41 ). Esta aproximación tiene la ventaja de que a través de los 
hepatocitos se generan los posibles metabolitos, así como los correspondientes 
aductos susceptibles de ser reconocidos por el anticuerpo. 

Por otra parte, solo en una minoría de pacientes con hepatitis yatrogénica ha 
podido demostrarse la existencia de linfocitos sensibilizados frente al fármaco sos­
pechoso usando tests de proliferación celular. Esta baja sensibi lidad. que da lugar 
a cerca de un 50% de falsos negativos (57, 58), podría deberse a varias razones: 

a) que el mecanismo de la toxicidad idiosincrásica no sea de naturaleza inmu­
nológica: 

b) que la respuesta inmune vaya dirigida, no al fármaco sino, a alguno de sus 
metabolitos: 
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** Figura 6. lde11tificació11 de li11focitos T sensibilizados por f ármacos. La sí111e.1is de DNA y la 
proliferación celular es el re.mirado final del Je1uí111e110 de ac1il'ació11 linfociraria que 1·11 prece­
dido de la acril'aciá11 de di.Hinros marcadores (CD-25. CD-71 ). El tmrígeno de 111emhra11a CD-
69 es ww de lo.1 más rempranos. Aparece en el transrnno de las primeras llora.1 1· se e.\presa 
en células T. 8 y N K actil'adas hien por t1111ígeno.1 o 11111óge11os. Su análisis en cm1J11ncuí11 con 
la expresión de otro.1 marcadores co11s1i111m·os de células T (CD-1. CD-8) es IÍlll para de1110.11rar 
la existencia de 1111/ociws sensihili:ados fre/l/e 1111 de1er111111ado fármaco en ¡wnenres 
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e) que el fánnaco/metabolito no sea capaz, por sí mismo. de estimular la 
proliferación de los linfocitos si no está unido a una macromolécula; 

d) que se trate de un antígeno poco potente y/o que requiera de una adecuada 
presentación para estimular a los linfocitos; 

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

La síntesis de DNA y la proliferación celular es el resultado final del fenómeno 
de activación linfocitaria. pero que requiere varios días para poder ser apreciada 
inequivocamente. Generalmente se utiliza como criterio la incorporación de 3H-timi­
dina. pero la necesidad de mantener las células en cultivo durante varios días para 
poder detectar el fenómeno de síntesis de DNA, aumenta la complejidad del ensayo. 

Con vistas a su utilización en el diagnóstico clínico de las hepatopatías alérgi­
cas. cabe considerar otro tipo de marcadores (Figura 6). El antígeno de membrana 
CD-69 es uno de los marcadores más tempranos que se expresan en todas las 
células T. B y NK activadas bien por antígenos o por m1tógenos. El CD-69 es una 
proteína que no se detecta en células mononuclcares periféricas. pero que en el 
transcurso de muy pocas horas aparece en todas las estirpes de linfocitos estimula­
dos con el antígeno (58.59). La expresión de esta proteína (60) no requeriere el 
concurso de otras células o señales (citoquinas) y precede a la aparición de los 
marcadores CD-25. y CD-71. La expresión transitoria del CD-69 en linfocitos. 
comparnda con la expresión constitutiva de orros 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 fármaco en pacicmcs. En conjunción 
con un sistema capaz de generar metabolitos del f{lnnaco (p. ej. hepatocitos huma­
nos). la utilización del CD-69 podría constituir una aproximación clínicamente útil 
para demostrar en pacientes, la existencia de linfocitos sensibil izados frente un 
determinado ffu·maco. 

7. BIBLIOGRAFIA 

Z1mmcnnan HJ y hhak KG ( 1995). General aspects of drug-induccd Jiver disca\es. Gas-
1roen1erol. C/111 North Ameríca 24: 739-758. 

2. Castel! JV. Górnez-Lechón MJ. Ponsoda X y Bon R (1977). /11 ntro inves11ga11on of the 
molecular mechanisms of hepa1otoxici1y. En .. ," 1·11ro \1cthods 111 Pharmaceutical Rcscar­
ch .. <Castcll JV and Gómez-Lechón ~1J. Eds.l pp 375-41 O. A1.:adcm1c Press. London. 

3. Gucngcrich FP. Catalytic selectivity of human cy1ochrome P450 e11Lymes: relevance to 
drug metabohsm and toxicity. Tox Let 1990: 70: 133-138. 

4. Columbano A (1995>. Cell death: Curren! d1fficullics in discrirninating apoptosis from 
necrosis 111 lhe context of palhological proccsse\ 111 1'fro. J Ct•I 8111d1em 58. 181-190. 

'i. Swan1 \1N ( 1995). Mitochondrial toxicity: Ncw advcrsc drug cffccts. Ne11 Eng J Med 333: 
1146 1148. 

6. Rccd JO ( 1990). Glutathione: Toxicological implica1ions. 1\1111 Rn Pharmacol To.11col 30: 
603-631. 

65 



7. Rosser BG y Gorcs GJ (1995). Liver ccll necrosis: Cellular mcchanisms and clinical im­
plications. Gasrroenrerology 108: 252-275. 

8. Nieminen AL. Saylor AK. Tesfai SA. Hcnnan 8 y Lemasters JJ ( 1995). Contribution of the 
mitochondrial penneability transition to leihal injury aftcr exposure of hepatocytcs to t­
butylhydroperox1dc. Biochem J 307· 99-106. 

9. Poli. G. Albano. E) Dianzani. MU ( 1987). The role of lip1d peroxidation in livcr damage. 
Chem Pliys L1pu/s 45: 117-142. 

10. Ross D ( 1989). Mcchanistic 1oxicology: A radical pcrspcctive. J Pliarm Pltarmacal 41: 
505-511. 

11. Sics H ( 1991 ). Oxidative stress: introduction. ln «Üxidativc Stress. Oxidants and Antioxi­
dants». (H Síes. Ed), Academic Prci.s. London. 

12. Boobis AR. Duncan J. Fawthrop J y Davies DS ( 1989). Mcchanisms of cell dcath. Tre11ds 
Pliarmaco/ Sci 10: 275-280. 

13. Bellomo G. Perotti M. Taddei F. Mirabclli et al. ( 1992). Tumor necrosi~ factor-alpha 
induces apoptos1s in mammary adenocarcinoma cells by an increase in intranuclear free 
Ca~· concentration and DNA fragmcntation. Cancer Res 52: 1342-1346. 

14. Spedding M. y Paolctli R. ( 1992). Classification of calcium channcls and the sitcs of action 
of drugs modifying channel function. Pliarmacol Re1· 44: 363-376. 

15. Shen W. Kamcndulis LM. Ray SD y Corcoran GB ( 1992). Acetaminophen-induccd cyto­
toxicity in culturcd mouse hepatocytcs: cffccts of Ca2

• -endonuclcase. DNA repair. and 
glutathione dcplction inhibitors on DNA fragmentation and cell death. Toxico!. Appl Pliar­
macol 112: 32-40. 

16. Hinson JA y Roberts DW ( 1992), Role of covalent and noncovalent interaction' in cell 
toxícity: effccts on proteins. A111111 Re1• Pliarmacol Toxico/ 32: 471-510. 

17. Boelsterli UA. Lanzotti A. Goldlin C y Oertle M (1992). ldemification of cytochromc P-
450HB 1 as cocainc-bioactivating isofonn in rat hepatic microsomes and in cultured rat 
hepatocytes. Dnq~ Merah Dispos 20: 96-10 l. 

18. Holtzman JL ( 1995). The role of covalent binding to microsomal proteins in thc hepato­
toxicity of acctaminophen. Drug Metab Re1· 27: 277-297. 

19. Kenna JG. K111ght TL y Pelt FN (1993). lmmunity 10 halothane metabolite-modified pro­
teins in halothane hepatitis. A1111 NY Acad Sci 685: 646-661. 

20. Hargus. SJ. Amouzedeh HR. Pumford NR et al ( 1994). Metabolic activation and imrnuno­
chemical localitation of liver protcin adducts on the nonsteroidal anti-inflamatory drug 
diclofenac. Cltem Res Toxico/ 7: 575-582. 

21. Ponsoda X. Bort R. Jover R. Gómcz-Lcchón MJ y Castell JV ( 1995). Molecular mccha­
nisms of diclofcnac hcpatotoxicity: ccll injury is associatcd 10 the metabolism of the drug 
and is prcluded by a decrease in ATP levels. Toxic in 1·i1ro 9: 439-444. 

22. Kretz-Rommel A y Boelsterli UA ( 1994). Mechanism of covalent adduct fonnation of 
diclofenac in rat hepatic microsomal proteins. Retention of the glucuronic acid mo1et} in 
the adduct. Drug Metah Disp 22: 956-961. 

23. Becker TC. Noel RJ. Coats WS. Gómel-Foix AM. Alarn T. Gerard RD y Ncwgard CB 
( 1994), Use of recombinan! adenovirus for metabolic cngineering of mammalian cells. 
Merltods in Ce// Biol 43: 161- 189. 

24. Castell JV. 1-lernández D. Górnez-Foix AM. Guillén I, Donato T y Gómez-Lechón MJ. 
( 1997). Adenovirus-mediated gene transfer into human hepatocytes: Analysis of the bio­
chemical functionality of transduced cells. Gene Tlterapy 4: 455-464. 

25. Castell JV y Gómez-Lechón MJ ( 1992). The in 1·i1ro evaluation of the potential nsk of 
hepatotoxicity of drugs. In --111 1·11ro altematives to animal phannaco-toxicology". (JV 
Castell and MJ Gómez-Lechón. Eds). pp. 179-204. Fannaindustria. Barcelona. 

26. Crespi CL. Gonzálel FJ. Steimel DT. Turner TR. Gelboin HV. Penman BW y Langenbach 
R (199 1). A mctabolically competent human cell lines cxpressing five cDNAs cncoding 
procarcinogen and promutagen-activating enzymes. Cltem Re.~ Toxico/ 4: 566-572. 

27. Lccoeur S. Bomierbaler E. Challine D et al ( 1994), Specificity of in l'itro covalent binding 
of tienilic acid rnetabolites to human liver microsomes in relationship to the typc of hepa­
totoxicity: companson with two directly hepatotoxic drugs. Cltem Res Toxico/ 7: 434-442. 

66 



28. Lecoeur S. Bomierbaler E. Challine D et al ( 1994). Specificity of in 1•ítro covalent binding 
of tienilic acid metabolites to human liver microsomes in relationship to the type of hepa­
totoxicity: comparison wilh two directly hepatotoxic drugs. Chem Res Toxico/ 7: 434-442. 

29. Park BK y Kineringham NR (1990). Drug-protein conjugation and its immunological con­
sequenccs. Drug Meta/J Re\' 22: 87-144. 

30. Timbrell JA (1991 ). Principies of biochemical toxicology. Taylor and Francis, London. 
31. Gonzálcz FJ y Gelboin HY ( 1991) Human cytochromes P450: Evolution. catalytic activi­

ties and interindividual varialions in expression. En: New Horizons in Biological Dosime­
try. pp. 11-20. Wiley-Liss. !ne. 

32. Loeper JY. Descatoire M Maurice Metal (1993), Cytochromes P450 in human hepatocyte 
plasma membrane: recognition by severa! autoantibodies. Gastroenterology 104: 203-216. 

33. Robin MA. Mara1ra1 M, Loeper J et al ( 1995), Cyrochrome P4502B follows a vesicular 
route to the plasma membrane in cultured rat hepatocytes. Gastroenterology 108: 1110-
1123. 

34. Loeper JV, Descatoire M. Amouyal P et al. ( 1989). Presence of covalently bound metabo­
lites on rat hepatocyte plasma membrane proteins after administration of isaxonine a drug 
leading to immunoalergic hepatitis in man. Heparology 9: 675-678. 

35. Rubinstein D. Roska AK y Lipsky PE ( 1987). Antigen presentation by liver sinusoidal 
lining cells after antigen exposure in 1•ívo. J lmmunol 138: 1377-1382. 

36. Knoll P. Lohr H. Treichel Y. Dienes HP, Lohse A, SchJaack J y Gcrken G (1995), Paren­
chymal and non-parenchymal liver cells and their interaction in the local immune response. 
Z Gastroenterol 33: 613-620. 

37. Homberg JC. Abuaf N, Helmy-KhaliJ Set aJ 0985). Drug induced hepatitis associated with 
anticytoplasmic organelle autoantibodies. Hepatology 5: 72-727. 

38. Kenna JG, Neuberger J y Williams ( 1988), Evidence for expression in human liver of 
halothane-induced neoantigens recognized by antibodies in sera from patients. Hepatology 
8: 1635-1641. 

39. Night TL. Scarchard KM. Van Pelt FN y Kcnna JO (1994), Sera from patients wih halo­
thane hepatitis contain antibodies to halothane-induced liver antigens which are 1101 detec­
table by immunoblotting . .! Pharmacol Exp Ther 270: 1325-1333. 

40. Clarke JB. Neftel K. Kitteringham NR y Park BK (199 1). Detection of anlidrug lgG 
antibodies in patients with adverse drug reactions to amodiaquine. !111 Arc/1 Allergy Appl 
/111m11nol 95: 369-375. 

41. Gómez-Lechón MJ, Carrasquer J, Berenguer J y Castell JY ( 1996), Evidence of antibodies 
to erythromycin in serum of a patient following an cpisode of acutc drug-induced hepatitis. 
Clín Exp Allergy 26: 590-596. 

42. Beaune P. Dansette PM. Mansuy D et al ( 1987), Human anti-endoplasmic reticulum au­
toantibodies appearing in a drug-induced hepatitis are directed against a human liver cyto­
chrome P-450 that hydroxylates the drug. Proc Natf Acad Sci 85: 551-555. 

43. Pons C. Dansene PM. Amar C et al ( 1991 ). Detection of human hepatitis anti livcr kidney 
microsomes (LKM2) autoantibodies on rat liver sections is predominantly due to reactivity 
with rat liver P-450 IJCI l. J Pharmacof Exp Tl!er 259: 1328-1334. 

44. Bourdi M, Gautier JC, Mircheva Jet al (1992). Anti liver microsomes autoantibodies and 
dihydralazine-induced hepatitis: specificity of autoantibodies and inductive capacity of the 
drug. Mof Pharmacof 42: 280-285. 

45. Leeder JS. Riley RJ, Cook YA y Spielberg SP ( 1992). Human anti-cytochrome P450 
anlibodies in aromatic anticonvulsant-induced hypersensitivity reactions. J Pharmacof EJ.p 
Tfler 263: 360-367. 

46. Beaune Ph. Pessayre D. Dansette P et al (1994), Autoantibodies against cytochromes P450: 
Role in human diseases. Ad1• Pharmacol 30: 199-245. 

47. Pohl LR, Kenna JO, Saroh H. Chrisl D y Martín JL ( 1989). Neoantigens associated with 
halothane hepatitis. Drug Metah Re1• 20: 203-217. 

48. Satoh H. Martin BM, Schulick AH et al (1989). Human anti-endoplasmic reticulum anti­
bodies in sera of patients with halorhane-induced hepatitis are directed against a trifluo­
roacetylatcd carboxylesterase. Proc Natf Acad Sci USA 86: 322-326. 

67 



49. Butler LE, Thomanssen D. Martín JL et al (1992). The calcium-binding protein calreticulin 
is covalently modified in rat liver by a reactive metabolite of the inhalation anesthesic 
halothane. Chem Res Toxico! S: 406-41 O. 

50. Pirmohamed M. Kitteringham NR. Breckenridge AM y Park BK ( l 992). Detection of 
autoantibody directed against human liver microsomal protein in a patient with carbama­
zepine hypersensitivity. Br .! Cli11 Pflarmacol 33: 183-186. 

51. Tsutsui H. Terano Y y Sakagami C et al ( 1992). Drug-specific T cells derived from patients 
with drug-induced allergic hepatitis . .! lmm1111ol 149: 706-716. 

S2. Victorino MM. María V AJ y Pinto LA ( 1992). Evidenee for prostaglandin-producing su­
ppresor cells in drug-induced liver injury and implications in the diagnosis of drug sensi­
tization. Cli11 Exp !11111111nol 87: 132-137. 

53. Marcellin P y Benhamou JP (l 99S). Autoimmune disorders associated with hepatitis C. En 
Progress in Liver Diseases. vol. 10. pp. 247-268. (Boyer JL. Ockner RK. eds.) WB. Saun­
ders Company. Philadelphia. 

S4. Vergani D. Mieli-Vergani G, Alberti A et al (1980). Antibodies to the surface of halothane­
altered rabbit hepatocytes in patients with severe halothane-associated hepatitis. N E11g ./ 
Mee! 303: 183-186. 

SS. Neuberger J. Gimson AES. Davis M y Williams R ( 1983). Specific serological markers in 
the diagnosis of fulminant hepatic failure assoeiated with halothane anaesthesia. Br .! 
A11aesth 15:743-749 

S6. Manns MP ( 1994). Autoantibodies in chronic hepatitis: Diagnostic reagents and scientific 
tools to studty etiology. pathogenesis. and cell biology. En: Progress in Liver Diseases. Vol 
XII. (Boyer JL y Ockner RK. eds.) WB. Saunders Company. Philadelphia. 

57. Fraft D y Wide L ( 1976). Clinical pallems and results of radioallergosorbent test (RAST) 
and skin testl. in penicillin allergy. Br ./ Derma10/ 94: 593-60 l. 

58. Maria V AJ y Victorino RMM ( 1994 ), Lymphocyte proliferative response to drugs: Analy­
sis of the value of a 24-well lymphocyte culture system. Toxic. in 1•itro 5: 1041-1044. 

59. Maria VAJ. Pinto L y Victorino MM ( 1994), Lymphocyle rcactivity yo ex-vivo drug 
antigens in drug-induced hepatitis . .! Hepatol 21: 151-158. 

60. Nakamura S. Sung SSJ. Bjomdal1l JM y Fu SM ( 1989), Human T cell activation IV. T cell 
activation and proliferation via thc early activation antigen ES-1. ./ Exp Mee! 169: 677-689. 

61. Santis AG. Campanero MR. Alonso JL et al ( 1992), TNF-ci produclion induced 
in T lymphocytes through the AJM/CD69 activation pathway. Eur J /mm1111ol 22: l 2S3-
l 2S9. 

62. López-Cabrera M, Santis AG. Femández-Ruiz E et al ( 1993), Molecular cloning. cxpres­
sion and c hromosomal local ization of the human earliest lymphocyte activation antigen 
AIM/CD69, a new mcmber of the C-type animal lectin superfamily of signa! transmilling 
receptors . .! E.\]J Mee! 23: 2993-2997. 

68 



SISTEMAS DE TRANSPORTE DEL GLUTATION 
A TRAVES DE MEMBRANA PLASMATICA 

Y MITOCONDRIAL 

CARMEN GARCIA-RUIZ, ALBERT MORALES, ANNA COLELL, 
MERCE MIRANDA, MONTSE MARI, ESTHER ARDITE 

y JOSE C. FERNANDEZ-CHECA. 
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Unidad de Hcpatología. Consejo Superior 

de Investigaciones Científicas (CSIC). Hospital Clínic i Provincial, Universidad de Barcelona. 

SUMARIO 

1. INTRODUCCION 

2. IMPORTANCIA DEL GLUTATION Y SU TRANSPORTE HEPA­
TICO 

3. CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE SINUSOIDAL Y CANA­
LICULAR DE GSH 

4. SIGNIFICADO DEL TRANSPORTE HEPATICO DE GSH 

5. CLONAJE DEL TRANSPORTADOR SINUSOIDAL Y CANALICU­
LAR DE GSH 

6. GLUT A TION MITOCONDRIAL: IMPORTANCIA Y TRANSPORTE 

6.1. Importancia y fisiología 
6.2. Transporte mitocondrial de GSH 

7. BIBLIOGRAFIA 

69 



1. INTRODUCCION 

A pesar de que el glutation (GSH) fue descubierto en 1888 por De Rey-Pailha­
de, su función ha empezado a conocerse sólo a partir de las últimas tres décadas. 
El GSH es una molécula con una gran eficacia estructural. Este tripéptido está 
constituido por los aminoácidos glutamato, cisteína y glicina; el glutamato y la 
glicina, juegan un papel fundamental en la determinación de su destino metabólico 
mientras que la cisteína, a través de su sulfidrilo, es responsable de sus funciones. 
La primera etapa en la síntesis del GSH es la unión entre el glutamato y la cisteína. 
Esta unión se realiza a través del grupo y-carboxilo del glutamato en vez del 
a-carboxilo como ocurre normalmente en Ja mayoría de Jos péptidos, lo que deter­
mina una resistencia a la hidrólisis por peptidasas; de hecho, la única 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 
aminoácido terminal, glicina, es fundamental en Ja especificidad estructural de las 
enzimas dependientes de GSH y confiere una protección frente a Ja degradación 
intracelular producida por la y-glutarnilciclotransferasa. 

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
transformación como la glutation transferasa (GST). Dichos enzimas metabolizan 
una variedad de sustancias electrofílicas mediante conjugación con el GSH, dando 
lugar a la formación de tioéteres que son potencialmente eliminados tras su trans­
porte a la bilis. Las peroxidasas dependientes de GSH eliminan peróxidos tanto de 
hidrógeno como orgánicos. En dicha acción, el GSH se oxida a GSSG. Sin embar­
go, la GSH reductasa reduce dicha especie oxidada a su forma reducida a expensas 
de equivalentes de reducción (NADH). La coordinación de esta serie de reacciones 
enzimáticas que utilizan el GSH como coenzima constituye el denominado ciclo 
rédox del GSH cuya acción es fundamental para garantizar la funcionalidad de 
múltiples procesos celulares. 

2. IMPORTANCIA DEL GLUTATION Y SU TRANSPORTE HEPATICO 

La clave de muchas de las funciones que desempeña el GSH radica en el grupo 
tiol de la cisteína. Además de las que ya se han señalado cabe añadir: 1) desintoxi-
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cación de electrófilos inestables tras su transformación en tioéteres: 2) actuación 
como la principal fuente celular de almacenamiento de cisteína, sirviendo como 
vehículo para su transporte a otros órganos: 3) mantenimiento de los tioles proteicos 
esenciales, previniendo la oxidación de grupos -SH o reduciendo uniones disulfuros 
inducidas por estrés oxidativo. Las peroxidasas dependientes de GSH eliminan 
peróxidos tanto de hidrógeno como orgánicos. En dicha función, el GSI 1 se oxida 
a GSSG. Sin embargo, la GSH reductasa reduce dicha especie molecular a la forma 
reducida. La coordinación de esta serie de reacciones enzimáticas que utilizan el 
GSH como coenzima constituyen el denominado ciclo redox del GSH, cuya acción 
es fundamental para garantizar los múltiples procesos celulares; 4) conjugación con 
compuestos endógenos formando aductos como intermediarios en el metabolismo 
de prostaglandinas, leucotrienos y varias honnonas; 5) reducción de ribonucleótidos 
a deoxiribonucleótidos: 6) modulación de procesos relacionados con los microtúbu­
los. Dichac; funciones son algunas de las que se han descrito hasta la fecha. siendo 
esenciales para un funcionamiento normal de la célula. 

Una característica fundamental de la regulación del GSH lo constituye su me­
tabolismo interorgánico. En este sentido el GSH se puede considerar como un 
almacén intracelular de cisteína, un aminoácido tóxico debido a la rápida autooxi­
dación de su tiol inestable, lo que contrasta con el tiol estable del GSII. La cisteína 
en forma de GS H se recupera extracelularmente, en un proceso que se inicia con 
la hidrólisis del GSH por la y-GT, seguido del transporte del dipéptido cisteinil­
glicina al interior celular. De esta manera. el destino de la cisteína esttí ligado a la 
presencia de enzimas que pueden liberarla a partir del GSH. El GSH se sintetin en 
todas las células de mamíferos. aunque los principales órganos que regulan el GSH 
y la cisteína son el hígado, pulmón y riñón. El hígado transporta GSH al plasma y 
a la bilis, mientras que el riñón Jo libera a los túbulos. Puesto que la ruptura del 
enlace y-glutamil por la y-GT es siempre el primer paso en la ruptura del GSH. sólo 
aquellas células con y-GT y dipeptidasa en la superficie externa pueden iniciar el 
metabolismo del GSll plasmático ( 1 ). El GSH liberado desde el hepatocito, puede 
ser hidrolizado en sus aminoácidos constituyentes y posterionnente reutilizados por 
el mismo órgano (homeostasis intraorgánica) o puede ser transferido a través de su 
distribución en el plasma a otros órganos distales capaces de metabolizar el GSH 
(homeostasis interorgánica). Para que este proceso tenga un clara significación es 
necesario una fuerza conductora que permita un transporte concentrativo del medio 
exrracelular (µM) al interior celular (mM), venciendo el gradiente electroquímico. 
Un transporte de GS H dependiente de sodio ha sido descrito en enterocitos. células 
renales, células alveolares tipo 11 y vesículas de membranas derivadas de dichas 
células (2). 

Teniendo en cuenta el papel central del hígado en la regulación interorgánica del 
GSH, un paso fundamental lo constituye la liberación del GSH del hepatocito. En 
los últimos años se ha acumulado una gran cantidad de información sobre la fisio­
logía celular del transporte hepático de GSH utilizando una variedad de modelos 
experimentales tales como hígado perfundido. suspensión de hepatocitos. cultivos 
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primarios de hepatocitos. vesículas de membrana enriquecida en el polo sinusoidal 
y canalicular y últimamente en estudios de expresión molecular de cDNAs de los 
transportadores hepáticos de GSH. 

El transporte de GSH en ambos polos del hepatocito se reconoció hace unos 15 
años (3, 4). Inicialmente, se pensó en un proceso de difusión. Sin embargo, estudios 
en vesículas de membrana mostraron una capacidad saturable (5, 6). Estudios pos­
teriores en hígado perfundido utilizando varios tratamientos para variar la concen­
tración intracelular de GSH indicaron que el transporte sinusoidal de GSH era 
saturable con una Km de 3-7mM (7, 8), sin indicio de saturabilidad en el transporte 
canalicular de GSH hasta niveles de l 2µmol/g hígado (9. 10). A pesar de ausencia 
de saturabilidad, la secreción biliar es inhibible por ciertos aniones orgánicos e 
inducible por fenobarbital, lo que sugería la participación de una proteína transpor­
tadora ( 12). Estudios con vesículas de membrana han ayudado a elucidar Ja discre­
pancia que supone la falta de saturabilidad indicando la presencia de un transpor­
tador de muy baja afinidad con una Km de 16mM (11, 12). 

3. CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE SINUSOIDAL 
Y CANALICULAR DE GSH 

Las comparaciones más directas entre el transporte de GSH en ambos polos del 
hepatocito han sido llevadas a cabo utilizando preparaciones de membrana plasmáti­
ca enriquecida en el polo sinusoidal y canalicular del hepatocito. A pesar de que di­
cho modelo de estudio es útil en la comparación de características de transporte, su 
interpretación está limitada por dos inconvenientes principales: la posible contami­
nación de las preparaciones con otras estructuras subcelu lares y la orientación de las 
vesículas 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 fisiológica. La Tabla 1 resume las características de los dos sistemas de trans­
porte. El transporte en ambos dominios de la membrana es facilitativo con cinética 
de saturación y con características de trans-estimulación. Esta característica 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 
Ja concentración intracelular de GSH es varios órdenes de veces mayor que la del 
GSH plasmático, en condiciones fisiológicas, el transporte de GSH opera en el sen­
tido de liberación desde el interior del hepatocito. El potencial eléctrico de membra­
na (despolarización) aumenta el transporte de GSH, lo que sugiere que el GSH es 
transportado con carga neta negativa ( 1 1, 12, 13, 14). Estudios cinéticos revelan una 
diferencia muy significativa de Km de más de 2 veces entre el transporte sinusoidal y 
canalicular en el rango de concentración fisiológica de GSH. 

En condiciones normales el transportador sinusoidal funciona al máximo de su 
capacidad debido a que la concentración fisiológica de GSH supera la Km hacia el 
GSH. Por tanto, la regulación coordinada entre el transporte de GSH hepático y su 
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Tabla l. Características fisiológicas del transporte hepático de glutation 
reducido 

Sinusoidal 

Trans-estimulación ................................................ SI 
Dependencia de A TP ....... ........... ................... ...... NO 
Dependencia de potencial de membrana............ S I 
Cis-inhibición por BSP-GSH ............................... SI 
Cis-inhibición por BSP ........................................ SI 
Trans-inhibición por: 

Metionina y cistationina ............................. SI 
Inducción por fenobarbital (V01~.> ....................... NO 

Canalicular 

SI 
NO 
SI 

NO 
SI 

NO 
SI 

Los parámetros de estudio se determinaron en preparaciones de vesículas dc membrana enrique­
cida en el polo sinusoidal y canalicular del hepa1oci10. 

utilización extrahepática no están determinadas por cambios fisiológicos en la con­
centración de GSH. sino más bien por cambios en la fuerza motriz del transportador 
(potencial eléctrico de membrana) o mediante fosforilación. En condiciones de de­
pleción de GSH hepático, el transporte sinusoidal disminuye. En cambio. el trans­
porte canalicular opera muy por debajo de su Km. Debido a esto, existe una relación 
directa entre el GSH hepático y el transporte biliar, de manera que íluctuaciones en 
la concentración intracelular de GSH inciden sobre la velocidad de secreción de 
GSH a la bilis. 

En e l trabajo origi na l de Inoue et al (5, 6) se describió un componente de alta 
afinidad tanto en vesículas de membrana sinusoidal (junto con un componente de 
baja afinidad) como canalicular (con un único componente de alta afinidad). En 
nuestros resultados con ambos tipos de vesículas de membrana, hemos observado 
un componente de alta afinidad y de baja afinidad de manera inconsistente. Este 
hecho junto con las observaciones de Ishikawa e1 al ( 15 ). sugieren que el compo­
nente de alla afinidad podría ser justificado por la unión de alta afinidad del GSH 
a las glutation S-transferasas (GST). enzimas que están presentes en las preparacio­
nes de vesículas de membrana. Por ello es virtualmente imposible discernir si el 
componente de alta afinidad es el resultado de transporte o unión a las GST. Inclu­
so, si dicho componente realmente existiese. su con1ribución al transporte neto de 
GSH sería despreciable debido a su extraordinaria baja capacidad. aunque pueda 
representar una ruta de transporte para otras sustancias. 

Estudios comparativos de la especificidad de inhibición del transporte sinusoi­
dal > canalicular han establecido una sen~ibilidad a ciertos aniones orgánicos como 
el aducto dinitrofenol-GSH CDNP-GSH) y bromosulftalcína ( 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 hígado perfundido, hepatocitos aislados y vesículas ( 14, 
15). De manera análoga, los aminoácidos tioéteres. metionina y cistationina inhiben 
exclusivamente el transporte sinusoidal de GSH en vesículas 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. El GSH plasmático posee una vida 
media muy corta ( 1 min) y es rápidamente degradado en otras células extrahepáticas 
liberando cisteína que es posteriormente utilizada en células diana mediante un 
transporte de la misma al interior celular. Esta cisteina «recuperada» mediante la 
hidrólisis del GSH es utilizada en la síntesis 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, Ja contribución neta de 
esta sistema de utilización del GSH plasmático al mantenimiento de la concentra­
ción 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 aminoácidos constituyentes a las 
células epiteliales del dueto biliar e intestino. 2) Constituye un determinante del 
flujo biliar independiente de ácidos biliares. La concentración biliar de GSH es del 
orden de mM, de manera que su secreción constituye un componente fundamental 
de la fuerza osmótica necesaria para la generación del flujo biliar. 3) Ruta alterna­
tiva de transporte de aniones orgánicos. Otros aniones orgánicos aparte del BSP­
GSH. cis inhiben y trans estimulan el transporte de GSII en vesículas de membrana 
canalicular ( 11 ). El transporte de BSP en vesículas canaliculares en ausencia de 
A TP aumenta cuando se establece un potencial de membrana positivo y tras el 
tratamiento con fenobarbital. Cuando se examina la competición de transporte. el 
GSH cis inhibe y trans estimula el transporte de BSP. Por ello, ambos aniones 
parecen compartir un transportador común en vesículas de membrana canaliculares. 
El principal mecanismo de transporte de aniones orgánicos es a través del sistema 
de alta afinidad dependiente de A TP el cual transporta aniones orgánicos de diver­
sidad estructural incluyendo conjugados de GS H y GSSG. La concentración de los 
sustratos aniónicos orgán icos de este tipo de transportador son muy bajas en hepa­
tocitos debido a la acción de su transporte activo de manera que la cis inhibición 
de la secreción de GSH se observa sólo cuando dichos aniones orgánicos se acu­
mulan en la célula (cuando se produce una infusión de aniones orgánicos o cuando 
se produce una mutación en el transportador dependiente de ATP). Por tanto, estos 
dos transportadores parecen operar en paralelo: por una parte el transportador 
multiespecífico de baja afinidad cuya función primordial es la de secretar GSH y 
por otra, el transportador dependiente de A T P que secreta aniones orgánicos a la 
bi lis. Si la concentración de aniones orgánico~ en bilis supera cierto nivel podrían 
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interaccionar con el transportador de GSH transestimulando la secreción de GSH. 
El anión orgánico transportado en intercambio por GSH sería secretado de nuevo 
a la bilis por la acción del transportador dependiente de ATP. Este modelo de 
acción permitiría explicar la falta de GSH en bilis de ratas con una mutación en el 
transportador canalicular de alta afinidad dependiente de ATP (EHBR) como con­
secuencia de la acumulación intracelular de sustratos que normalmente serían secre­
tados por dicha ruta pudiendo competir por el GSH en su transporte biliar ( 12). 
Además, ello establece un transporte activo secundario de GSH lo que explicaría el 
hecho de que la concentración de GSH en bilis sea tan elevada en comparación con 
la concentración intracelular del mismo. 

5. CLONAJE DEL TRANSPORTADOR SINUSOIDAL Y CANALICULAR 
DE GSH 

Recientemente hemos descrito la expresión funcional del transporte bidireccio­
nal de GSH en oocitos de Xenopus Laevis después de la microinyección de mRNA 
total de hígado de rata (20). Fraccionamiento del mRNA resulta en la identificación 
de dos especies individuales que expresan actividad de transporte de GSH cuando 
se inyectan en oocitos. De ellas, una fracción de tamaño 2.0-2.5 kb expresa un 
transporte sensible a inhibición por BSP-GSH. metionina y cistationina (19. 20) 
consistente con la expresión del transportador sinusoidal, y otra de tamaño 3.5-4.0 
kb insensible a inhibición por dichos agentes, consistente con la expresión del 
transportador canalicular de GSH. 

A partir de los cDNA preparados de las correspondientes fracciones de mRNA 
de hígado de rata descritas anteriormente se obtuvieron dos clones individuales 
después de múltiples subdivisiones de las colonias (21, 22). De cada subdivisión 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 RcGshT, retienen las mismas propiedades de sensibilidad 
e insensibilidad a la inhibición mediante BSP-GSH, metionina y cistationina, res­
pectivamente. La magnitud de la expresión es dependiente de la cantidad de cRNA 
inyectada en el oocito para ambos clones. Si ello se expresa según la cantidad de 
RNA en nanogramos, se obtiene un enriquecimiento de expresión de ambos clones 
con respecto al mRNA total de varios cientos de veces (21, 22). 

La Tabla 11 resume las características de los clones del transportador sinusoidal 
y canalicular. No existen homologías en las secuencias entre los dos transportadores 
ni con ningún otro descrito hasta la fecha. Análisis de hidrofobicidad (Kyte-Doolitt­
le) reveló la presencia de al menos lO y 4 dominios de transmembrana para el clon 
RcGshT y RsGshT, respectivamente. Como se ha señalado anteriormente, el trata­
miento con fenobarbital induce selectivamente la secreción de GSH a la bilis y no 
al torrente circulatorio, fenómeno confirmado utilizando vesículas enriquecidas en 
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Tabla II. Comparación de las características del transportador sinusoidal 
(RsGshT) y canalicular (RcGshT) de glutation reducido. 

C lon 

Características RsGshT RcGshT 

Tan1año (kb) .......................................................... . 2.8 4.0 
Región codificante ............................................. .. .. . 1.0 2.5 
Masa predecible (kDa) .......................................... . 39.9 95.8 
Aminoácidos .......................................................... . 353 835 
Km para GSH (mM) .............................................. . 2.8 6.6 
Inhibición: 

Metionina ...................................................... . + 
Cistationina ................................................... . + 
BSP-GSH ...................................................... . + 

Inducción por fenobarbital .................................... . + 

el polo sinusoidal y canalicular en donde el fenobarbital incrementa significativa­
mente la V m" del transporte canalicular de GSH (Tabla 1). Por tanto, dicha induc­
ción selectiva por el fenobarbital constituye un importante criterio adicional dife­
renciador de ambos transportadores. mRNA de hígado de rata obtenido tras un 
tratamiento in vivo con fenobarbital e hibidridado con Jos oligonucleótidos de ambos 
transportadores, revela un aumento de 3-5 veces de RcGshT sin efecto alguno para 
el RsGshT. Análisis por Northem blot para ambos transportadores ponen de mani­
fiesto una desigual localización en los diversos tejidos examinados. Así mientras 
que el mRNA de RsGshT se localiza exclusivamente en hígado, tanto de rata como 
en línea celular humana HepG2, el del RcGshT se encuentra en prácticamente todos 
los tejidos examinados hasta ahora incluyendo, riñón. cerebro, intestino y pulmón 
(21, 22). La hibridación obtenida con ambos oligonucleótidos es de 2.8 y 4.0 kb 
para el RsGshT y RcGshT, respectivamente. 

La ausencia de homología en la secuenc ia entre ambos transportadores descarta 
la posibilidad de que sean el resultado de un único gen sometido a un procesamiento 
alternativo o consecuencias de modificaciones posteriores a Ja traducción. La se­
cuencia de RsGshT determinaría su expresión específica en hígado, lo cual sería 
consistente con el hecho de que el hígado sea el principal suministrador de GS H al 
torrente circulatorio para su disposición metabólica en otras célu las distales extrahe­
páticas. En vista de la importancia que dicho transportador (RsGshT) tiene en la 
regulación de GSH. el estudio de su papel en ciertas situaciones fisiopatológicas 
sería fundamental a la vista de las múltiples funciones celulares que el GSH ejerce. 
En situaciones de infección vírica, tanto en hepatopatías por virus C como en el 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida. se produce una depleción del GSH plas­
mático. Es de gran interés el determinar la expresión de dicho transportador en 
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estas situaciones puesto que su expresión deficiente contribuiría a los profundos 
efectos sistémicos que se observan en dichas situaciones como una alteración del 
sistema inmune y cerebro observados en pacientes con HIV. Por otra parte, una 
sobreexpresión del transportador sinusoidal sería 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 extrahepáticas para compensar el ambiente de prooxidación observado 
en dichas situaciones. 

El transportador canalicular se localiza en riñón (21 ), contribuyendo a la secre­
ción apical del GSH de las células epiteliales del túbulo renal, lo que constituye un 
elemento fundamental del ciclo del y-glutamil en el riñón. Se conoce muy poco 
sobre el transporte apical en el epitelio intestinal o en pulmón. Sin embargo. en el 
caso del pulmón es de interés el que la concentración de GSH en el fluído alveolar 
sea muy elevada (mM) (24). Asímismo, es de gran interés la presencia de mRNA 
del RcGshT en cerebro aunque su función 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 Weste1feld en 1952 (26), mostraron por primera vez, la 
existencia de más de un pool de GSH en hígado y basándose en observaciones que 
los efectos nutricionales tienen sobre el GSH hepático, 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 hígado de rata contienen una pequeña frac­
ción de tiol no-proteico, constituído fundamentalmente por GSH. La idea de que el 
GSH mitocondrial es distinto del citoplasmático 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 comparación con 
el citosol , sugieren que el pool de GSH mitocondrial está física y metabólicamente 
separado del citosólico. 

6. 1. Importancia y función 

El pool de GSH mitocondrial, que representa de un JO a un 15% del contenido 
total intracelular. se encuentra en una concentración similar a la del cirosol, de 5 a 
9mM. El GSH mitocondrial participa en un ciclo redox a través de las actividades 
GSH peroxidasa/reductasa. El GSH mitocondrial podría ser fundamental en la re­
ducción de hidroperóxidos endógenos por la GSH peroxidasa. Como consecuencia 
del metabolismo aeróbico, que en células eucarióticas ocurre fundamentalmente en 
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la mitocondria. se produce un estrés oxidativo endógeno. Incluso bajo condiciones 
fisiológicas. la reducción de oxígeno molecular a agua en la cadena respiratoria es 
incompleta y da lugar a la formación de especies tóxicas del oxígeno. Es conocido. 
que la mitocondria de hígado de rata perfundido, produce alrededor de 50 nmol de 
HP~ /min /g. lo que representa un 2-4% del consumo de oxígeno mitocondrial. Si 
el peróxido de hidrógeno no se reduce a agua puede dar lugar a la formación del 
radical hidroxilo, especie muy reactiva. que daría lugar a la formación de peróxidos 
lipídicos los cuales podrían dañar las membranas mitocondriales y sus funciones. 
Puesto que la mitocondria carece de catalasa. la detoxificación de hidroperóxidos. 
formados tanto bajo condiciones fisiológicas o como consecuencia de reacciones de 
bio-reducción. 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 y el potencial reductor de 
NADH de la matriz mitocondrial. para proveer GSH. gracias a la reducción de GSSG. 
reacción catali¿ada por la GSSG-reductasa. El papel del ciclo redox de GSH mito­
condrial en hígado, es In de regular la oxidación mitocondrial. Se sabe que en mito­
condria aislada, distintos oxidantes disminuyen la captación de oxígeno 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 
formación continua de NADPH en la mitocondria. Bajo condiciones de mtíximo 
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 regulación de la permeabilidad de la membrana interna. 
manteniendo los grupos sulfhidrilos en estado reducido (29). Si este sistema se 
compromete. se produciría una alteración de la homeostasis del calcio celular. un 
primer paso en el daño celular. ya que la mitocondria puede secuestrar grandes 
cantidades de calcio (30, 31, 32). La oxidación de GSH y de nucleótidos 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 depleción aguda de GSH 
afectan el estado redox en la mitocondria. La inactivación de proteínas debido a la 
oxidación del grupo tiol de la cisteína es un fenómeno general que tiene lugar en 
un amplio número de enzimas. Se piensa que la homeostasis del calcio y del tiol 
está interrelacionada bien directamente o bien a través de nucleótidos de piridina. 
Aunque la regulación mitocondríal de calcio citosólico no se produce fisiológica­
mente, en condiciones patológicas la mitocondria se convierte en un potente regu­
lador de la-; concentraciones de calcio citosólico. Varios grupos han mostrado una 
correlación entre la disminución de GSH mitocondrial ) la incapacidad de la mito­
condria de secuestrar calcio (33. 34). Asímismo se ha descrito que el paracetamol 
disminuye los niveles de GSH mitocondrial más específicamente que su regioisó­
mero, 3'-hidroxiacetanilida. lo que se relaciona con la formación de aductos protei­
cos en la mitocondria ) con la alteración de la homeostasis del calcio celular reper­
cutiendo en la inhibición de la bomba de calcio de la membrana plasmática. 
Alteraciones del ciclo del calcio en la membrana interna de la mitocondria. pueden 
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ser un factor muy crítico en la regulación de la concentración de calcio citosólico, 
y por consiguiente en la inducción de daño celular. Así el rojo de rutenio 
-inhibidor del sistema uniporte del calcio mitocondrial- previene bajo determi­
nadas condiciones, el estrés oxidativo y el daño 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 daño 
desencadenado por ácido etacrínico se relaciona con una disminución de los niveles 
de GSH mitocondrial, mientras que la disminución del nivel de GSH citosólico no 
afecta a la viabilidad celular. Por otra parte, el estrés oxidativo inducido por hidro­
peróxido-tert-butilo, produce una acumulación en la mitocondria de GSSG, debido 
a la incapacidad de la mitocondria de transportar GSSG, lo que provoca una dismi­
rmción del control respiratorio. La deficiencia en el transporte de GSSG indica que 
la mitocondria podría ser más susceptible a la oxidación de tioles proteicos que el 
resto de la célula. 

El GSH mitochondrial no sólo previene la lesión celular inducida por la sobre­
producción de radicales libres sino que puede controlar la expresión génica. Los 
radicales libres del oxígeno actúan como segundos mensajeros y representan un 
mecanismo versátil de control celular en la regulación génica. Puesto que la mi­
tocondria es la mayor fuente de producción de radicales libres en las células y el 
GSH en este compartimento subcelular controla el tono basal de estas especies 
reactivas, el GSH mitocondrial regularía la expresión de genes nucleares controla­
dos por factores de transcripción sensibles al estrés oxidativo como el NF-KB (45). 
De esta manera, el GSH mitocondrial no sólo es vital para la propia mitocondria 
sino que jugaría un papel crítico en el control de las consecuencias extramitocon­
driales originadas por una limitación en la concentración del GSH intramitocon­
drial. El defecto selectivo del transporte de GSH mitocondrial por el consu­
mo crónico de etanol se traduce en una depleción selectiva de los niveles de 
GSH mitocondrial. Dicha depleción ocasiona una perturbación en la funcionalidad 
mitocondrial (39, 40, 46). En estas circunstancias, el hepatocito alcohólico experi­
menta una inducción del factor de transcripción NF-KB activando la expresión de 
citoquinas inflamatorias y sus receptores. Estas observaciones, han llevado a pro­
poner que la alteración del transporte mitocondrial de GSH por alcohol podría 
contribuir o ser un factor regulador en el desarrollo de la enfermedad hepática 
alcohólica (8, 29, 46). 

La mitocondria es un blanco selectivo de la acción de citoquinas, como el TNF. 
Múltiples estudios llevados a cabo en células susceptibles al TNF, han demostrado 
la necesidad de la funcionalidad mitocondrial para desencadenar los efectos cito­
tóxicos 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 lipídicos generados en respuesta a la acción del TNF, ejerce un efecto 
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directo sobre la cadena respiratoria mitocondrial aumentando la generación de ra­
dicales libres (49). El GSH mitocondrial ejerce un papel crítico como defensa en la 
protección de la mitocondria frente al estrés O\idativo inducido en el propio com­
pan imento celular (49. 50). 

6.2. Transpor te mitocondr ial de GSH 

Como se ha expuesto anteriormente el GSH mitocondrial ejerce un papel fun­
damental en la regulación de importantes funciones que garantizan un funciona­
miento de la fosforilación oxidativa necesaria para la síntesis del ATP utili1:ado en 
múltiples funciones celulares. Diversos estudios han mostrado en varios tipos de 
células y órganos que la depleción del GSH mitocondrial resulta en disfunción y 
muerte celular, que se previene empleando derivados del GSH más permeables (35. 
36. 37, 38. 39, 40). A pesar de la alta concentración de GSH en la matriz mitocon­
drial, la mitocondria no sintetiza GSH de nm·o. por lo que el GSH mitocondrial 
procede de la operación 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 
función que juega dicho transportador, se conoce muy poco sobre sus propiedades. 
Recientemente hemos expresado el transportador mitocondrial de GSH de hígado 
de rata en mitocondrias de oocitos Xe11op11s lanis en una estrategia similar a la 
utilizada en la expresión de los transportadores plasmáticos de GSH (RsGshT y 
RcGshT) (.+4). 

Los oocitos de Xenopus contienen una densidad de mitocondrias muy eleva­
da. Sin embargo el aislamiento de la fracción mitocondrial requiere el uso de gra­
diente continuo de sacarosa para la eliminación de la clara y proteína 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 citosólico de 11-13 nmol/8 oocitos (20, 44). Dichos 
valores de GSH en ambos compartimentos subcelulares son muy similares entre 
oocitos microinyectados con agua o mRNA de hígado. De ahí que sea necesaria 
la microinyección de oocilos 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 días 
de la microinyección de mRNA de hígado de rata poseen unos niveles de GSH 
3-4 veces más que las mitocondrias de oocitos inyectados con mRNA pero no con 
GSH. El transporte mitocondrial de GS H retiene unas características similares a las 
observadas en mitocondrias de hígado de rata, como la estimulación por la hidró­
lisis de ATP. Esta característica de transporte es única para este sistema de trans­
porte, puesto que los otros transportadores. RsGshT y RcGshT son insensibles a 
la hidrólisis de ATP. 

El incremento de la cantidad de mRNA de hígado inyectado en oocitos contri­
buye a la expresión proporcional de la capacidad de transporte del GSH a la mi-
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rocondria. La expresión requiere de un período de 3-5 días de incuba­
ción de los oocitos microinyectados con mRNA para la manifestación de la expre­
sión. Esta expresión del GSH mitocondrial en oocitos de Xenopus tras microinycc­
ción del mRNA de hígado es el resultado del procesamiento y traducción del mRNA 
de hígado inyectado en vez de la consecuencia de la activación de un gen endógeno 
del oocito activado tras la manipulación genética del mismo, puesto que dicha 
actividad es inhibida por el pretraramiento de oocitos con emetina (inhibidor selec­
tivo del proceso de traducción citoplásmica) e insensible al tratamiento con actino­
micina D. 

Estudios de la caracterización funcional del transporte expresado en oocitos en 
relación con las características conocidas de los otros transportadores de membrana 
de GSH revelaron una insensibilidad a la competición cis por inhibidores de RsGs­
hT y RcGshT, mientras que los compuestos que no afectan a estos transportadores 
inhiben el transporte de GSH mitocondrial en oocitos. El transporte endógeno del 
GSH en mitoconclrias de oocitos inyectados con agua (controles) es insensible a la 
presencia de ATP y a la inhibición por glutama10, lo que indicaría que esta contri­
bución al transporte mitocondrial de GS I-1 expresado en los oocitos no es debido a 
la expresión del transportador de GSH mitocondrial de hígado sino a una ruta 
alternativa de transpone diferente o la consecuencia de un fenómeno de unión 
inespecífica del GSH a la membrana mitocondrial. ya que dicho transporte endóge­
no es similar a 37"C y 4 ºC. 

B mRNA total de hígado fue fraccionado en tamaño tras centrifugación en 
gradiente de sacarosa. De dichas especies de distinto ramaño. sólo una expresó 
actividad de transporte de GSH en mitocondria de oocitos. Esta fracción de tama­
ño ele 3.0-3.5 1-.b conserva unas características de transporte similares a las obser­
vadas en mitocondrias de oocitos inyectados con mRNA total de hígado: estimu­
lación por ATP. inhibición por glutamato e insensibi lidad a inhibidores como 
DNP-GSH, BSP-GSI 1, BSP, GSSG, metionina y cistarionina. Considerando la 
diferencia en la cantidad de mRNA inyectado en oocitos (33 ng de mRNA total 
frente a 3-5 ng de la fracción de 3.0-3.5 1-.b de tamaño) se observa un incremento 
de acti,idad de 2-3 veces en la capacidad de transporte de GSH mitocondrial 
en oocitos inyectados con la fracción de mRNA. que corresponde a un enrique­
cimiento respecto a la cantidad de mRNA inyectado de 20-30 veces. Finalmente. 
oocitos inyectados con la fracción de mRNA que expresa transporte mitocon­
drial no resulta en expresión de transporte de GSH en oocitos intactos. ni las 
mitocondrias de oocitos microinyectados con RsGshT o RcGshT muestran capaci­
dad de transpone del GS H. lo que sugiere que el transportador mitoconclrial del 
GSH de hígado es un gen distinto a los otros dos transportadores de membrana. 
Estos estudios constituyen el fundamento para el clonaje de este transportador mi­
rocondrial de GSH esencial para la regulación de múltiples funciones mitocondria­
les y celulares. 
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1. INTRODUCClON 

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

Harman (3) sugi rió en 1956 que el envejecimiento se debía a la acción 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 señalar que los antioxidantes están compartimentali.rndos. 
Por ejemplo. el glutatión es importante porque se encuentra en alta concentración en 
las mitocondrias donde se generan gran cantidad de radicales libres. De hecho, alre­
dedor del 2% de todo el oxígeno que utilizan las células no se convierte en agua sino 
en especies reactivas de oxígeno. La mayoría de estas especies se generan en la 
mitocondria. Jaime Miquel y sus colaboradores señalaron Ja importancia de la mito­
condria y especialmente del DNA mitocondrial para entender el envejecimiento (4). 

Estos hechos sugieren que una aproximación interesante para minimizar el efec­
to dañino del envejecimiento en la función celular es la administración de antioxi­
dantes, los cuales pueden contrarrestar en parte el efecto dañino de los radicales 
libres en fisiología 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 está en la actualidad probado. Nosotros observamos hace unos 
acos que aquellos antioxidantes que protegen contra la oxidación del glutatión son 
efectivos para evitar Ja pérdida de las funciones fisiológicas que se observan en el 
envejecimiento in 1·i1·0 (5). 

2. LA TEORIA DEL ENVEJECIMIENTO ASOCIADA 
A LOS RADICALES LIBRES 

El envejecimiento es un proceso multifactorial; se han propuesto muchas teorías 
para explicarlo. Medvedev. en 1990. recogió más de cien teorías que pretendían 
explicar el envejecimiento (6). fa importante señalar que muchas de estas teorías 
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no son excluyentes mutuamente. Una de las teorías más importantes es la de los 
radicales libres, propuesta por Harman en 1956 (7). De acuerdo con esta teoría, los 
radicales libres producidos durante el metabolismo del oxígeno causan daño a las 
células, lo cual conduce a alteraciones en el metabolismo y función celulares que 
se reflejan en alteraciones en las funciones fisiológicas del organismo. Además, el 
conocimiento de las reacciones producidas por los radicales libres y su papel en la 
función normal de los sistemas biológicos ha aumentado grandemente en las últi­
mas tres décadas (8, 9). Se engloba en el término especies reactivas de oxígeno a 
los radicales libres, a Jos peróxidos y al oxígeno singlete. Estas especies se generan 
continuamente en las células aeróbicas a través de múltiples mecanismos: entre 
ellos se cuenta la cadena respiratoria, el citocromo P-450, la fagocitosis, la síntesis 
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 oxíge­
no. Algunos de estos mecanismos son enzimáticos y otros son no enzimáticos. 
Entre las enzimas implicadas en la defensa celular contra los radicales Libres se 
cuenta la glutatión peroxidasa, la glutatión reductasa, Ja superóxido-dismutasa y la 
catalasa. Entre los antioxidantes no enzimáticos encontramos el glutatión, la vita­
mina C. Ja vitamina E, los carotenoides, etc. 

La idea general que propone Ja teoría de los radicales libres de Harman (7) es 
que los antioxidantes celulares no son capaces de detoxificar las especies reactivas 
de oxígeno que se generan continuamente en la vida. Así, el envejecimiento celular 
está asociado con un estrés oxidativo crónico. Sies ( 1 O) definió al estrés oxidativo 
como una alteración en el equilibrio entre los prooxidantes y los antioxidantes a 
favor de los primeros. 

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

La relación inversa entre la longevidad y la cantidad de energía que se necesita 
para el crecimiento se conoce desde principios de siglo. En general, las especies que 
tienen un consumo de oxígeno alto tienen una longevidad baja. Existen excepciones 
a esta teoría, entre ellas se cuentan los pájaros 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). Así pues, las excepciones a la «teoría de la 
velocidad de la vida» que, como hemos apuntado, se conoce desde principios de 
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siglo, no están en contradicción con la teoría de los radicales libres: las especies 
más longevas producen menos radicales libres que las especies menos longevas. 

Recientemente, se ha obtenido evidencia clara a favor de la teoría de los ra­
dicales libres del envejecimiento. En efecto. Orr y Sohal (13) observaron que 
las drosóphilas tienen la vida media y la vida máxima aumentada cuando sobreex­
presan superóxido-dismutasa y catalasa. Además, Barja y sus colaboradores 
mediante experimentos de inducción enzimática observaron que inhibiendo la acti­
vidad catalasa en ranas se induce la superóxido-dismutasa, la glutatión reductasa y 
la síntesis de glutatión y de ácido ascórbico. Esto aumenta la vida media de las 
ranas ( 14). 

Varios autores han encontrado una relación entre la oxidación de glutatión y el 
envejecimiento en varios modelos animales. Esta oxidación puede deberse a un 
aumento en la producción de radicales libres o a una disminución en la capacidad 
de destoxificación de los mismos. En términos generales, el envejecimiento se 
asocia con una disminución de las enzimas que catalizan reacciones que tienden a 
reducir el glutatión, tales como la glutatión 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 oxidación del glutatión. por ejemplo, la glutatión peroxidasa 
o la transferasa ( 15). Cuando el glutatión se ox ida, el GSSG tiende a liberarse de 
las células ( 16). Así, la oxidación del glutatión en el envejecimiento puede explicar 
el aumento de la liberación del glutatión desde las células. De hecho, nosotros 
hemos demostrado que existe un aumento en el GSSG en la sangre de animales 
viejos ( 17). La compartimentalización del glutatión durante el envejecimiento no ha 
sido estudiada con suficiente detalle. Nosotros observamos que la oxidación del 
glutatión en mitocondrias procedentes de varios órganos de ratas viejas es mucho 
más significativa que la oxidación del glutatión en compartimentos extramitocon­
driales ( 17). Esto apoya la idea de que las mitocondrias tienen un papel fundamental 
como orgánulos diana asociados al envejecimiento (4). Además, en varios estudios 
se ha podido demostrar que la síntesis de los antioxidantes está disminuida en el 
envejecimiento; así. nosotros observamos que existe una práctica ausencia de la 
actividad de la enzima cistationasa en el cristalino de animales viejos ( 18). Esto 
hace imposible la síntesis de glutatión a partir de metionina, un importante precur­
sor de cisteína que es necesaria para la síntesis del glutatión. Esto tiene relevancia 
ya que desde los estudios de Ritchie y sus colaboradores se sabe que existe una 
correlación entre la deficiencia en glutatión 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 oxígeno que utilizan los mamíferos no se emplea para formar agua 
sino que se deriva hacia la formación de radicales libres (20). La tasa de formación 
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de ión superóxido y de agua oxigenada aumenta con el envejecimiento. Se sabe que 
las células postmitóticas acumulan varios pigmentos asociados al envejecimiento, 
tales corno la lipofucsina. Mucha de esta lipofucsina deriva de las mitocondrias 
dañadas (21 ). Todo esto, como hemos indicado antes, condujo a Jaime Miquel y a 
sus colaboradores a proponer la llamada teoría mitocondrial del envejecimiento 
celular (4). Esta teoría propone que la senescencia se debe a la acción de los 
radicales libres sobre el genoma mitocondrial de las células postmitóticas. Esto es 
importante ya que las células diferenciadas, postmitóticas, contienen mitocondrias 
que usan grandes cantidades de oxígeno. Muchos estudios han mostrado que existe 
un daño oxidativo al DNA mitocondrial. a las proteínas y a los lípidos. Además, se 
han visto cambios en la función y en la morfología mitocondrial asociada al enve­
jecimiento (para una buena revisión 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 deleción de genes mitocondriales en dro­
sóphila está 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 aparición de enfermedades neurodegenerativas (25, 26). 

Muchos investigadores han estudiado el papel del envejecimiento en enzimas 
fundamentales asociadas con la cadena de transporte electrónico. Así, se ha podido 
observar una disminución en la actividad de los complejos 1, 2 y 4 de la cadena 
respiratoria mitocondrial. Más aún, la actividad respiratoria global de las mitocon­
drias aisladas disminuye con la edad en el hígado, músculo 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 más radicales libres que las de los jóvenes (26, 27). Más aún, la tasa de 
producción de agua oxigenada por mitocondrias presenta una correlación inversa 
con las variaciones en la longevidad entre especies (28). Estos resultados apoyan la 
idea de que la generación de prooxidantes es un factor crítico en la velocidad del 
envejecimiento (28). 

Todos estos estudios apoyan la hipótesis de que el daño mitocondrial es esencial 
en el envejecimiento. Nosotros hemos estudiado la función de las mitocondrias en 
células intactas. La idea era que aislar mitocondrias provinientes de órganos de 
animales viejos podría conducir a aislar sólo las mitocondrias que son viables. 
Nuestros estudios en hepatocitos aislados nos llevaron a concluir que las vías 
metabólicas que implican a las mitocondrias se afectan durante el envejecimiento, 
mientras que aquéllas que no las afectan permanecen inalteradas. Algunos de los 
cambios en vías metabólicas importantes como la gluconeogénesis pueden atribuir­
se a alteraciones en la expresión 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 DAÑO A COMPONENTES 
CELULARES DURANTE EL ENVEJECIMIENTO 

Sabemos en la actualidad que con la edad se acumula daño a lípidos. proteínas 
y DNA (ver 9). Ya hemos expuesto las lesiones asociadas a la alteración mitocon­
drial. Sin embargo, éstas no son las únicas que pueden notarse en células enveje­
cidas. 

La pcroxidación lipídica se considera como un factor esencial en el envejeci­
miento de células aeróbicas (29). Sin embargo, se sabe que la peroxidación lipídica 
también forma parte de la constelación de factores etiológicos y patogénicos de 
enfcm1edades asociadas al envejecimiento (30). Se necesita la formación de radica­
les de oxígeno en las membranas para que se inicie la peroxidación lipídica (30). 
La peroxidación lipídica conduce a la acumulación de «pigmentos de envejecimien­
to». Estos son depósitos poliméricos complejos de lípidos oxidados, metales en 
transición y proteínas que producen una fluorescencia característica (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 formación (31 ). 
El daño oxidativo a los lípidos de membrana es muy probable que constituya un 
factor importante en la disminución de la fluidez de las membranas que se observa 
en el envejecimiento (32). Los peróxidos lipídicos se pueden romper y dar lugar a 
aldehídos, los cuales son un importante marcador de envejecimiento. De hecho. la 
medida de los peróxidos lipídicos mediante la detenninación de las sustancias reac­
tivas al ácido tiobarbitúrico ha dado lugar a resultados discrepantes. Muchas de 
estas discrepancias se deben a que los valores de sustancias reactivas con el ácido 
tiobarbitúrico no están relacionadas con productos de la peroxidación lipídica. Es 
importante detem1inar directamente productos tales como el malondialdehído sepa­
rándolos previamente por cromatografía líquida de alta resolución. En ese caso. los 
productos resultantes de la peroxidación lipídica se asocian con fenómenos propios 
del envejecimiento. 

Por otro lado, también se han descrito daños a las proteínas que pueden atribuir­
se a radicales libres. Stadtman, en 1992 (33) observó que el daño a las proteínas no 
había recibido mucha atención hasta entonces. De hecho. se habían observado da­
ños asociados a proteínas específicas en enzimas que se inactivan durante el enve­
jecimiento (34). Las modificaciones post-traduccionales parecen acumularse en 
proteínas y en células procedentes de anjmales viejos (35). Muchas de estas modi­
ficaciones se deben a la acción de los radicales libres (33). En este proceso, ami­
noácidos tales como la prolina, la arginina y la lisina se oxidan para dar derivados 
carbonilados, es decir, aldehídos. Podemos medir el contenido en carbonilos de las 
proteínas, y esto puede usarse como una indicación de la oxidación 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 lóbulo occipital de cerebro 
humano (38) y 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 Síndrome de Werner es mucho más 
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 oxidación afectaría a un 20-30% del total de proteínas 
celulares (33). Es m<\s, este porcentaje está posiblemente subestimado, dado que los 
grupos carbonilos no se forman por oxidación de algunos aminoácidos como la 
histidina, la cisteína o la metionina (33). 

La acumulación de proteínas dañadas podría deberse a un aumento relacionado 
con el envejecimiento en la velocidad de oxidación de las proteinas y daría lugar 
paralelamente a una disminución en la capacidad de degradar proteínas 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 proteínas 
oxidadas. La acumulación de proteínas dañadas por oxidación parece estar relacio­
nada con el deterioro de la función fisiológica asociada al envejecimiento. Esto 
explicaría 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 acumulación de proteínas oxidadas en el cerebro 
(40). Estos hallazgos denotan la importancia de los antioxidantes en la prevención 
del envejecimiento. 

El grupo de Ames ha calculado que los radicales libres del oxígeno modifican 
cada día aproximadamente diez mil bases de DNA por célula (9). Los enzimas 
reparadores del DNA son capaces eliminar la mayoría de las lesiones oxidativas, 
pero no todas. Por tanto, las lesiones no reparadas del DN A como la 8-oxo-7 ,8-
d ihidro-2-deox iguanosina se acumulan con la edad. Como ya hemos dicho, 
la mayoría de estas lesiones se origina en el DNA mitocondrial, no en el DNA 
nuclear (41 ). Nosotros hemos demostrado recientemente que la oxidación del DNA 
mitocondrial se asocia con la oxidación del glutatión mitocondrial ( 17). Estos resul­
tados destacan la importancia del mantenimiento del estatus de glutatión reducido 
para proteger a las células contra el daño oxidativo de móleculas de gran importan­
cia biológica, como el DNA. El daño oxidativo del DNA representaría otro índice 
de estrés oxidativo, y confirmaría el papel del daño inducido por radicales libres en 
el envejecimiento. 

El daño oxidativo producido en proteínas y en DNA no puede considerarse de 
forma independiente, dado que pueden potenciarse mutuamente. Así, la acumula­
ción de formas inactivas de enzimas reparadores del DNA podría aumentar la acu­
mulación de lesiones oxidativas en el DNA. De la misma forma, una pérdida de 
enzimas reparadores dará lugar a un aumento en el número 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
to. las lesiones oxidativas del DNA también parecen estar relacionadas con la pa­
togénesis de enfermedades asociadas al envejecimiento como el cáncer. 

El sistema del glutatión protege contra el daño oxidativo de lípidos. proteínas y 
DNA. La presencia de lesiones oxidativas en estos componentes celulares demuestra 
que la protección antioxidante del GSH y enzimas relacionados no es sufiente en el 
envejecimcnto. Por ello es de la mayor importancia encontrar formas para incremen­
tar la acción del sistema del glutatión, mediante el aumento de la concentración de 
GSH y/o aumentando la actividad de la glutatión peroxidasa y reductasa. 

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

La teoría de los radicales libres es particularmente atractiva dado que permite 
una estrategia de intervención ante el fenómeno del envejecimento. Es decir, hace 
posible la utilización de antioxidantes. como la vitamina C o E. Estas sustancias 
retardarían el declinar en la función celular y orgánica asociada al envejecimiento. 
La teoría de los radicales libres dice que la administración de antioxidantes prote­
gería contra el declinar en la actividad asociado al envejecimiento. La administra­
ción de antioxidantes ha sido usada con éxito en algunos casos, bien para proteger 
contra el deterioro fisiológico 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 protegían parcialmente contra la oxidación del glutatión en tejidos de 
roedores, y en Drosophila ( 15,43.9). Además, nosotros hemos observado que los 
antioxidantes protegen contra la disminución en Ja actividad física asociada al enve­
jecimiento ( 15). El grupo de Richie demostró que la restricción de metionina aumen­
ta Ja longevidad en ratas lo cual es debido. probablemente, a un aumento en los 
niveles sanguíneos de glutatión (44). Recientemente publicamos que antioxidantes 
derivados del tiazolidín carboxilato o la vitamina C o E protegen contra la oxidación 
del glutatión 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 daño oxidativo inducido por el ejercicio físico, tanto en individuos jóvenes como 
viejos (45). 

Pese a los efectos beneficiosos indicados, la administración de antioxidantes no 
está exenta de riesgos. Por ejemplo. el efecto prooxidante de algunos antioxidantes 
esta ampliamente documentado. Hace años demostramos que la cisteína puede tener 
un efecto prooxidante (46) dado que genera durante su oxidación radicales li­
bres (47). Asimismo, la administración de ~-caroteno a fumadores aumenta la in­
cidencia de cáncer de pulmón (48). De la misma forma, la administración de vita-
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mina E disminuye Ja respuesta aguda de los neutrófilos durante el ejercicio físico 
en el envejecimiento (49). Por tanto, la admistración de dosis elevadas de antioxi­
dantes debe realizarse con precaución. 

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

El mantenimiento de la homcostasis tisular supone una eliminación constante de 
células supérfluas o daiiadas. Cuando esta función no se realiza adecuadamente se 
induce la aparición de malformaciones durante el desarrollo o bien procesos neoplá­
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 relacionó inicialmente 
con la descripción morfológica de este mecanismo. en la actualidad ambos términos 
se consideran sinónimos. 

La apoptosis se diferencia de la necrosis (para una revisión ver 50) en que en 
esta última la muerte se induce por daiio de tipo osmótico, químico o físico. Estos 
agentes originan una rotura temprana de las membranas tanto externas como inter­
nas, liberando porteínas desnaturalizadas al espacio extracelular, induciendo una 
respuesta inflamatoria alrededor de Ja célula lisada. En cambio en la apoptosis. 
los cambios más importantes son, la condensación nuclear y la disminución del 
diámetro celular. Se produce una "'fragmentación en escalera" del DNA nuclear. Sin 
embargo, estudios recientes indican que las alteraciones nucleares pueden no ocurrir 
en Ja apoptosis (51 ). El grupo de Kroemmer (51) ha demostrado que los cambios 
en la actividad mitocondrial es otra característica común de la apoptosis. Las evi­
dencias más recientes indican que existen al menos dos vías que pueden inducir 
desintegración nuclear. Una que implica la acción directa de proteasas específicas 
y otra requiere Ja presencia de mitocondrias. En cualquier caso los resultados pu­
blicados son muchas veces contradictorios. Los estudios de Hockenberry et al. y 
Ratan et al. (52, 53) muestran que los radicales libres tiene una acción fundamental 
en Ja apoptosis. Nosotros hemos observado que en la apoptosis aumenta la oxida­
ción del glutation celular y que esta oxidación se correlaciona con un aumento del 
daiio oxidativo del DNA mitocondrial. La administración de éster de glutatión dis­
minuye Ja apoptosis en fibroblastos en cultivo (54 ). 

De la misma forma la inhibición de vias antioxidantes como Ja síntesis de GSH 
con butionina sulfoximina provoca apoptosis en distintas líneas celulares. Algunos 
autores argumentan que el proto-oncogén Bcl-2 ejerce su acción anti-apoptótica 
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 pem1eabilidad mitocondrial de los 
poros o canales llamados PT ("permeability transition"). Estos poros PT son una 
especie de megacanales que estan localizados en Ja 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 digestión del DNA nuclear en un sistema libre de 
células cuando los canales PT están activados. De la misma forma la inhibición 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 estaría 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 dañado o células enfermas se disminuiría la posibi­
lidad de contraer procesos neoplásicos. 

Los hígados procedentes de ratas viejas mostraron un mayor índice de apoptosis 
(in si tu) que las ratas jóvenes. Usando el modelo de restricción dietética. que retarda 
la aparición del envejecimiento, Muskhelishvili et al. (57) han observado que la 
incidencia de tumores disminuía en el hígado de las ratas viejas sometidas a restric­
ción dietética y paralelamente aumentaba el índice de apoptosis en estos mismos 
animales. 

7. ENFERMEDADES ASOCIADAS AL ENVEJECIMIENTO. 
PAPEL DEL ESTRES OXIDA TIVO Y PROTECCION POR EL GLUT ATION 
Y OTROS ANTIOXIDANTES 

Entre las enfermedades asociadas al envejecimiento más frecuentes se incluyen 
el cancer, enfermedades cardiovasculares, inmunodepresión, enfermedades neuro­
degenerativas y cataratas. La degeneración de células postmitóticas parece ser una 
de las causas fundamentales de este importante grupo de enfermedades. Es bien 
conocido que la incidencia de cáncer aumenta con la edad. Por ello, las especies que 
viven más años tienen una mayor frecuencia de procesos neoplásicos. 

Las especies reactivas del oxígeno 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 número 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 oxígeno. Estos autores encontraron resultados similares en la senescencia. 

La exposición de neuronas corticales fetales de rata a elevadas concentraciones 
de glutamato extracelular u homocisteato produce una degeneración por apoptosis 
de las neuronas en 24 horas. La apoptosis se produce por depleción de GSH. La 
disminución de la captación de cistina da lugar a un descenso en el nivel de glutatión 
debido a la depleción del aminoácido cisteína, limitante de la síntesis de GSH. 

Existen muchos trabajos que demuestran la acción del estres oxidativo en la 
enfermedad de Parkinson: para una revisión ver (60). Estos hallazgos se pueden 
resumir en un aumento de los niveles de peróxido de hidrógeno y hierro, junto con 
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un descenso de los niveles de GSH y ferritina. La peroxidación lipídica también 
aumenta. 

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

Como ya destacó 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 clínica. 

La aparición 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 división 
celular. Por tanto, los antioxidantes pueden disminuir la mutagénesis y por tanto la 
carcinogénesis mediante la disminución del DNA dañado por oxidación y/o por 
disminución de la división celular. Por otro lado, la depleción selectiva del GSH por 
la administración de ATP extracelular disminuye la velocidad de proliferación ce­
lular en el tumor ascítico de Ehrlich (63). 

Es bien conocido que las cataratas tiene una etiología oxidativa. Aquellos indi­
viduos que toman tocoferol tienen un menor riesgo de desarrollar cataratas (64). 
Los ratones hembra preñados con glucatión previamente disminuido cienen cacaracas 
desde el nacimiento (65). 

8. CONCLUSION 

Una gran cantidad de experimentos apoyan la teoría del papel de los radicales 
libres en los fenómenos asociados al envejecimiento. Por tanto, los antioxidantes 
juegan un papel clave en la protección de las células contra los radicales libres. El 
glutatión es un antioxidante endógeno fundamental. El envejecimiento está asociado 
con un descenso en el glutatión reducido y un aumento del glutatión oxidado. Por 
tanto, el par redox del glutatión tiende a oxidarse con la edad. La compartimenta­
lización del glutatión en la célula juega un papel de la mayor importancia. En 
efecto. el glutatión mitocondrial es crítico y se oxida en mayor medida que el 
citosólico. Es más la oxidación del glutatión se correlaciona con la oxidación del 
DNA mitocondrial. 

Los niveles bajos de GSH están asociados con la apotosis. Es más, el incremen­
to de los niveles de glutatión citosólico disminuyen o retardan la apopcosis. 

La administración de antioxidantes (que previene parcialmente la oxidación del 
GSH) o de los precursores del glurarión (que aumentan la velocidad de síntesis 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 metabólicos 
y funcionales que van a influir en su respuesta ante distintos estímulos. La capaci­
dad de respuesta frente a la agresión tóxica es mayor en el hígado que en cualquier 
otro órgano debido a su misión clave como vía primaria de destoxilicación. Esta 
misión del hígado puede ser la causa de su propia lesión, ya que en la biotransfor­
mación de sustancias tóxicas pueden generarse metabolitos, en ocasiones más tóxi­
cos que la sustancia de partida ( 1, 2). Las modificaciones que ocurren durante el 
desarrollo y el envejecimiento, en los mecanismos hepáticos de biotransformación 
y eliminación de agentes tóxicos y en los relativos a Ja lesión hepatocelular y 
posterior reparación, influyen de manera notable en la toxicidad de dichos agentes. 
En este capítulo se va a desarrollar la influencia del envejecimiento sobre la lesión 
hepática inducida por agentes tóxicos y los procesos de regeneración hepatocelular 
post-necrótica y restauración de la funcionalidad. 

El efecto del envejecimiento, sobre los sistemas involucrados en la defensa 
hepatocelular frente al estrés oxidativo originado por Ja acción hepatotóxíca de 
drogas o fármacos, presenta en la actualidad un gran interés farmacológico y clíni­
co, ya que la población senescente se encuentra en progresivo incremento en nues­
tra sociedad y requiere cada vez mayor atención debido a que exhibe una elevada 
incidencia de reacciones adversas por efecto de los fármacos. En la mayoría de los 
casos estas reacciones son inesperadas por el desconocimiento que aún existe acerca 
de la influencia de la edad sobre los mecanismos hepáticos de biotransformación 
que pueden afectar la vida media de los medicamentos y como consecuencia su 
toxicidad y su acción farmacológica. 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, diseñar pautas terapéuticas específicas más 
racionales que las utilizadas hasta el momento. 

2. SENESCENCIA Y RADICALES LIBRES 

La senescencia es un proceso complejo a nivel morfológico, bioquímico y fun­
cional, detectable tanto en células aisladas como en órgano entero. Las teorías 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 teorías incluyen fenómenos que influyen en la funcionalidad del órgano. 
La teoría que ha alcanzado más 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 oxígeno de las alteraciones oxidativas típicas de la edad 
avanzada. Posteriormente esta teoría de los radicales libres se dirigió hacia la ge­
neración de especies reactivas de oxígeno por la mitocondria (4). 

El principal productor de radicales de oxígeno en los organismos aerobios es 
la mitocondria, el orgánulo celular que, en condiciones normales, utiliza aproxima­
damente el 98% del 0 2 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 respiración mitocondrial (5). Como se muestra en la Figura l una pequeña parte 
del 0 2 incorporado por la mitocondria, entre el 1 y el 4%, sufre una reducción 
monovalente y genera especies reactivas de oxígeno tales como el radical superóxi­
do (0/ ) y el peróxido de hidrógeno (Hp2), llegando a una producción diaria de 
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Figura 1. Prod11cdó11 de especies reactil'as de oxígeno en la cadena de 1ra11sporte de electro-
11es mi1oco11dnal. 

106 



3 x 107 0 2 .. /mitocondria/día (6). Por tanto, al ser las mitocondrias la fuente intra­
celular más importante de especies reactivas de oxígeno, es obvio que el DNA 
mitocondrial se encuentra más 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
tólogos. 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 electrónico, reduciendo su eficacia en 
el proceso de reducción del oxígeno molecular y en la producción de ATP. Por un 
lado. la depleción de energía afectaría la función celular, y por otro, la alteración 
en la cadena de transporte electrónico elevaría la velocidad de generación de las 
especies reactivas de oxígeno. En este caso, la alteración localizada se agravaría al 
ocasionar la posterior lesión del DNA mitocondrial. La susceptibilidad del DNA 
mitocondrial a la agresión oxidativa es mayor que la del DNA nuclear, por encon­
trarse más desprotegido al ser más compacto y carecer de histonas. La hipersensi­
bilidad se asocia con la inestabilidad cromosómica que se observa en un número de 
enfermedades neurodegenerativas. La velocidad de mutación del DNA mitocondrial 
se ha estimado mucho mayor que la del núcleo (8). 

En la actualidad se responsabiliza al acortamiento de los telómeros de la ines­
tabilidad cromosómica de la senescencia (9). Los telómeros son secuencias hexamé­
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 ribonucleoproteína denominada transferasa telómero-tenninal, requerida para 
la síntesis de la repetición telomérica y cuya porción RNA se utiliza como «molde» 
para añadir, mediante un mecanismo de retrotranscripción, secuencias teloméricas 
de nm·o a los extremos teloméricos. La telomerasa se sabe que se expresa sólo 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 replicación incompleta y puede inducir señales antiproliferativas que conduz­
can a un estado de senescencia celular (9). 

Aunque es la mitocondria la principal responsable de la generación de las es­
pecies reactivas de oxígeno, éstas también se producen en otros orgánulos celulares, 
como los peroxisomas, donde la aminoácido oxidasa, la acil-CoA oxidasa y la urato 
oxidasa !!eneran II,O" o los microsomas, donde el citocromo P-450 cataliLa reac-

~ - -
ciones de monooxigenación con producción de radical superóxido y per6xido de 
hidr6gcno por mecanismos dependientes de NADPH. Tanto el radical superóxido 
como el peróxido de hidrógeno no poseen una elevada reactividad frente a las 
macromoléculas, sin embargo, en presencia de ciertos complejos de metales de 
transición, como el hierro o el cobre pueden reaccionar entre si (reacción 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 generación 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 orgánulos 
subcelulares. En el caso de que estos mecanismos lleguen a ser insuficientes para 
contrarrestar la excesiva producción de especies reactivas. se originan alteraciones 
celulares que van a conducir a una situación de estrés oxidativo, la cual puede llegar 
a afectar de manera irreversible la viabilidad celular y la funcionalidad del órgano 
( 12). Bien conocida es la lesión oxidativa producida sobre el DNA, no por el 0 2 · 

o el Hp2, sino por el ·OH ( 13). Del mismo modo, se originan lesiones a nivel de 
los lípidos de membrana, que alteran su fluidez, estructura y función ( 14). Menos 
conocidos son los efectos y consecuencias de las especies reactivas de oxígeno 
sobre las proteínas, las cuales dan lugar a peróxidos proteicos que consumen an­
tioxidantes y moléculas de unión a proteínas que reducen metales de transición ( 15). 
Además, con la edad se producen cambios en la estructura molecular de los enzimas 
debido a errores en la traducción y en la conformación de su molécula a nivel de 
racemización de aminoácidos. desaminación, glicosilación, oxidación, etc. ( 16). 

Si la producción de radicales libres es el factor clave que relaciona el daño 
oxidativo con el envejecimiento. es de esperar que esto se refleje directamente y en 
primera instancia a nivel de las propias mitocondrias. Existen varias características 
de las mismas que nos inducen a pensar en su contribución al envejecimiento ya 
que, en ellas no sólo se consume el 98% del oxígeno sino que también el DNA 
mitocondrial se encuentra tan empaquetado que todo él codifica y al carecer de 
histonas y poliaminas que puedan protegerlo. su capacidad de reparación es mínima 
si se compara con la del DNA nuclear. Además, las membranas mitocondriales al 
ser ricas en ácidos grasos altamente insaturados son muy susceptibles a sufrir pe­
roxidación lipídica ( 17). De hecho, en las especies más longevas como algunos pá­
jaros o incluso el hombre se ha demostrado que poseen una proporción menor de 
<leidos grasos insaturados de 4 o más dobles enlaces por sustitución del araquidónico 
por el linoleico, lo cual influye en la funcionalidad de la cadena de transporte de 
electrones y con ello en la disminución de la producción de radicales libres ( 18). A 
medida que transcurre la edad se incrementan los niveles del mut<ígeno 8-desoxigua­
nidina, disminuyen los niveles de ácidos grasos poliinsaturados, se producen trans­
cripciones anómalas, descienden los complejos l y IV de la cadena de transporte 
electrónico (únicos complejos codificados por el DNA mitocondrial a diferencia de 
los 11 y rn codificados por el DNA nuclear) y se produce una pérdida de la produc­
ción energética con el consiguiente incremento en los niveles de oxidantes al reac­
cionar los grupos carbonilos de las proteínas oxidadas con grupos amino libres (19). 

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

El tema más estudiado en relación al hígado y a la senescencia ha sido el 
referente a las alteraciones del metabolismo de fürmacos con la edad. ya que este 
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tema presenta unas inmediatas aplicaciones en Ja farmacoterapia de los ancianos. 
Debido a que las personas de edad presentan una incidencia más elevada en enfer­
medades y una mayor utilización de medicamentos. la menor velocidad de aclara­
miento por el hígado es la causa de las alteraciones en la respuesta a los fármacos, 
como también de la frecuencia de reacciones adversas. El primer estudio sobre 
hepatoLOxicidad y envejecimiento en ratas se debe a Kato y colaboradores (20) 
quienes describieron una disminución, dependiente de la edad, en el metabolismo 
de diversos fármacos como el hexobarbital y la estricnina. 

La senescencia hepática 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 fármacos. A las especies reactivas de oxígeno que se 
forman espontáneamente en la respiración mitocondrial y que se acumulan en eda­
des avanzadas. se unen los metabolitos tóxicos generados por el xenobiótico y las 
especies reactivas de oxígeno producidas durante los procesos de la biotransforma­
ción de xenobióticos por el sistema microsómico monooxigenasa de función mixta 
dependiente del citocromo P-450. En este sistema monooxigenasa se generan, por 
una parte intermediarios reactivos derivados del xenobiótico. y por otra, especies 
activas de oxígeno, H20 2 y 0 2 derivadas como subproductos de la monooxigena­
ción del sustrato. 

1 HEPATOTOXICO 1 

11 formación de metabolitos reactivos 1 

, LESION HEPATICA 1 
----

oxidación y depleción del g/utation 

i cociente GSH/GSSG 

situación de estrés oxidativo 

oxidación de tío/es proteicos 

peroxidación lipídica 

.__ _____ _ t calcio citosó/ico .,. 

1 NECROSIS 

11 necrosis perivenosa masiva 1 

IREGENERACJON HEPATOCELULAR 1 

t síntesis del DNA en 20 veces 

j índice mitótico 

IRESTAURACJON DE LA FUNCIONALIDAD 

Figura 2. Secuencia cho e1·e111os en la i1110.1icació11 aguda 111i/11cida pm hepatutó.1icos. 
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Los organismos pueden estar expuestos a dosis continuadas de hepatotóxicos o 
a dosis agudas de Jos mismos, en el primer caso se pueden alcanzar lesiones hepa­
tocelulares tales como nódulos hiperplásicos, cirrosis y en última instancia el cáncer 
(21-24). Para el toxicólogo experimental adquiere mayor importancia la administra­
ción subletaJ de un xenobiótico para así estudiar la respuesta frente a un ataque por 
sorpresa de la sustancia hepatotóxica. Como muestra la Figura 2, en circunstancias 
extremas, la agresión oxidativa inducida por xenobióticos puede llegar a ocasionar 
la muerte celular (25), que va precedida por una pérdida de equivalentes de gluta­
tion (26), una marcada oxidación de los grupos tiólicos de las proteínas (27), 
peroxidación de los lípidos de la membrana (28) y elevación del calcio citoplasmá­
tico (29). Esta situación se denomina estrés oxidativo (30). 

La localización de Ja necrosis inducida por los hepatotóxicos depende de nu­
merosos factores entre los que cabe destacar la heterogeneidad acinar y el que el 
agente hepatotóxico sea el compuesto mismo o un metabolito derivado de su bio­
transformación. Estos factores son los que determinan que la lesión se ubique en 
la región perivenosa o en Ja periportal. Los hepatocitos perivenosos muestran una 
mayor susceptibilidad a la agresión electrofílica de los metabolitos reactivos, ya 
que en esta zona del acino existe un desequilibrio entre los enzimas responsables 
de Ja activación metabólica y los enzimas encargados de la destoxificación de las 
sustancias activadas. Estos hepatocitos muestran una mayor velocidad de produc­
ción de metabolitos reactivos debido a la mayor cantidad de monooxigenasas 
microsómicas de función 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 regeneración hepática post-necrótica el infiltrado inflama­
torio se hace de tipo mixto con leucocitos polimorfonucleares, linfocitos y mono­
citos característicos de inflamación crónica con abundantes mitosis. Los sistemas 
utilizados para la detección 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 extensión de la zona lesionada detectada a nivel morfológico 
y por una menor elevación de las aminotransferasas séricas (32). La regeneración 
post-necrótica muestra valores muy disminuidos en el número de células en mitosis 
(índice mitótico), en la población en fase de síntesis del DNA y en la liberación al 
suero del TNFa. Esto indica que el hígado senescente presenta una menor respuesta 
a la agresión tóxica (capacidad metabólica) dando lugar a una lesión menos severa, 
pero con menor capacidad de recuperación (respuesta al estrés) (32, 33) (Tabla I). 

Existe un interés cada vez mayor, por el estudio de la toxicidad de los xenobió­
ticos frente a la senescencia, ya que la frecuencia de estas lesiones hepáticas puede 
variar considerablemente a medida que transcurre el tiempo. De hecho, parece ser 
que el envejecimiento incrementa la sensibilidad al efecto hepatotóxico de los xe-
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Tabla l. Diferencias en la lesión y r epar ación inducida por tioacetam ida 
a lo la rgo de Ja edad en r atas. 

Edad 
Máximo Intensidad Regeneración Recuperación 

lesión (hr) lesión (hr) a las 96 hr 

Jóvenes 24 ++ 48 total 
Adultos 48 +++ 72 media 
Senescentes 48 + 72 escasa 

nobióticos (34). Son muchos los parámetros hepáticos que sufren fluctuaciones por 
efecto de la edad. y especialmente interesantes son aquellos relacionados con el 
metabolismo de agentes hepatotóxicos. 

3.1. Sistemas microsómicos de destoxifi cación 

La biotransformación de las sustancias tóxicas en el organismo se verifica en el 
retículo endoplásmico liso de los hepatocitos. donde existen dos tipos de monooxi­
genasas que difieren en su composición y mecanismo. y que se conocen en función 
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 microsómicos. pero mientras unos autores describen que este sistema oxi­
dasa de función 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 microsómicos 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 an t ioxidantes endógenos: ciclo redox del glutation 

El mecanismo de defensa antioxidante endógeno está constituido por sistemas 
enzimáticos y no enzimáticos. Entre los enzimáticos se encuentran la superóxido 
dismutasa, la catalasa. la glutation reductasa y la glutation peroxidasa y entre los no 
enzimáticos el glutation, el ácido ascórbico, y el ácido úrico como compuestos 
hidrosolubles y la vitamina E. los carotenos y la melatonina como liposolubles (37). 

Entre los sistemas antioxidantes no enzimáticos. la vitamina E o a-tocoferol 
reacciona con Jos radicales libres de oxígeno y facilita, conjuntamente con la glu­
tation peroxidasa. el bloqueo de la peroxidación lipídica (38). La melatonina es una 
hormona producida principalmente en la glándula pineal cuyas actividades son muy 
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diversas. No solo influye en el control y regulación de la madure7 sexual, de la 
respuesta inmune y de la temperatura corporal, sino que también presenta una 
acción antioxidante liposoluble frente al radical hidroxilo, con más eficacia que la 
propia vitamina E. La melatonina actúa como moduladora de los enzimas genera­
dores de radicales libres dependientes del citocromo P-450, de la óxido nítrico 
sintasa y como estimuladora de la actividad de la glutation peroxidasa (39). Sin 
embargo, el glutation reducido (GSH) es el sistema antioxidante más importante, ya 
que es el tiol de bajo peso molecular más abundante, capaz de reaccionar directa­
mente con las especies reactivas de oxígeno y productos de la peroxidación o bien 
conjugarse con los metabolitos reactivos (26). Para mantener la integridad celular, 
los sistemas de defensa actúan concertadamente con los mecanismos responsables 
de la reparación del proceso oxidativo de las macromoléculas. La concentración de 
GSH. el estado redox GSH/GSSG y los niveles de grupos tiólicos proteicos. influ­
yen en el DNA bien modulando su síntesis (40) o bien protegiéndole del daño 
oxidativo (41 ). Se ha observado que existe una relación entre la división celular y 
el contenido en grupos tiólicos de origen proteico y no proteico (42). 

Los radicales libres en forma de anión superóxido (02 ") generan Hp2 mediante 
la superóxido 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 micocondria, tetra­
mérica e insensible a cianuro. El Hp2 generado por la acción de la superoxido 
dismutasa puede ser substrato de dos enzimas: la catalasa y la glutation peroxidasa. 
El segundo parece ser el enzima más importante, ya que por su localización a nivel 
citoplasmácico y mitocondrial es más accesible que la catalasa que se ubica en 
fracción soluble y peroxisomas. La glutation peroxidasa posee, además, la capaci­
dad de eliminar peróxidos no sólo inorgánicos sino también orgánicos, como los 
que se generan en el proceso de la peroxidación lipídica. El GSSG formado tiene 
que ser eliminado bien directamente vía 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 además es fundamental debido a que participa activamente en la sín­
tesis del DNA por ser el proveedor de la ribosa-5-fosfato necesaria para la misma 
(44). 

En la Figura 3 se muestra la acción coordinada del glutation como antioxidante 
endógeno con los sistemas enzimáticos citados anteriormente. 

Existen enormes diferencias en las modificaciones sufridas en el ciclo redox del 
glutaiion 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 
oxígeno generados espontáneamente en la respiración mitocondrial y por otro se 
produce un descenso en los niveles de GSH, lo cual va a conducir a una alteración 
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Figura 3. Sistema a111ioxidame endógeno: cicfo redox del g/11tario11. 

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

La mayor parte de las sustancias que son tóxicas a través de su biotransforma­
ción en intermediarios reactivos, afectan la concentración celular del glutation, que 
disminuye significativamente durante Ja necrosis. Esta disminución del gJutation 
trae consigo la situación de estrés oxidativo que ocasiona la pérdida de los grupos 
tióticos de las proteínas y la peroxidación lipídica (52). A medida que transcurre la 
edad la lesión se sostiene durante más tiempo debido a la menor operatividad de los 
sistemas antioxidantes (32). 

Enzimas marcadores de la lesión hepática, como la y-glutamil transferasa plas­
mática y la glutation S-transferasa, alcanzan su actividad más elevada en los 
momentos de Ja necrosis hepatocelular, hecho que puede influir en Ja depleción 
transitoria del glutation durante Ja hepatotoxidad aguda. En edades avanzadas se 
ha observado que la elevación de estas actividades es menor. y esto podría explicar 
el retraso en la eliminación del tóxico y en la restauración de la funcionalidad 
hepática (32). 

Respecto a los sistemas enzimáticos antioxidantes, se ha descrito que la expre­
sión génica de la superóxido dismutasa y la catalasa, los enzimas directamente 

113 



encargados de eliminar el radical superóxido y el Hp2• va siendo menor a medida 
que transcurre la edad, mientras que la expresión de la glutation peroxidasa tiende 
a incrementarse (53). En nuestros experimentos de hcpacocoxicidad y senescen­
cia, todos estos sistemas antioxidantes elevaron su expresión génica y su actividad 
con el transcurso de la edad. sin embargo, este incremento no fue suficiente para 
contrarrestar la situación de estrés oxidativo de las células hepáticas en edades 
avanzadas (32). 

4. REGENERACION HEPATICA POST-NECROTICA DURANTE 
EL ENVEJECIMIENTO 

Cualquier agresión que origine la pérdida de las células hepáticas induce inme­
diatamente una proliferación celular compensatoria. Este proceso. considerado como 
la respuesta más importante frente a la agresión, supone la regeneración hepatoce­
lular y la restauración de la funcionalidad hepática. La caracterización de los pará­
metros relacionados con esta proliferación celular post-necrótica presenta un gran 
interés clínico y fisiopatológico (54). ya que supone la manifestación hepática más 
patente y efectiva de respuesta a la agresión. De esta manera, el hígado lesionado 
es capaz de recuperar tanto la masa como el número 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 hígado es muy baja y el hepa­
tocito se encuentra en la fase GJG1 del ciclo de división celular, lo cual no impide 
que el hígado sea uno de los tejidos del organismo transcripcionalmente más activo. 
La baja incorporación de precursores metabólicos en la molécula de DNA, se debe 
a que un porcentaje muy bajo de los hepatocitos ( < 1 % ) se encuentra en la fase 
replicación del DNA (55). La regeneración hepática parece presentar una respuesta 
bifásica; durante la primera ronda de división, son los hepatocitos las únicas células 
hepáticas que se encuentran involucradas en la síntesis del DNA y en la actividad 
mitótica. La segunda ronda mitótica ocurre 24 horas más tarde, est<Í menos sincro­
ni1ada y en ella participan todas las células hepáticas, parenquimales y no paren­
quimales (56, 57). Durante las transiciones proliferativas se verifica la desdiferen­
ciación celular, proceso que implica una regresión de las células adultas hacia un 
estado más primitivo. 

Después de la administración de una dosis elevada de un hepatotóxico, cuando 
el hígado sufre una lesión hepatocelular (necrosís). debida al mecanismo de bioac­
tivación de la toxina, el hígado responde estimulando la divísión y con ello la 
regeneración hepatocelular. A dosis débiles del hepatotóxico, la necrosis afecta a 
pocas células y la regeneración tiende a iniciarse aproxímadamente a las 6 horas, 
desapareciendo a las 24 horas los síntomas de lesión. Es frecuente que aparezca con 
posterioridad alguna muestra de lesión remanente y tenga lugar una segunda fase 
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de división celular (54). El proceso de regcnerac1on hepática va unido a otro no 
menos notable: las células recién divididas son resistentes a Ja acción citotóxica de 
agentes químicos. Por tanto. adem<Ís de la reposición ele las células y de la restau­
ración de Ja morfología hepatolobular. merced a la propiedad de resistencia que 
poseen las nuevas células. el tejido hepático se encuentra capacitado para superar 
la inminencia de una agresión tóxica en las fases posteriores. evitando. por una 
parte. la expansión de la lesión y por otra. acelerando el proceso de la recuperación 
total (58). La aparición del fenolipo resistente en los hepatocitos es una respuesta 
adaptativa del hígado frente a una amplia variedad de xenobióticos. Esta resistencia 
supone un mecanismo de adaptación clona( (gen mdrl) para sobrevivir en un am­
biente hosti 1 (59). 

Recientemente se ha descubierto un método de gran valor como diagnóstico de 
rutina para detectar las células proliferantes, que ha permitido evaluar la regenera­
ción hepática en muestras humanas. Este método utiliza anticuerpos monoclonales 
frente a un antígeno 1111clear de células proliferantes (PCNA). factor auxiliar de la 
DNA polimerasa () (60). La detección inmunohistoquímica de este antígeno no 
depende de la incorporación 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 estimación cuantitativa del número de células que 
participan en la división celular en hígado post-necrótico es el cálculo del índice 
mitótico. Este índice se define como la relación entre el número de mitosis y el 
número de células y se calcula por visualización al microscopio óptico de eones 
semifinos de hígado, aplicando el método de Simpson e1 al. ( 15). En nuestros 
experimentos con tioacetamida. se analizaron las zonas más cercanas a la zona 
necrosada en preparaciones histológicas de hígado de rata (32). En los controles de 
todas las edades el índice mitótico 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 intoxicación (en raras jóvenes) y a las 72 horas de 
la intoxicación (en ratas adultas y viejas), la regeneración hepatocelular pudo ser 
detectada por observación directa de células en mitosis. El índice mitótico se ha 
observado que desciende notablemente a medida que transcurre la edad, registrán­
dose a los 30 meses, valores sólo de un 30</t 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 más a la 
regeneración hepática y diversos autores han apuntado que son los hepatocitos de 
la zona periportal los que se dividen, especialmente en el caso de regeneración 
posterior a un proceso necrótico perivenoso (31 ). Experimentos de nuestro grupo 
han podido demostrar que todas las regiones del acino contribuyen de la misma 
manera a la regeneración. En un modelo de hepatotoxicidad con cocaína se indujo 
necrosis perivenosa o periportal previo tratamiento o sin tratamiento con fenobar­
bital. respectivamente. En ambos casos se evaluó el indice mitótico en las diferentes 
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zonas del acino y pudo comprobarse que los valores más elevados aparecieron en 
los aledaños de la .wna necrosada, fuera ésta la periportal o la perivenosa (62). 

4. 1. Ciclo de división celular; análisis de la ploidía y distribución de DNA 

Para conseguir la multiplicación por división. las células de cualquier tejido 
abandonan el estado quiescente (G0) para entrar y proceder a través del ciclo celu­
lar. Esto supone una serie de pasos consecutivos que culminan en la división mitó­
tica (63). En un momento dado de muestreo de una población celular. algunas 
células se encuentran al comienzo y otras finalizando la replicación del DNA, de 
manera que la distribución de las células respecto a su contenido en DNA varía 
desde el contenido 2C de la fase GJG 1 hasta dos veces este contenido (4C) de la 
fase GjM. Los hepatocitos y células de Kupffcr, se encuentran en el estadío G0 , es 
decir, normalmente no se dividen, si no es tras una hepatectomía parcial o tras la 
necrosis inducida con sustancias químicas hcpatotóxicas. 

La inestabilidad cromosómica inducida a lo largo de la edad y su efecto sobre 
la capacidad proliferativa. nos ha llevado a estudiar la ploidia y la distribución del 
DNA en las fases del ciclo celular en hepatocitos de rata (32). En hígado de rata 
durante el desarrollo normal se caracteriza por una progresiva poliploidización, que 
va unida a una disminución de la fracción de hepatocitos diploides (2C) (6-1, 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 así durante los 
3 primeros meses de vida; a partir de este punto, comienza el proceso de poliploi­
dización con la aparición sucesiva de células tetraploides y octoploides (66) (Tabla 
11). Poco se sabe aún acerca de la significación fisiológica de la dependencia entre 
ploidía y edad, aunque se cree que la poliploidía refleja una mayor diferenciación 
y una necesidad de cantidades más elevadas de genes para satisfacer el papel 
multifuncional metabólico de los hepatocitos. En el período adulto se inica la apa­
rición de células en fase aneuploide que, si bien tan sólo constituye una pequeña 
proporción del total, se incrementa progresivamente a lo largo del envejecimiento 
(32). Este fenómeno de apoptosis en edades avanzadas se produce como consecuen­
cia de un proceso fisiológico de renovación tisular evitando así la hiperplasia que 
conllevaría lesiones tisulares del órgano (67). 

El hecho de que al menos una parte de los hepatocitos diploides pueda consi­
derarse como población de células precursoras a partir de las cuales se desarrollan 
hepatocitos poliploides más diferenciados. indica el interés en la distribución del 
DNA en las poblaciones que surgen durante los estadíos de regeneración hepática 
y hepatocarcinogénesis. Cualquier tratamiento que prevenga o disminuya la poli­
ploidización (o diferenciación) y cause una expansión de la población de hepatoci­
tos diploides. que es lo que ocurre en la proliferación hepatocelular post-necrótica, 
puede considerarse que eleva el riesgo de cáncer. 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 hepáticas. 
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Tabla 11. Determinación cuantitativa de la ploidia del DNA en ratas 
a lo largo de la edad. 

Edad H1podiploide Diploide Síntesis S 1 Tetraploide Síntesis S1 Octoploide 
(meses) (<2Cl (2C) (2C -> 4C> (4C) (4C -> 8C> (8C) 

2 72,6 1,4 23,3 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 34.3 0,9 40.l 5,2 16.1 

La fracción en crec1m1ento. o fracción de células. que participa en el ciclo 
celular, supone un concepto importante en el análisis de la reparación tisular tras la 
lesión celular ya que esta población sufre un rápido incremento al iniciarse la 
regeneración y disminuye abruptamente cuando finaliza. En animales jóvenes, el 
porcentaje de células hepáticas en fase de síntesis del DNA. comienza a elevarse a 
las 24 horas de la administración de tioacctamida y alcanza su punto máximo entre 
las 36 y 48 horas con cotas tan elevadas como 20 veces el valor control. En 
momentos previos a esta e levación se detecta la desaparición casi toca! de la pobla­
ción tetraploide (4C). Considerando que la caída de la población G/M precede en 
varias horas a la elevación de la síntesis del DNA. se deduce. por un lado. que una 
mitosis temprana afecta selectívamente a esta población. y por otro, que la necrosis 
afecta mayoritariamente a las células en G/M. El hecho de que la población en fase 
G, (diploide) se eleve coincidiendo con la desaparición de las células tetraploides. 
hace pensar en un desencadenamiento de la mitosis de la población G/M previo a 
la replicación del DNA. Este cambio en la distribución del DNA durante la rege­
neración hepatocelular conduce a un perfil similar al que aparece en hepatocitos 
fetales y se verifica en un período de seis horas, desde las 18 a las 24 horas de la 
intoxicación (52. 62). 

Respecto al envejecimiento, hemos de indicar que si bien este cambio hacia el 
perfil fetal en la distribución del DNA se produce en todas las edades estudiadas. 
en el caso de animales senescentes la regeneración se retrasa notablemente. El 
retraso se debe a que al ser menor la fracción de hepatocitos implicada en fase de 
síntesis del DNA. la duración del proceso regenerativo es mayor, siendo superior 
el tiempo que necesita el hígado 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 más lenta­
mente que las diploides (68). Se ha propuesto que la menor capacidad proliferativa 
debida al envejecimiento es consecuencia de la activación de un inhibidor especí­
fico de la síntesis del DNA denominado Sdi 1 <69). Este producto génico. también 
conocido como p2 l. W AF l. CIP 1 y Cap20 (70). es un factor peptídico que inhibe 
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la actividad de los complejos ciclina/quinasa-dependiente de ciclina (COK) respon­
sables de la progresión del ciclo celular en su fase G/S (71, 72). Esta inhibición se 
manifiesta por una parada de las células en la fase 0 1 del ciclo celular, y se debe, 
a que los complejos ciclina/CDK necesarios para la fosforilación de la proteína Rb, 
producto del gen supresor de retinoblastoma, tienen bloqueada la capacidad de 
fosforilación de Rb en respuesta a estímulos nonnales de crecimiento (73). 

La disminución ele la capacidad proliferativa en células senescentes puede ser 
una de las posibles consecuencias de la lesión que sufre el DNA en edades avan­
zadas. Estas lesiones acumuladas y no reparadas, generan una situación de inesta­
bilidad genómica caracterizada por mutaciones somáticas tales como sustitución. 
inserción, translocación, delección, recombinación y cambios en el número de cro­
mosomas, que desembocan en una alteración de las funciones celulares (74). Tam­
bién, la menor capacidad proliferativa puede interpretarse como un mecanismo de 
defensa frente a la propagación de lesiones del DNA. 

4.2. Factores del crecimiento y mecanismos que controlan la proliferación 
celular en hígado 

En la regeneración hepática se producen dos fenómenos fundamentales: por un 
lado la activación de genes tempranos inmediatos. debido al incremento de los 
factores de crecimiento circu lantes, y por otro, la rápida adaptación metabólica de 
los hcpatocitos para responder a los factores de crecimiento extra e intrahepáticos 
que acti van numerosos genes (Figura 4). Tras la lesión inducida por un hepatotóxi­
co tienen lugar acontecimientos muy rápidos que preparan a los hepatocitos para ser 
competentes y responder a los factores del crecimiento, permitiendo así su progre­
sión hacia el ciclo celular (75). La activación de los factores de transcripción puede 
ser uno de los principales componentes de esta fase inicial. Los genes que se 
inducen en Ja transición del estado normal quiescente del hígado (0

0
) a la fase de 

crecimiento (01) se denominan genes tempranos inmediatos. Entre ellos se incluyen 
NF-KB, AP-1 (76) y STAT-3 (77). y muchos de los protooncogenes implicados en 
el crecimiento canceroso. tales como c-myc, e-Jos y c-jun (78). Puesto que muchos 
de los productos de los genes de respuesta temprana inmediata, son por sí mismos 
factores de transcripción, Ja respuesta génica inicial producida tras Ja pérdida de 
células hepáticas se amplifica. También son importantes los genes tempranos dife­
ridos que se expresan tras la transición GJG1 y que son responsables de la progre­
sión de las fases del ciclo celular hasta inducir la síntesis del DNA. Este es el caso 
de p53 y ras y de varias ciclinas y quinasas asociadas, que codifican proteínas con 
funciones metabólicas esenciales (79). Sin embargo. todavía existen ciertas eludas 
respecto a las causas que inducen las modificaciones post-traduccionales de los 
genes inmediatos que codifican los factores de transcripción. Los estudios más 
avan1ados han identificado diversas citoquinas y factores de crecimiento, Ja IL-1 y 
el TNFc.t en el caso del PHF/NFKB y la IL-6 y el EGF para el STAT-3, como los 
responsables de la cascada de señales responsables de su activación nuclear (80). 
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Entre los agentes re~uladores de la proliferación celular, que desempeñan una 
misión destacada o son esenciales para la entrada de las células en la fase de 
replicación del DNA, cabe citar las hormonas. los factores de crecimiento, las 
citoquinas, así como otras sustancias como el piruvato. el calcio. los aminoácidos 
y las poliaminas (81 ). Las señales resultantes se producen por combinación 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 B (TGFB) y el factor de cre­
cimiento hepático (HGF) (82). No obstante, está perfectamente establecido que los 
EGF, TGFa, FGF y HGF funcionan como inductores fisiológicos de la síntesis del 
DNA en hepatocitos durante la regeneración hepática a través de mecanismos au­
tocrinos y paracrinos (83. 84). mientras que la activación del crecimiento hepático 
por el EGF y el TGFa se modula por el TGFB. el cual se induce un poco después 
que el TGFa, previniendo así una proliferación celular incontrolada. También las 
citoquinas tales como las IL-1 a, 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-1 a inhibe la proliferación de he­
patocitos en cultivo (85). 
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Con el envejecimiento los niveles séricos de estos factores varían considerable­
mente y se ha demostrado que la disminución de la capacidad proliferativa es 
paralela a una menor liberación de factores de crecimiento al suero (32). Por ello, 
se considera que otra de las causas responsables del retraso de la regeneración 
hepática post-necrótica en la senescencia, es la menor expresión de los factores 
implicados en la activación de Ja cascada de señales que activan Ja entrada de las 
células en el ciclo celular. 

Uno de los factores que intervienen directamente en la regeneración hepática es 
el factor de necrosis tumoral a o TNFa. La concentración de este factor en suero 
fue determinada en trabajos de experimentación 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 regeneración. Los valores más elevados se registraron a las 72 
horas de la intoxicación en ratas de 12 meses (347 pg mi 1

). En ratas de edades más 
avanzadas Ja elevación de la concentración sérica del TNFa fue mucho menor, 
registníndose a los 30 meses valores casi 100 veces menores que en adullos de 12 
meses (32). Esto indica que la senescencia frente a la hepatotoxicidad se manifiesta 
por una disminución de los factores del crecimiento implicados en el proceso pro­
lifcrativo post-necrótico. 

5. CONCLUSIONES FINALES 

Los problemas más importantes de la senescencia frente a la hepatotoxicidad 
que se deducen del presente capítulo son: una menor capacidad en la biotransfor­
mación y eliminación de los xenobióticos y un retraso en la regeneración hepato­
celular y la restauración de la funcionalidad hepática. 

La solución ideal para evitar las consecuencias del envejecimiento todavía 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 restricción calórica de la ingesta se ha comprobado que aumenta en 
un 43% la longevidad de los animales al conseguir un mantenimiento de la protec­
ción antioxidante y prevenir así el daño celular degenerativo. La protección antioxi­
dante implica la elevación de las actividades de la catalasa, glutation S-transferasas 
y glutation reductasa con una disminución paralela de 0 2 , Hp2 y del estado 4 de 
la respiración mitocondrial. También se ha abierto una nueva vía de estudio con el 
descubrimiento de la capacidad antioxidante de la melatonina, ya que con ella existe 
una posibilidad de regulación hormonal del estrés oxidativo. 

Por ello, la conclusión a nivel clínico y fannacológico es que las dosis de 
fármacos 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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oxidativo. Muchas teorías que proponen que las actividades de los sistemas destoxi­
ficadores declinan con la edad, requieren una seria reconsideración. En humanos, el 
envejecimiento trae consigo una mayor incidencia de enfermedades y de tratamien­
tos médicos continuados que van a provocar una disminución de la funcionalidad 
hepática. Este descenso de la función hepática se detecta no sólo frente a indivíduos 
de menor edad, sino también frente a ancianos sanos. Una nueva teoría sobre el 
mecanismo celular en el envejecimiento ha de estar fundamentada en los mecanis­
mos de respuesta a la lesión que conducen a la recuperación de la función del 
hígado. 

La capacidad de supervivencia es un potencial genéticamente determinado que 
permite al organismo sobrevivir más allá de su madurez reproductora. Existen dos 
factores fisiológicos que permiten mantener esta reserva de supervivencia: la ca­
pacidad metabólica y la respuesta al estrés. La expansión de la capacidad metabó­
lica da como resultado la generación de oxidantes, la cual demanda la elaboración 
de la respuesta al estrés oxidativo. El genoma mitocondrial es especialmente vul­
nerable a la lesión 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 metabólica 
y la eficiencia de la respuesta a situaciones de estrés y por otro, la desrcgulación 
genética. Las situaciones de estrés acentúan los procesos de desregulación genética 
y existe una relación recíproca entre la agresión ambiental y dicha desregulación. 
Una elevación en la respuesta al estrés en función de la edad y en ausencia de 
agresión que justifique dicho incremento. puede reflejar también una desregulación 
genética. Por ejemplo, una elevación, dependiente de la edad, en la producción de 
IL-6, puede ser la causa de una elevación crónica de la respuesta inflamatoria. Los 
fenómenos epigenéticos, unidos a la inestabi lidad genética son la primera causa de 
la degeneración celular característica del envejecimiento (Figura 5). 

En condiciones fisiológicas normales, el uso del oxígeno por las células de los 
organismos aerobios genera especies reactivas de oxígeno potencialmente agresi­
vas. El estado crónico 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 superexpresión de los sistemas enzimáticos antioxidantes retrasa la aparición 
de lesiones oxidativas y amplia el periodo vital: (ii) la velocidad de generación 
mitocondrial del anión superóxido y del peróxido de hidrógeno se relaciona inver­
samente con la longevidad entre las diferentes especies; (iii) la restricción en el 
contenido calórico de la ingesta aminora las lesiones causadas por el estrés oxida­
tivo, retrasa las alteraciones debidas a la edad y amplia el período de vida de los 
mamíferos. 
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1. lNTRODUCCION 

Por su importancia fisiológica y fisiopatológica, la interacción 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 
investigación biomédica. La razón de este hecho es obvia si tenemos en cuenta las 
consecuencias que de dicha interacción 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 accuan sobre los mecanismos de control del ciclo celular 
a través de la modulación de factores transcripcionales y por lo tanto de la expre­
sión genética e intervienen tanto en la iniciación como en la promoción y expansión 
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 cromosómicas así como de mutaciones más o menos espe­
cíficas. Todo ello conduce con cierto grado de probabilidad a la instauración de 
mutaciones, alguna de las cuales puede ser de vital trascendencia para el normal 
funcionamiento de la células aeróbias. 

Efectivamente son las células consumidoras de oxígeno las mejores candidatas 
en este sentido, ya que el consumo de este gas lleva consigo la formación, 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 expresión genética excelente que en su momento evolutivo permitió el 
crecimiento y desarrollo de las distintas especies procedentes del mundo marino. 
sobre una superficie progresivamente m<\s oxigenada como la cortela terrestre. 

De hecho hoy sabemos que la formación de especies reactivas derivadas del 
oxígeno molecular desempeña funciones de regulación tanto de índole metabólica 
como de expresión genética. lo cual no es óbice para sospechar que esta formación 
pueda poner en peligro, y de forma continuada, la estructura y función biológica de 
macromoléculas importantes para el mantenimiento de la homeostásis. entre las que 
se encuentran, los ácidos grasos, las proteínas y los ácidos nucleicos, DNA y RNA 
(Figura 1 ). 
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En esta revisión nos centraremos especialmente en el daño oxidativo que estas 
especies reactivas inducen sobre el material genómico como almacen y dogma 
universal de Ja transmisión genética. Se especificarán, 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 incluirán algunas de las observacio­
nes más recientes sobre el papel de los radicales oxigénicos en la regulación de la 
expresión 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 mayoría de éstas derivan de otras más conocidas y abundantes como 
son el radical superóxido (02··), el peróxido de hidrógeno (Hp2) y el radical hi­
droxi\o ('OH) a \a sazón máximas responsab\es de dicho proceso oxidativo (l). 
Estas especies son el resultado de la reducción monovalente del oxígeno que puede 
llevarse a cabo a través de numerosos procesos reactivos que tienen lugar en los 
sistemas biológicos (2,3). La autooxidación de leucoflavinas, hidroquinonas, cate­
colaminas, tioles, tetrahidropterinas, hemoproteinas y ferrodoxinas puede producir 
la reducción del oxígeno y generar radicales superóxido. Esta especie también se 
genera por parte de algunos organulos subcelulares como cloroplastos y mitocon­
drias. A la formación de especies oxigénicas contribuyen un número extenso de 
reacciones del metabolismo oxidativo donde éstas se generan ya sea como interme­
diarios de la reacción o como producto de la misma. Un ejemplo carac~erístico, 
representativo e importante desde el punto de vista conceptual lo encontramos en 
la formación del radical superóxido y otras especies relacionadas tras la activación 
de neutrófilos y macrófagos que constituye además la base molecular de sus efectos 
biocidas (3-5). El conocimiento de este mecanismo de acción permitió entender 
mejor tanto la función defensiva de estas células como la sintomatología del cuadro 
inflamatorio al mismo tiempo que explica su estimulación por diversos alergenos y 
promotores tumorales (6). 

La dismutación del radical 0 2 .. da lugar a la especie no paramagnética peróxido 
de hidrógeno o agua oxigenada, cuyo poder oxidante y destructor la convierte en 
un antiséptico potente. 

El ácido conjugado, el radical hidroperóxido, es responsable de la dismutación 
espontánea de iones superóxido a través de las reacciones: 

o ·· 2 -t 
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La velocidad de dismuración de la concentración total de radicales (H01 + 0 1 ) 

a pH determinado viene establecido por la ecuación: 

donde X= K1102111+. Siendo la pKa de H02 igual a 4.69 es decir K1102 = 2.04 x 
10·5' por Jo que K3 es aproximadamente l. 9 X 105 M 1s 1 a pH 7.4 

El radical superóxido puede actuar tanto como agente reductor como oxidante. 
Se comporta como un buen agente mono-reductor con un potencial standard, 
Eº = -0.33 V para Ja reacción parcial 0 1 + e -+ 0 1 y también es un oxidante 
potente desde el punto de vista termodinámico, Eº=+ 0.87 V. si bien este proceso 
es más lento. 

La reactividad del radical superóxido para generar radicales OH tiene importan­
tes connotaciones en relación con su formación y consecuencias en los sistemas 
biológicos. El radical hidroxilo es mucho más reactivo que el radical superóxido. La 
formación de estos radicales transcurre a través de la reacción de Fenton: 

y la oxido-reducción cíclica del metal por parte del superóxido: 

siendo la suma de ambas reacciones 

conocida como la reacción de Haber-Weiss como así la bautizaron Beauchamp y 
Fridowich en la década de los setenta, ya que ésta occurría en el esquema reacciona! 
de Haber y Weiss y formula la descomposición catalítica del agua oxigenada en 
presencia de sales metálicas ( 1-6). 

Las moleculas afectadas por las especies oxigénicas son igualmente variadas 
aunque por su disponibilidad, localización y concentración destacan las estructuras 
fosfolipídicas. las proteínas y los ácidos nucléicos. Tres macromoléculas cuya alte­
ración incluso individual conllevará a una distorsión global del metabolismo celu­
lar, ya que de la cooperación conjunta y sincronizada de las tres resulta la función 
metabólica de la células y su regulación. 

Los fosfolípidos de las membranas celulares son esenciales para el manteni­
miento de la viabilidad celular. Las proteínas son moléculas ejecutoras de una 
infinidad de funciones celulares. y entre ellas. Ja regulación de la expresión génica. 
Los ácidos nucleicos son portadores de la información de todas estas funciones. Se 
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entiende por lo tanto que de forma colectiva o individual una alteración de la 
función de cualquiera de estas estructuras sea suficiente para inducir trastornos 
importantes en la viabilidad y función de los sistemas biológicos ( 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 e inducir, bajo condiciones fisiológicas, la alteración de distintas macromo­
léculas celulares de forma subliminal pero acarreando un acúmulo de distorsiones 
de diverso calibre e importancia clínica ( 1 ). 

Una de estas consecuencias es el mecanismo de transformación maligna celular 
y la progresión tumoral como consecuencia de modificaciones oxidativas y muta­
ciones secundarias en el material genómico (7). 

3. EL MATERIAL GENOMICO COMO DIANA DE LESIONES OXIDA TIV AS 

Es cierto que a pesar de las ventajas evolutivas que permitieron al DNA conver­
tirse en la molécula especializada en el almacenamiento de la información genética. 
ésta no está exenta de perturbaciones de su estructura y por lo tanto de su función. 
La molécula de DNA es más 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 hidrólisis. Por otra parte, su estructura de doble hélice, le 
otorga la fiabilidad en la replicación así como la de reparación de su mensaje, ase­
gurado por la otra cadena conservante de la información intacta que actua como 
molde. A estas ventajas debemos añadir una protección adicional que se desprende 
de la localización nuclear de esta molécula y de su empaquetamiento de forma orga­
nizada gracias a un tipo de proteínas específicas como son las histonas (8, 9). 

Hoy sabemos que la producción excesiva de radicales libres, en condiciones de 
estrés oxidativo, puede lesionar de fonna irreversible moléculas como el DNA y 
otras estructuras moleculares como fosfolípidos, y producir la muerte celular. El 
papel de la destrucción oxidativa de fosfolípidos y estructuras relacionadas merece 
una mención aparte ya que. además de constituir un sustrato excelente para la 
propagación del proceso oxidativo a estruccuras 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 cancerígenos ( J0-12). Hay que resaltar, por otra parte, que mientras el radical 
hidroxilo (OH) tiene una vida media de nanosegundos, peróxidos e hidroperóxidos 
lipídicos presentan mayor establidad y por lo tanto su acción citotóxica es más 
prolongada (4). 

En condiciones normales la producción basal de especies oxigénicas reactivas 
es responsable de la modificación oxidativa del DNA que se mantiene, de forma 
contínua y no siempre constante, a lo largo del desarrollo de los seres aeróbios 
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( 11, 12). Estos impactos oxida ti vos han sido estimados recientemente para distintas 
especies animales y relacionados tanto con su longevidad, como con su velocidad 
metabólica específica y otros factores moduladores como la cantidad de la ingesta 
calórica y la calidad de la dieta. Se sabe que Ja media de lesiones oxidativas por 
célula y por día 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 número de impactos entre las 
distintas especies estudiadas es directamente proporcional a la velocidad metabólica 
específica, es decir al consumo de oxígeno por unidad de peso y tiempo. Asi por 
ejemplo. el mayor grado de oxidaciones en el DNA del ratón 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 años cuando relacionó el número de nucleótidos de pirimidina. 
modificados por oxidación y eliminados por la orina de 24 horas, con la longevidad 
de distintas especies animales y sus respectivas actividades metabólicas. Efectiva­
mente. a lo largo de las distintas especies animales estudiadas. ratón. 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 eliminación menor de Timidina 
glicol, Timina-glicol y 8-0HdG. 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 transcripcionaJ de genes vitales ( 11, l 2). Esta hipóte­
sis. mediante la cual se trata de explicar el papel del daño oxidativo del DNA en 
la patogenia del envejecimiento, es todavía discutida aunque difícil de rebatir. 

4. DAÑO OXIDATIVO DEL DNA. MECANISMOS Y PRODUCTOS 

Los mecanismos inductores de oxidaciones en el DNA y RNA son múltiples. La 
modificación oxidativa de estos polímeros es consecuencia de la interacción con 
especies reactivas oxidantes. Entre ellas destacan el radical superóxido, el peróxido 
de hidrógeno, el oxígeno singlete. el radical hidroxilo y su forma proconada. el 
radical hidroperoxilo. Estas especies se generan a partir de múlciples mecanismos 
tanto intracelulares como de orígen extracelular ( l, 13). 

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

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

Este tipo de distorsiones genéticas se han observado por la acción de diversos 
agentes tanto físicos como químicos. Así, se sabe que las distintas modalidades de 
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radiaciones ionizantes (y, rayos X y luz ultravioleta) y de alta energía como la 
radiación de neutrones, producen a través de la radiolisis del agua, una cantidad 
importante de especies reactivas y secundariamente la alteración de la estructura del 
DNA con Jo que se explica el mecanismo molecular de su acción carcinogénica (6, 
13. 14, 15). 

Diversos agentes promotores tumorales, como ésteres forbólicos o agentes me­
tálicos, también inducen modificaciones oxidativas del material genómico. Este 
efecto se consigue tanto por su biotransformación a especies reactivas como por la 
activación de células polimorfonucleares (6). 

El estudio del daño oxidativo del DNA se puede plantear desde distintas pers­
pectivas experimentales. Estas van desde la disminución de la concentración de este 
polímero medida por su absorbancia a 260 nm, pasando por la determinación de los 
productos de degradación oxidativa y reaccionantes con el ácido tiobarbitúrico y 
alteraciones del patrón electroforético hasta la identificacion de las bases nucleotí­
dicas modificadas. Utilizando drogas de estructura quinónica o bien mezclas de 
xenobióticos y otros compuestos orgánicos con metales de transición se ha podido 
demostrar la estrecha relación existente entre la formación de especies reactivas y 
la ruptura del material genómico en distintos modelos experimentales. La formación 
de productos reaccionantes con el ácido tiobarbitúrico en presencia de desoxirribosa 
es una prueba de la degradación oxidativa de esta molécula, además de representar 
un parámetro fiel de la formación de radicales hidroxilo como responsables del 
proceso oxidativo (3). 

Más recientemente se han estudiado otros derivados de esta interacción median­
te técnicas analíticas algo más sofisticadas pero fáciles de reproducir. Este es el 
caso de las bases modificadas oxidativamente del DNA. 

Las radiaciones ionizantes son un ejemplo excelente de ambos. la formación de 
radicales oxigénicos y de la modificación oxidativa del DNA. Como ya hemos 
mencionado las radiaciones ionizantes generan. a través de la radiolisis del agua. 
especies oxigénicas, siendo la más predominante el radical hidroxilo (OH). Los 
efectos de este mecanismo físico-químico sobre el DNA han sido muy estudiados 
( 16) y revisados (6). Se ha establecido que la estructura timidínica del DNA es la 
más susceptible a la modificación por radiaciones ionizantes, y de hecho se han 
aislado un número importante de productos oxidativos a partir de esta base nucleo­
tídica. Distintos hidroperóxidos se forman como consecuencia de la radiación ioni­
zante sobre los sistemas biológicos asi como de otros agentes oxidantes de orígen 
endógeno. Este último mecanismo suele ser mucho más frecuente y continuado 
dentro del ambiente aeróbico celular. El H20 2 endógenamente formado reacciona 
con los metales de transición ligados al DNA (hierro o cobre) de una forma meca­
nísticamente similar a como ocurre en la reacción de Fenton ( 17). 
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Una diferencia importante con respecto a la reacción 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 característica se derivan. 

La reactividad de las cinco bases nucleotídicas con el radical OH es extrema­
damente alta. con constantes de difusión K = 1 o~ M·1s·1

• mientras que para la des­
oxirribosa esta reactividad es cinco veces menor. La distribución del ataque oxida­
tivo inducido estará influido y dependerá de la abundancia relativa de los 
componentes del DNA. Así, por ejemplo la modificación de la 5-metilcitosina (3% 
de todas las bases) será proporcionalmente inferior a la oxidación de la desoxirri­
bosa, mucho más predominante en la estructura molecular del DNA. aún a pesar de 
la mayor reactividad de la base. Cada componente representa más de un punto 
susceptible de ataque oxidativo. El radical hidroxilo puede adicionar hidrógenos 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 dará 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 8-0H-2 '-desoxi(oxo)Guanina 
(8-0H-oxo-G) (6. 18,19). 

La especie hidroperoxidada generada de forma más abundante a partir de la 
timina es la cis-5(6)hidroxi-6(5)hidroperóxido-5,6-dihidrotimina. Aunque relativa­
mente estable, este hidroperóxido se descompone gradualmente a otro derivado más 
estable, el cis-vicinal-dihidrodiol. comúnmente conocida como cis-timina glicol 
(TG) y su 2'-desoxinucleosido cis-timidina glicol (dTG). Existen dos esteroisóme­
ros cis-TdG (+)y(-), que están en equilibrio con sus epímeros trans. Este tipo de 
oxidaciones provoca alteraciones significativas en la conformación 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 transición y de quelantes respectivos, como 
metaloproteinas y peroxidasa de rábano. 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 aldehídos (FdU). Ambos son bastante 
estables en presencia de iones metálicos o de peroxidasas. La estructura dTG es. 
sin embargo, fácilmente alterable en ambientes oxidativos como los que se produ­
cen por radiaciones ionizantes o por el efecto del Hp2 en presencia de quelantes 
ferrosos (6.17). 

La descomposición gradual de dTG, mediante la apertura del anillo de TG da 
lugar a la formación de N'-formil-N-piruvilurea (FPU) que se puede convertir en 
5-hidroxi-5-metilhidantoína (HMH) o bien ser degradado posteriormente a resíduos 
como el N' -formil-N-urea. Por lo tanto, existe un número variado de productos de 
degradación derivados de dTG en el DNA sometido a radiación ionizante. 
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Además de la oxidación de la timina, hay otras bases susceptibles de oxidación 
por radiaciones ionizantes. Por ejemplo, la oxidación de la citosina da lugar a la 
formación de una serie de productos análogos a los de la timina. Su oxidación en 
posición cinco produce 5-0H-Citosina (20). Las bases púricas se pueden oxidar en 
distintos lugares, aunque aquellas producidas en el carbono C-8 han sido las más 
estudiadas. Este es el caso de la 8-oxo-desoxiguanosina, también referida como 8-
hidroxi-2 '-desox iguanosina. (8-0HdG). La sustitución con grupos -OH(oxo) en 
posición C-8 de las purinas origina la apertura del anillo imidazólico, sim ilar 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 oxidación de las purinas (Figuras 2A, 
By C). 

Con agentes químicos, alguno de los cuales presentan propiedades carcinogéni­
cas, se ha observado también la modificación oxidativa del material genómico. A 
pesar de que una revisión exhaustiva de estos agentes escapa al propósito de este 
capítulo, éstos se podrian agrupar en función de su mecanismo de acción. del tipo 
de células o de los sistemas enzimáticos implicados (6). 

Existe un tipo de carcinogénesis química cuyo mecanismo de acción requiere la 
transformación previa a intermediarios electrofílicos antes de que puedan unirse y 
fom1ar aductos con las bases nucleotídicas del DNA. Los hidrocarburos aromáticos 
son un ejemplo de este grupo de carcinógenos. Para la excreción de estos xenobió­
ticos es necesaria la hidroxilación enzimática de los mismos para conseguir así la 
formación de conjugados solubles. Sin embargo durante esta detoxificación se ge­
neran metabolitos carcinogénicos potentes cuyo efecto tumoral se ha visto reducido 
en presencia de antioxidantes. 

Los sistemas enzimáticos catalizadores de esta activación son los conocidos 
sistemas microsomales de oxidación mixta, entre los que se encuentran hidrocarbo­
no hidroxilasa, citocromo P450 oxidasa. NADPH-citocromo P450 reducrasa y 
NADH-citocromo b5 reduccasa. Como productos de estas reacciones se generan 
diversas moléculas paramagnéticas incluyendo radicales oxigénicos así como qui­
nónicos, epóxidos y derivados (6). 

Durante la metabolización de agentes como el benLO(a)pireno, 7, 12-
dimaetilbenzo(a)antraceno y metilcolantreno por parte de los microsomas hepáticos 
se genera una cantidad sustancial de radicales superóxido ) de agua oxigenada 
además de orros metabolitos reactivos. El DNA e:\:puesto a microsomas tratados con 
estos agentes presenta estructuras oxidadas de sus bases nucleotídicas. Ambos agen­
tes presentan un potencial carcinogénico muy importante. 

Dentro del grupo de xenobióticos se encuentran también algunos contaminantes 
dietéticos como la toxina del moho Aspergillus Ffal'lls Ory:ae (aílatoxina B 1) como 
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más representativo de este grupo (21) o bien agentes farmacológicos como los 
antibióticos de estructura quinónica (22-24). Estos compuestos, no tóxicos por sí 
mismos, sufren oxidaciones intracelulares catalizadas por oxidasas diversas convir­
tiéndose en metabolitos activados y cancerígenos. previa modificación oxidativa del 
DNA. A través de oxidasas dependientes de citocromo P450, la atlatoxina B 1. 
presente en los granos de semillas almacenadas en condiciones de humedad am­
biental, se oxida a atlatoxina 2,3-epóxido responsable de la interacción con resíduos 
de guanina y su posterior modificación oxidativa. La aílatoxina B 1 ha sido relacio­
nada con la incidencia alta de tumores hepáticos en paises asiáticos 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 SY (24,25) generan, tras su biotransformación u oxidación 
espontánea en presencia de metales de transición, cantidades importantes de espe­
cies reactivas a las que se atribuye no sólo 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 antibióticos antitumorales (cardio­
toxicidad de la adriamicina o citotoxicidad de la rifamicina SY). Con cada uno de 
estas moléculas se ha demostrado la formación de especies reactivas así como la 
degradación oxidativa del DNA. Estudios realizados utilizando resonancia para­
magnética de electrones han establecido la formación de dichas especies. La degra­
dación oxidativa del DNA inducido por estos xenobióticos se previene de forma 
significativa con diversos antioxidantes naturales (22-24). 

Además de los carcinógenos orgánicos, también existen otros de origen inorgá­
nico entre los que destacan los derivados metálicos. Aunque algunos de estos me­
tales pueden unirse al DNA otros no lo hacen. por lo que se deduce que su acción 
carcinogénica se lleva a cabo por mecanismos indirectos. La evidencia experimental 
apunta hacia la inducción de mecanismos oxidativos. Este es el caso del cromo, el 
níquel y por supuesto el hierro y el cobre. Estos metales de transición son mutagé­
nicos y su acción 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 inflamación cró­
nica se conoce desde hace bastante tiempo. Sin embargo, el mecanismo por el que 
la inflamación contribuye en la patogenia del cáncer es todavía poco conocido. La 
idea más aceptada al respecto se apoya en la formación de radicales oxigénicos 
producidos durante la activación de fagocitos y la alteración consecuente de células 
vecinas. Este efecto ha sido demostrado por parte de agentes exógenos capaces de 
la activación fagocitaría en ausencia de estímulos naturales (destrucción de bacte­
rias y crecimiento tumoral). Todo parece indicar que entre los efectos más desta­
cados de los promotores tumorales está su habilidad para la activación oxidativa de 
células polimorfonucleares. En este aspecto, uno de los más respresentativos es el 
tetradecanoil-forbol-acético (acetato forbólico) (TPA), uno de los promotores tumo­
rales más potentes conocido en la actualidad. Su mecanismo de acción oxidativa no 
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sólo se ha observado durante la activación de lineas pol imorfocelulares sino tam­
bién sobre otro tipo de células tanto de orígen humano como animal. Como resul­
tado de esta activación se produce una cantidad considerable de Hp2 que puede 
interaccionar con el DNA directamente o bien, y mucho más probable, generar en 
presencia de metales de transición la otra especie oxigénica de mayor reactividad 
y poder citotóxico como es el radical OH. Parece ser que el mecanismo de acción 
implicado está relacionado con la estimulación de la proteína quinasa e, previa a 
la transformación de la NADPH oxidasa a su forma activa. Otros promotores tumo­
rales distintos al TPA, presentan un mecanismo de acción diferente al actuar inhi­
biendo la actividad de fosfatasas unidas a la membrana celular, siendo el resultado 
final similar al ejecutado por la activación de la proteína quinasa (6). 

Independientemente del agente en cuestión o de la linea celular utilizada, la 
oxidación de las bases nucleotídicas del DNA es un hecho bastante demostrado. Los 
productos de oxidación más 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 (80HG) y 
8-hidroxi(oxo)-2'-desoxiguanosina (8-0HdG), cuyas estructuras químicas vienen 
representadas en la Figura 2. 

El estudio de las técnicas experimentales necesarias y su cuantificación repre­
senta en la actualidad uno de los tópicos más importantes del estrés oxidativo. Sin 
olvidar la necesidad que se vislumbra por encontrar parámetros adecuados como 
marcadores de este fenómeno oxidativo, el valor reconocido de las bases oxidadas 
del DNA hace de esta técnica analítica una de las más idóneas (26). Su aplicación 
no sólo es válida en el caso del cáncer sino también de otras muchas enfermedades 
degenerativas como son, citando sólo algunas, el envejecimiento, las enfermedades 
cardiovasculares, y múltiples procesos inflamatarios ( 10-12,26). 

5. TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION 
DE BASES MODIFICADAS 

Nos referiremos sólo a las más utilizadas y cuya puesta a pumo en el laboratorio 
resulta sencilla y reproducible. La identificación de anillos imidazólicos abiertos 
como Fapy-Gua, de 8-0HGu y Fapy-Ade asi como cytosina-glicol se puede con­
seguir utilizando cromatografía de gases con absorción atómica y monitorización 
iónica selectiva. Esta técnica es bastante utilizada y precisa a la hora de una repro­
ducción fiel de resultados (27 ,28). 

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

Sin embargo, con mayor frecuencia se emplea en la actualidad la separación de 
bases oxidadas como la 8-0HdG por HPLC y detección electroquímica. En este 
caso, se hace uso de un detector ultravioleta conectado en serie con el anterior, con 
el fin de facilitar la cuantificación 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 digestión enzimática y total del DNA previo análisis 
cromatográfico es necesaria para la perfecta identificación de productos y reprodu­
cibilidad de resultados. Esto se consigue con la combinación de nucleasas y fosfa­
tasas alcalinas y es mucho más eficaz que la hidrólisis química del polímero. Esta 
característica es válida para los dos sistemas de análisis comentados. Asi, Dizdaro­
glu observó una buena separación de bases dTG y HMdU utilizando cromatografía 
de gases y practicando la hidrólisis química del DNA en presencia de ácido fórmi­
co, sin embargo la resolución de HMU no fué del todo satisfactoria. Este problema 
se resolvió hidrolizando el DNA completamente a sus nucleósidos constituyentes 
por mecanismo enzimático (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 cromatografía de inmunoafinidad previa a 
la separación y detección por HPLC-EC. Esta técnica se ha utilizado para la iden­
tificación de 8-oxo-7,8-dihidro-2' -desoxiguanosina en orina, sangre y otros medios 
biológicos. Recientemente, utilizando esta misma tecnología se ha aislado e iden­
tificado en Ja 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 
niños 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 últimas décadas, se ha demostrado de forma clara y evidente el 
papel de los radicales y especies oxigénicas como mediadores en el mecanismo de 
la transfom1ación maligna celular. Estas especies reactivas actuan en los distintos 
estadíos del proceso cancerígeno, como iniciadores, promotores y responsables tam­
bién de la expansión tumoral (6,29) (Figura 3). 

Las especies reactivas derivadas del oxígeno molecular se vieron involucradas 
en la mutagenicidad de bacterias, asi como de células de mamífero al mismo tiempo 
que inducían otra serie de alteraciones genéticas como aberraciones cromosómicas, 
entrecruzamiento de cromátides, ruptura de cadenas de DNA y modificaciones 
oxidativas ( 17). El hecho de que los radicales oxigénicos sean los responsables de 
la transformación celular lo demostraron Mondal y Heidelberger (32) en 1976, 
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utilizando fibroblastos de embriones de ratón C3H/IOTl/2 CL8 con luz ultravioleta 
y años más tarde por Borek y Troll (33) con radiacion y. Un año más tarde, el 
grupo de Cerutti, utililando esta misma linea celular. demostró que en presencia de 
xantina más xantina oxidasa. como fuente de radicales superóxido, también se in­
duce la transformación de estos fibroblastos mediante el análisis de formación de 
focos (34). 

Diversos estudios experimentales han tratado de dilucidar el mecanismo de 
acción implicado en la transformación maligna celular inducida por los radicales 
libres. si bien la oxidación 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 oxidación de la guanina a 8-0HdG 
inducía errores en la replicación 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 isómero 8-oxodG cuya disposición 
planar permite el establecimiento de puentes de hidrógeno con adeninas y timinas 
en lugar de citosinas. Esta base oxidada es además en términos cuantitativos. la 
lesión oxidativa más frecuentemente encontrada en el DNA bajo condiciones fisio­
lógicas y es uno de los parámetros más representativos del estrés oxidativo in 1-il'o. 

Como hemos referido anteriormente, numerosas investigaciones en este sentido han 
demostrado la formación de 8-0 HdG tras la aplicación de distintos protocolos car­
cinogénicos. Estudios llevados a cabo a continuación de las observaciones iniciales 
de Kushino sobre la acción mutagénica de 8-0HdG. señalaron 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 introducción de un átomo de oxígeno en posición 8 de la guanina induce 
cambios en las propiedades electrónicas de esta base nucleotídica. Estudios realiza­
dos con R.M.N. señalan que a pH fisiológico el tautomerismo de la 8-0HdG en el 
oxígeno en posición 8 adopta con mayor probabilidad la forma cetónica. Por otra 
parte, la forma oxidada de la guanina adopta la configuración ··syn". Estas dos 
consideraciones estructurales distorsionan la unión nomrnl de la base oxidada. Con 
este tipo de análisis espectroscópico se ha demostrado que la 8-oxo-G(syn) forma 
apareamiento estable con la A en e l interior del duplex de DNA sin perturbar a las 
bases flanqueantes. También se ha observado que la combinación 8-oxo-G(syn)-A 
transcurre con mayor eficiencia que la combinación 8-oxo-G(syn)-C, lo que sugiere 
que una vez producida la incorporación errónea. la estabilidad de ésta le permite 
escapar al reconocimiento de los mecanismos de lectura y reparación y persistir así 
como mutación estable <31 ). El resultado de este cambio será por lo tanto una 
transversión G a T tal y como ha sido demostrado a través de distintos estudios 
experimentales (30,31 ). Posiblemente la transición mutacional G-C a A-T sea la 
lesión más frecuente en términos oxidativos. Estas alteraciones que persisten a 
pesar de los mecanismos de reparación se producen tanto de forma expontánea 
como por agentes O\idantes ) otros cuyo efecto lesivo sobre el DNA también se 
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cree que transcurre a traves de la fonnación de especies oxigénicas. Este es el caso 
de la substitución en pares de bases G-C que se produce en el locus ·•aprt" de 
hamster por radiación de neutrones e incluso de forma espontánea ( 19,37). La 
estabilidad de este apareamiento genéticamente erróneo, junto con el hecho de que 
esta lesión induce de fonna específica a una transversión 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 fonna 
uniforme en todos los sistemas experimentales. Existe otro tipo de modificaciones 
oxidativas además de la guanina. El resto de las bases nucleotídicas tan1bién son 
susceptibles de oxidación si bien su potencial mutagénico se conoce menos al no 
haber sido extensamente estudiado. Patrones de oxidación distintos a la 8-0HdG se 
producen sobre todo por la acción de distintos metales de transición, fundamental­
mente el hierro y el cobre (6,29). En presencia de hierro. Moraes y colaboradores 
encontraron alteraciones oxidativas localizadas en A y Ten el DNA de células CV-
1, si bien, en condiciones espontáneas la alteración más frecuente seguía estando 
localizada en G y C. Efectivamente, algunos investigadores coinciden en la asun­
ción de que el espectro variable de bases modificadas depende del sistema genera­
dor de especies reactivas utilizado y especialmente del metal de transición presente 
como catalizador de radicales hidroxilo. Existe. por lo tanto una metalo-dependen­
cia manifiesta. Comparando con el efecto del hierro. la adición de cobre a prepa­
raciones de DNA in 1·irro aumenta significativamente el número de mutaciones 
inducidas, al mismo tiempo que se detecta mayor daño oxidativo en presencia de 
agentes oxidantes (Rifamicina y cobre) (23,24). La afinidad del DNA por el cobre 
es mu> alta comparada con otros iones metálicos. La unión cobre-DNA se cree que 
representa y sirve también como mecanismo fisiológico al contribuir a la estabilidad 
de la estructura del DNA cuando las histonas se han disociado, durante la activación 
transcripcional de genes y la síntesis de DNA en la metafase. El cobre facilita 
también la renaturalización del DNA a partir de cadenas individuales in 1·irro. La 
unión con el cobre facilita además una serie de reacciones oxidativas como señal 
redox para la estabilidad del DNA. Un cambio en la valencia de cobre(!) a cobre( U) 
puede mediar en la conversión conformacional de la forma B a Z del DNA (29). 

Al igual que ocurre con la G, la C tambíén supone una diana para el ataque 
oxidativo, por lo visto. debido a su afinidad para la unión con el cobre. ávido 
catalizador de radicales OH en medios acuosos. La interacción con esta especie da 
lugar a productos oxidados de citosina descritos tanto en estudios in l'il'O como 
in l'itro (6,10,11). En algunos casos incluso se ha observado un mayor rendimiento 
de 5-0H-Citosina que de 8-0HdG. La prevalencía de la oxidación de la C sobre la 
G se ha descrito con DNA aislado en presencia de agentes oxidantes y en muestras 
biológicas de distintos tejidos y especies animales (6. 10.11,29). Sin embargo. como 
ya hemos adelantado, el potencial mutagénico de la 5-0H-Citosína no ha sido 
apenas estudiado. Es posible que la oxidación de la citosina de lugar a alteraciones 
de aparcamiento similares a las producidas por la 8-0HdG, o bien intervenir en un 
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proceso mutagénico diferente, como Ja distorsión de Ja maquinaria de replicación 
del DNA. 

La función fisiopatológica de otras bases modificadas oxidativamente fue revi­
sada por Breimer (20). La timina glicol no es escindida del DNA por la glicosilasa 
previa a Ja replicación. La ruptura del anillo, que da Lugar a FapyG, representa un 
mecanismo de toxicidad al interferir con la replicación normal del DNA. La ruptura 
de esta estructura oxidativa no mutagénica puede, sin embargo, generar regiones 
abásicas 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 nucleotídicas oxidadas en la carcinogénesis se ve conso-
1 idada por el hecho de que diversos agentes con especificidad oncogénica tisular 
inducen la oxidación del DNA en aquellos tejidos donde tiene lugar el desarrollo 
tumoral y no en otros. Análogos químicos de estos agentes que no inducen a la 
tumorogénesis tampoco provocan la oxidación del material genético (26) (Tabla 1). 

Desde hace bastantes años, 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 exposición a radiaciones ionzantes son los más 
reconocidos. La alta incidencia en tumores de piel como consecuencia de una ex­
posición excesiva a la radiación 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 cáncer de pecho se encontraron niveles 
altos de HMU en el DNA de células sanguíneas (38). Sin embargo. la disminución 
de la ingesta de grasa disminuía significativamente el daño oxidativo del DNA com­
parado con el grupo alimentado con una dieta rica en grasas. Es presumible que la 
disminución de grasas en Ja 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 inhibición del daño oxidativo del DNA (6, 38). Aun­
que su efecto preventivo contra Ja aparición de carcinoma mamario es poco conoci­
do, existen estudios animales que apoyan esta hipótesis. Recientemente. se publicó 
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 
señalar que las células tumorales presentan un metabolismo oxidativo diferente al de 
las células sanas. Entre los can1bios observados ya en tiempos de Otto Warburg y 
recientemente constatado por Szatrowski y Nathan, destaca el aumento en la produc­
ción de agua oxigenada (40) que. a través de la génesis secundaria de radicales ·OH, 
puede potenciar el daño oxidativo del DNA y contribuir así a la inestabilidad gené­
tica. Se sabe que el tratamiento de células de mamífero con H20 2, induce la for­
mación de lesiones en el DNA atribuidas sobre todo a un ataque por radicales 
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Tabla l. Pa pel de la 8-0 H-2'-dG en la carcinogénesis experimenta l y 
huma na {revisado en ref. 17). 

Pa pel de la 8-0H-2'-dG en la Carcinogénesis 

Agente Inductor 8-0H-2'-dG Tipo o Línea Tumoral 

Radiación Ionizante +++ Linfoma, hepatocarcinoma 

Asbestos o Hp2 ++ Carcinoma pulmonar 

BrO~K +++ Carcinoma renal 

CIONa/Cl02Na 

Nitroacetato Férrico ++ Carcinoma renal 

Sodico 

Nitropropano ++ Hepatocarcinoma 

Sustrato análogo 

Oxido de Nitroquinoleina ++ Tumor ascítico 

Incrementos de 8-0H-2'-dG en tumores humanos 

Tejido Normal Tejido tumoral 

Pulmón 7.3 23 

Estómago 0.94 5.1 

Ovarío 3.1 9.2 

Carcinoma ductal invasivo 2.4 5.3 

Carcinoma colorectal 2.7 4.4 
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hidroxilo (6). También existe evidencia suficiente sobre el contenido anómalo de 
enzimas antioxidantes en las células cancerosas con respecto a las células normales 
(41 ). La disminución de enzimas como la super6xido dismutasa o la catalasa en las 
células tumorales puede ser la causa de un acúmulo de radicales superóxido y de 
11p2 como precursores en la formación de radicales OH. Recientemente hemos 
contribuido al apoyo de esta hipótesis utilizando como sistema experimental el car­
cinoma colorectal humano. El tejido tumoral de los pacientes estudiados presenta un 
aumento significativo de 8-0HdG con respecto a la mucosa sana. En estos sujetos el 
70% de las muestras analizadas presentaban una o más alteraciones genéticas por la 
estimación de pérdidas alélicas localizadas en regiones cromosómicas que codifican 
para genes supresores de tumores como el Sq CAPC y MCC). l 7p (p53), l 8q (DCC) 
y 22q (no identificado). En un 71 % de los casos la alteración genética se localiza en 
el gen p53. mutado en la mayoría de los tumores humanos (42). Pero existen además 
otros tumores en los que también se ha observado un aumento de 8-0HdG con 
respecto al tejido normal. como son Jos carcinomas de pulmón. estómago, ovario, 
próstata y mama. Estos incrementos suelen ser bastanie significativos siendo en la 
mayoría de los casos de un orden de magnitud superior (43). 

Otro tipo de proceso cancerígeno donde se observa una estrecha relación entre 
la modificación oxidativa del DNA y la prevalencia del proceso tumoral es el 
cáncer de pulmón. La relación es todavía más contundente si los sujetos afectos son 
o 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 formación de moléculas bioactivas de importante reactividad y citotoxicidad. No 
hace más de cuatro años se publicó en una revista de importante reputación cien­
tífica, un aumento en el contenido plasmático de productos de peroxidación en un 
grupo amplio de fumadores (44). El proceso de peroxidación es proporcional a la 
frecuencia en el consumo de tabaco. No sólo en la sangre sino también en el pulmón 
de sujetos fumadores también se detecta un daño 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 pulmón es el que presenta la 
mayor diferencia estadística y el colon el que mantiene un cambio menor aunque 
significativo. El mayor o menor grado en la oxidación del DNA varía 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 modificación oxidaciva 
del material genómico, 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 metastásico (28.45.46). En relación con estas observaciones podemos 
añadir 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 e-Ha-ras-
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1 (47) junto con los codones 248 y 249 del gen supresor p53 (48). La inactivación 
de este gen supresor conlleva la alteración del ciclo celular ya que su función 
fisiológica consiste en la inhibición de la replicación del DNA lo que permite, en 
condiciones normales, dar tiempo suficiente para la reparación de las lesiones in­
ducidas en el material genético antes de que éstas puedan ser transmitidas a las 
células hijas (49). De hecho la expresión de la proteína codificada aumenta bajo los 
efectos de distintos agentes lesivos del DNA incluidos los radicales libres (50). 

En base a estos hechos y otros muchos más se asume, como ya se ha comen­
tado, que la participación de los radicales libres en el proceso cancerígeno se loca­
liza tanto en la iniciación como en la promoción y expansión tumoral. No debemos 
olvidar, como ya hemos apuntado, que aunque el mecanismo mutacional parece ser 
Ja alteración genética más 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 cromosómicas, formación de núcleos mi­
crocíticos, daño a proteinas histónicas y distorsión de señales de traducción, todos 
ellos implicados en la aparición, desarrollo y expansión tumoral ( 17). 

7. ESTRATEGIAS ANTIOXIDANTES Y SISTEMAS DE REPARACION 

Por su importancia el material genético es una de las estructuras más cruciales 
y por lo tanto mejor protegidas del ambiente celular. Esta protección incluye a 
mecanismos de prevención contra el ataque oxidativo y los sistemas enzimáticos de 
reparación. Ambos grupos contienen no uno sino diversos sistemas más o menos 
complejos desde el punto de vista mecanístico que en última instancia aseguran. en 
la medida de lo posible, la integridad del mensaje genético (51 ). 

Durante el curso de la evolución de las especies, el núcleo 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 adaptación genética. El núcleo 
es un compartimento poco oxigenado. carece de sistemas de oxido-reducción como 
por ejemplo Ja cadena de transporte electrónico 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. orgánulo por excelencia 
productor de especies reactivas oxigénicas. Recordemos que el número de impactos 
oxidativos que acontecen en el DNA mitocondrial es diez veces superior comparado 
con el polímero nuclear (53.54). Además el DNA nuclear está protegido por mo­
léculas de naturaleza básica como poliaminas, protaminas e hisconas. Las dos pri­
meras se especializan en el mantenimiento de la estructura compacta o empaqueta­
miento y protección del DNA nuclear (52,55,56). Por su parte. las histonas interac­
cionan con el DNA a través de regiones básicas ricas en lisina, componentes de los 
nucleosomas e importantes en los mecanismos de la transcripción. Es conveniente 
señalar que una porción muy importante del DNA nuclear (90%) no es codificador 
ni para proteínas ni para RNAs esenciales. si bien. este valor podrá verse modifi-
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cado el día que el genoma humano esté totalmente caracterizado. En principio cabe 
asumir que este porcentaje de material genómico no codificador sirva como estra­
tégia para esparcir su daño oxidativo y disminuir así la posibilidad de alteraciones 
genéticas en regiones que impliquen distorsiones importantes para las células. Al 
separar espacialmente la ubicación de los genes a lo largo de la cadena polinucleo­
tídica se consigue disminuir la probalidad de su alteración, si bien en princ ipio 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 
preservación del material genético. 

La estrategia antioxidante corre a cargo de mecanismos enzimáticos y de estruc­
turas moleculares capaces de metabolizar a las especies reactivas oxigénicas a es­
tructuras más estables o interaccionar con éstas para su neutralización respectiva­
mente. La superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatión peroxidasa (Gpx) 
dan cuenta del primer grupo. Las vitaminas antioxidantes como la E o la C, los B­
carotenos. otras proteínas plasmáticas y el glutatión reducido son representantes de 
los sistemas no enzimáticos ( 1-5). Analizados globalmente, se deduce fácilmente 
que el objetivo de la estrategia antioxidante es evitar la formación del radical OH. 
desencadenante de otras especies reactivas y alteraciones oxidativas de macromo­
léculas celulares. Para contrarrestar su reactividad existen antioxidantes no enzimá­
ticos. Cabe destacar en este aspecto el papel del glutatión reducido (GSH). Este 
tripéptido dotado de importantes func iones de regulación metabólica y defensivas 
para la célula es el tiol no protéico más abundante y extensamente distribuido tanto 
en el mundo animal como vegetal (5, 13,57). El contenido de GSH en el núcleo de 
la célula es dos veces superior al del citoplasma (58), lo que apoya su función e 
importancia a la hora de proteger al DNA contra las modificaciones oxidativas. El 
grupo tiol reducido de la cisteína da cuenta de sus múltiples funciones fisiológicas. 
El glutatión es capaz de interaccionar y estabilizar radicales H0 2 y 0 2 · (5). En 
presencia de este antioxidante se preserva el patrón electroforético alterado por 
radicales quinónicos y otras especies reactivas y se inhibe la formación de 8-0HdG 
(23, 24). 

Por su parte, la vitamina C presenta concentraciones relativamente altas en el 
líquido seminal desempeñando de esta forma una función antioxidante y protectora 
del DNA durante su conservación en los espermatozoides previa transmisión here­
ditaria. (58). Este contenido vitamínico varía además con el estado nutricional lo 
que apoya la importancia de la dieta como factor protector de la estructura genó­
mica. Conviene recordar que algunos estados deficientes de diversos sistemas an­
tioxidantes cursan con alteraciones neoplásicas importantes. En el síndrome 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 epidemiológicos apuntan hacia una re­
ducción de la incidencia tumoral en sujetos alimentados con verduras o frutas ricas 
en vitaminas antioxidantes (59). 
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A pesar de ello, Lodo parece indicar que las especies oxigénicas se generan y 
eslo 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 fisiológicas incluso escapan a la acción de los mecanismos antioxidanles. 
En estas circunstancias se espera que los sistemas de reparación consigan rectificar 
las alteraciones oxidalivas inducidas con el fin de mantener el orden de la ciberné­
tica molecular. 

Los mecanismos de reparación del DNA representan un grupo de sistemas re­
gulados a nivel genético y cuya actuación es independiente del agente o daño 
inducido en esta molécula. La evolución y desarrollo de éstos mecanismos son, 
como los anteriores, piezas esenciales para la preservación de la herencia y da 
cuenta de la existencia de alteraciones y errores aún a pesar de los sistemas antioxi­
dantes. Los sistemas de reparación son complejos y sujetos a faclores variables 
relacionados con el estado de diferenciación celular, las características del órgano 
diana o el tipo de lesión inducida. Intervienen en ellos varios tipos enzimáticos 
cuyas misiones principales son: a) la eliminación de los grupos de bases introduci­
das erróneamente. por parte de las cndonucleasas y exonucleasas: b) la reconstruc­
ción 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 c) 
la unión de nucleótidos a la antigua hebra de DNA para resolver así la solución de 
continuidad producida, función que desempeñan las ligasas (51 ). De la contribución 
conjunta de eslas enzimas resulla la protección de las regiones genéticas que se 
lranscriben (genes funcionales) más frecuenlemente y que la organización celular 
procura mantener de forma intacla ya que su alteración o conslrucción errónea 
podría traer consecuencias graves para el norn1al crecimiento celular. Por ello exis­
ten acoplamientos enlre los sistemas de reparación y los de transcripción que com­
prueban y verifican la sucesión exacta de la bases nucleotídicas anles de su lrans­
cripción al RNA mensajero y expresión proléica correspondiente (60). Por otra 
parte. algunas alteraciones de los sislemas de reparación se han relacionado con 
procesos patológicos y degenerativos como es el caso de enfermedades canceríge­
nas (tumor colorectal) o de aquellos que evolucionan con el desarrollo conjunto de 
neoplasias (61 ). Estos sislemas de reparación junto con otros reguladores del ciclo 
celular se acLivan o inducen ame siluaciones de eslrés oxidativo o como consecuen­
cia de agentes lesivos del DNA. En este sentido adquieren su importancia aquellos 
genes que se aclivan para expresar proteínas encargadas de frenar la replicación del 
DNA como p53 o GADD (49,62) o bien aquellos que a Lravés de su acción prooxi­
dante controlan la muerte celular programada como el bcl-2 (63). Hoy se sabe que 
dosis subtóxicas de radicales libres actúan como señales reguladoras de la expresión 
de un número variado y amplio de genes enrre los que se encuentran aquellos que 
de una u otra forma intervienen en los procesos de diferenciación y proliferación 
celular como el c-fos, c-jun, c-myc. Muy recicnlemente se ha contribuido de fonna 
sorprendente en este aspecto. Por un lado se ha observado que los radicales oxigé­
nicos, y más concrelamente el radical superóxido, intervienen en la activación de 
los proto-oncogenes Ras y consecuentemente en la expresión de proteínas ras como 
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mecanismo regulador del crecimiento celular (64) e incluso sobre los antígenos de 
histocompatibilidad MHC de clase 1, implicados en el reconocimiento de estructu­
ras propias y también en el control de la proliferación de células tumorales. ya que 
la disminución en la expresión de estos genes, altamente polimórficos, permite a las 
células malignizadas escapar al sistema inmune, es decir a la acción de los linfo­
citos T citotóxicos (65). 

Los productos de reparación 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 estimación de la actividad del 
equilibrio entre los mecanismos oxidativos y los de reparación. La acumulación de 
daños oxidativos en el DNA es limitada y el nivel de esta acumulación depende de 
la velocidad de generación de radicales oxigénicos. de la actividad de los sistemas 
antioxidantes. o bien de la actividad metabólica específica. Se desprende que existe 
un equilibrio entre la velocidad del daño oxidativo del DNA y la de su reparación. 

Velocidad de lesión = Velocidad de reparación 

En condiciones de equilibrio, el rendimiento en orina diario de estos marcadores 
respresenta tan sólo el daño oxidativo relativo y no debe ser considerado más que 
como un resultado cualitativo de dicha lesión atribuida al estrés oxidativo. Efecti­
vamente. existen otros factores metabólicos y mecanismos modificadores de las 
bases nucleotídicas, que influyen y hacen compleja la estimación del daño inducido 
por el estrés oxidativo in 1'Íl'o. En un organismo vivo. ya se ha comentado. existen 
mecanismos para el corte y escisión de bases indviduales como es el caso de Ja Tg 
por las glicosilasas. Sin embargo, no existen enzimas que corten de forma especí­
fica a la dTg, cuya eliminación transcurre por escisión de nucleótidos de un número 
variado de bases y la digestión de éstos en nuclcósidos para su posterior elimina­
ción. 

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 cuantificación del 
proceso oxidativo a través de marcadores urinarios. 

El proceso global puede ser descrito como sigue: 

E.O. Enz. 
DNA -+ DNA-P -+ DNA (o DNA ') + l:P + LN 

P representa los productos modificados debidos a estrés oxidativo (E.O.); LP es 
la suma de los productos escindidos y metabolizados; N la cantidad de bases. 
nucleósidos y nucleótidos no modificados y eliminados y Enz. la enzima reparado­
ra. Una complejidad adicional viene impuesta por el posible destino metabólico o 
reactividad química de los productos escindidos. En este caso es importante conocer 
si los nucleótidos 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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metabólicas posteriores que se conozca, en condiciones fisiológicas, por lo que su 
rendimiento en orina sí representa un índice del grado de reparación como se des­
prende de la reacción anterior (revisado en 17). 

De cualquier forma, también conviene resaltar que la reparación de lesiones en 
el DNA es un proceso ciertamente costoso que implica un gasto importante de 
coenzimas e intermediarios energéticos como el NADPH, el GS H 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 
degradación oxidativa y desprotección celular importantes. 

Sin embargo, tal y como se ha expuesto anteriormente, la reparación de lesiones 
en el DNA no se consigue siempre. La oxidación de las bases nucleotídicas induce 
a errores en la replicación de los moldes de las cadenas polinucleotídicas y acarrea 
de esta forma mutaciones para la progenie celular. Parece ser, por lo tanto. que de 
una forma inexorable los organismos aeróbicos se encuentran sometidos a una 
injuria que, aparentemente al azar. regula y/o altera nuestro orden interno cuyas 
consecuencias dependenderá de factores ambientales y genéticos y su predicción 
sólo será posible cuando seamos capaces de conocer con exactitud el mecanismo de 
acción de éstos tanto, a nivel metabólico como de expresión génica. 
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1. INTRODUCCION 

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

La expresión de las proteínas del estrés se regula a nivel transcripcional ( 1, 9. 
10). El incremento de la transcripción en respuesta a la s ituación de estrés, requ iere 
la unión de un factor de transcripción (el factor de transcripción heat shock, HSF). 
a una secuencia conservada del DNA (el elemento heat shock, HSE). que se localiza 
en la región promotora de todos los genes inducibles por el calor ( 11, 14). En la 
Drosopliila y en líneas celulares de mamíferos. el HSF es un factor de transcripción 
que se encuentra en forma de monómero inactivo en el citoplasma de células no 
estresadas. Un incremento en la temperatura o un episodio de estrés. origina la 
activación del HSF mediante su oligomerización, que lo capacita después de su 
traslocación al núcleo para unirse al HSE ( 14). 

De lo estudiado hasta la fecha se confirma que las HSP desempeñan un papel 
activo en la defensa celular, aunque también muchas de estas proteínas que se 
expresan constitutivamente en células normales no sometidas a tensión. juegan un 
papel fundamental en gran número de procesos biológicos. La mayoría de las HSP 
poseen capacidad de unirse transitoriamente a gran variedad de proteínas celulares 
y de actuar como carabinas (chaperones) moleculares durante la síntesis. transporte 
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Figura 1. Inductores de la respuesta al estrés. HSF = Factor de transcripción HS: HSE = 
sec11e11cia de DNA. elememo HS. Diferemes siwaciones pueden conducir a la ele1•ada e_\presión 
de proteínas del estrés: ( I J Estrés .fisiológico/ambiental, (2) Estrés patofisiológico (enfermedad) 
y ( 3) Condiciones jlsiológict1s no estresa11tes (crecimiento celular y desarrollo). En las situacio­
nes l y 2, el HSF se actil'(I y e111ra en el niícleo donde se une al HSE situado en la región 
promotora del gen HS. Esto conlle1•a ICI actimáón de la expresión de los genes HS _r la síntesis 
de los HSP (14). 

y degradación de las proteínas ( l 6). Debido a su abundancia y a su capacidad de 
interaccionar con muchas proteínas celulares_ las HSP se encuentran en posición 
privilegiada para influir en muchos procesos celulares y de ahí su importancia y su 
posible uso en la patogénesis como agentes de diagnóstico y en terapéutica ( 17). 

2. INDUCCION DE LA RESPUESTA AL ESTRES 

La inducción de la respuesta al estrés es un fenómeno extraordinario tanto por 
su rapidez como por la sensibilidad de su atenuación. Muchos de los agentes o 
tratamientos que inducen esta respuesta comparten la característica de afectar de un 
modo adverso la conformación y la función de las proteínas (7). La acumulación 
intracelular de proteínas plegadas de forma anormal desencadena la respuesta al 
estrés con la participación de los factores de transcripción HSF ( 1 1 ). En procariotas, 
el activador transcripcional es el factor 032, presente a bajos niveles en condiciones 
normales. pero que frente a una situación de estrés, se eleva su concentración, bien 
por una mayor eficiencia en la traducción o bien, por una menor degradación ( 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 inactivándolo y posiblemente contri­
buyendo a su rápida degradación (Figura 2). Sin embargo, el 032 puede no ser el 
regulador universal de la respuesta entre los procariotas, puesto que no se ha encon­
trado ningún factor relacionado con él en el Bacillus suhtilis 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. suhtilis ( 16). En eucariotas, en lugar de 
elevarse la concentración de un acrivador rranscripcional, la respuesta al estrés se 
inicia por la activación de unos factores de transcripción específicos, los HSF ( 11, 
13). El HSF se mantiene en un estado de no unión 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 nucleótidos (nGAAn), 
localizados en el promotor de aquellos genes que codifican para las proteínas anti­
estrés (19. 20). 

~ 
t transcripción 

-------- mRNA 

8 + traducción 

-) activi~~)/ 1----RNA/ degradación 

RNAP o'· 

+ RNAP-ol? 

1 promotor H genes HS 1 

U N 

\____) 
estrés 

... .. . 

Figura 2. Regulación de la respuesta al estrés e11 procariotas. El factor o. prod11c10 del gen 
rpoH, se a~ocia cv11 la RNA polimerasa (RNA poi) para dirigir la tra11scripci<Í11 de los genes /IS. 
Las HSP. D11aK y Dnal median la inhihiciún j(•edhad. ele la actfración 032. im¡11d1endo s11 
traslado y a.rncíacuín con la RNA polimera.w y pro111<J1°1e11do su degradación. Lo.1 dos 1ílt1111os 
pasos se han a.wcwdo con la 11nión directa de las dos l/SP con el 031. La respuesta HS se 
actfra durante el estrés mando las conce111ranones de DnaK y Dnal se red11cen deh1do a su 
asociación con proteínas desple.e.adas o mal plegadas ( 16 ). · 
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La respuesta al choque térmico es tan rápida que la forma de HSF que se une 
al DNA puede detectarse unos minutos después de la elevación de la temperatura. 
En células de mamíferos e invertebrados, la activación de los HSF comprende una 
serie de pasos que incluyen oligomerización, adquisición de la capacidad de unión 
al DNA, traslado al núcleo e incremento de la actividad transcripcional. Además, 
el HSF aislado de células de levadura y células humanas que han sufrido un choque 
térmico, está fosforilado. Se han identificado varios HSFs en células de mamíferos. 
Usando anticuerpos policlonales que reconocen especificamente al HSFI o al HSF2, 
se ha demostrado que el HSFI es el activador de la transcripción génica en respues­
ta a temperaturas altas. metales pesados y análogos de aminoácidos. mientras que 
el HSF2 no parece activarse por estos inductores ( 14). El HSFI manifiesta varias 
propiedades de acuerdo con su papel, que incluyen actividad de unión al DNA 
inducida por estrés, oligomerización y traslocación al núcleo, características que no 
se dan en el HSF2. Se sugiere que el HSF2 puede intervenir en la activación de la 
expresión de los genes del choque térmico en ausencia de estrés fisiológico. quizás 
durante la diferenciación o el desarrollo ( 12, 22). 

Los HSF presentan dos regiones muy conservadas: un dominio NH2-terminal de 
unión al DNA de unos 100 aminoácidos y un dominio adyacente de trimerización 
de repeticiones hidrofóbicas (cremalleras de leucina), que por estudios físicos se 
sugiere que son capaces de formar interacciones hidrofóbicas enrolladas. Para los 
eucariotas superiores existe un cuarto dominio escalera. cercano al término COOH, 
que parece interaccionar directamente con la escalera de leucina más cercana al 
dominio NH2-terminal, previniendo así la trimerización bajo condiciones no estre­
santes (Figura 3). El dominio COOll, aunque menos conservado en su secuencia, 
constituye el dominio de activación de la transcripción. 

La activación del HSF puede también involucrar factores celulares que actúen 
como sensores intermediarios para regular la actividad de los HSFs. Las HSP por 
sí mismas parecen participar en esta regulación; así. el HSF se mantiene en un 
estado de no unión con el DNA en condiciones no estresantes por la interacción con 
HSP 70 ( 12, 23). Durante un choque térmico, la aparición de proteínas desnatura­
lizadas o mal plegadas crea un gran acúmulo de nuevos sustratos proteicos que 
pueden competir con el HSF por la asociación con la HSP 70. De esta fonna. el 
choque térmico y otros tipos de estrés inician los acontecimientos que eliminan la 
influencia negativa del HSF en la actividad de unión al DNA (24). 

3. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS ANTI-ESTRES 

Las proteínas anti-estrés en los mamíferos se suelen dividir en dos grandes 
grupos en base a su modo de inducción: las proteínas del choque térmico (HSP) y 
las proteínas reguladas por glucosa (Grp) ( 1, 8). En general. ambos grupos se 
identifican y denominan en base a su tamaño molecular determinado por SDS­
PAGE (Tabla 1). Las HSP se clasifican en la práctica dentro de familias y aunque 
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Figura 3. Modelo de regulación del HSF. La acrh·ación del HSF se verifica al desenmascararse 
el dominio de trimeri:ación (rectángulos grandes) y el dominio de transactfració11 (estrellas). La 
supresión del dominio de trimeri:ación implica las interacciones imramo/eculares (rectángulos 
gra11des y peque1ios) debidas al enrollamiemo. Las interacciones que suprimen la región tra11-
saui1•adora pueden ser imramo/eculares, de arnerdo con la ji'gura, o implicar otros factores. 
Los lfSF de la levadura de gemación son constitlllivamenre triméricos y se regulan sólo por 
transactivación. El dominio terminal NH! de 1111ión al DNA se muestra como círculos oscuros 
y el dominio terminal COOH de imeracción en el e11rollamien10. se muestra como rectángulos 
peq11e1íos (16). 

los límites entre estas familias no están muy bien definidos, esta clasificación ayuda 
a organizar las nuevas HSP. Además, las proteínas de una familia pueden interac­
cionar con otras proteínas. denominadas cohortes o cofactores y éstas pueden diferir 
sustancialmente en la masa molecular. 

El conocimiento de la estructura y función de las proteínas anti-estrés ha avan­
zado mucho en los últimos años y en ocasiones por caminos insospechados. Así, se 
descubrió que muchas proteínas cuyas funciones ya se habían definido, se sinteti­
zaban a los más altos niveles cuando las células experimentaban estrés (8). La 
ubiquitina, un polipéptido pequeño de aproximadamente 8 kDa involucrado en la 
degradación de proteínas, se sintetiza a niveles relativamente altos después de una 
agresión 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 expresión incrementada después del estrés (27). Otros ejemplos de proteínas 
que se han identificado como miembros de la familia de las proteínas 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 fármacos, la P­
glicoproteína, un transportador de membrana involucrado en la resistencia a muchos 
agentes quimioterapéuticos frente al cáncer; las a-B-cristalinas, componentes inte­
grales de la estructura de las lentes y ahora reconocida su presencia en otros tipos 
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Tabla r. Proteínas anti-estrés 

Nombre Tamaño (kDa) Hom. bacteria) Localización 

Ubiquitina 8 Citosol. núcleo 

HSPI O 10 Gro ES Mitocondria, 
cloroplastos 

HSP de bajo peso Homólogos 
molecular 20-30 recientemente Citosol. núcleo 

identificados 

HSP47 47 Retículo endopl. 

HSP56 56 Citosol 

HSP60 60 Gro EL Mitocondria, 
cloroplasros 

TCP-1 60 Gro EL Citosol. núcleo 

HSP72 70 Dna K Citosol, núcleo 

HSP73 70 Dna K Citosol. núcleo 

Grp 75 70 Dna K Mitocondria. 
cloroplastos 

Grp 78 (BiP ) 70 Dna K Retículo endopl. 

HSP90 90 HtpG Citosol, núcleo 

HSPI0-+/110 104/110 Familia del Clp Citosol. núcleo 

celulares: y al menos dos enzimas glicolíticos. la enolasa y la gliceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa. Para alguna de estas proteínas se tienen indicios de por qué 
se inducen por una situación de estrés. Así, la vía glicolítica proporciona una vía 
de energía esencial en el caso de que exista un desacoplamiento en la respiración 
aeróbica, resultado que a menudo tiene lugar después del estrés. Como consecuen­
cia. el incremento en la síntesis de los mencionados enzimas glicolíticos puede 
facilitar la demanda de la vía glicolítica 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 proteínas dañadas 
irreparablemente (27). 
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Un incremento en la expresión de los miembros de la familia Grp se observó 
por primera vez en células privadas de glucosa. Más tarde se demostró que 
la expresión de las Grp también se eleva en células tratadas con ionóforos de cal­
cio, cuando se someten a condiciones similares a la anoxia o en respuesta a la 
adición de agentes reductores como el ~-mercaptoetanol ( 17). Cabe resaltar que 
muchos de los agentes inductores de las Grp afectan de modo adverso la secreción 
proteica; quizás no es del todo sorprendente ya que, la mayoria de las Grp se 
encuentran localizadas en el interior del retículo endoplásmico y participan en 
varios aspectos de la secreción proteica. Miembros de la familia Grp incluyen 
la Grp 78, la Grp 94 y una proteína de 150-170 kDa denominada Grp 170. Los 
datos obtenidos hasta la fecha sugieren que la Grp 170 es retenida en el retículo 
endoplasmático donde se expresa constitutivamente pudiendo jugar un papel en el 
plegamiento y ensamblaje de inmunoglobulinas en cooperación con la Grp 78 y la 
Grp 94 (8, 17). 

Como se muestra en Ja Tabla 1, el número de proteínas cuya expresión se eleva 
en células eucarióticas después del estrés metabólico, es bastante amplio y continúa 
creciendo siendo quizás, el descubrimiento más sorprendente aquel que otorga a las 
proteínas anti-estrés un papel en la biogénesis de proteínas (23-25). A este respecto, 
se ha demostrado que dos familias de proteínas anti-estrés, las familias de la HSP 
60 y de la HSP 70, cada una de ellas consistente en miembros múltiples que se 
expresan constitutivamente en todas las células, participan directamente en varios 
aspectos de la maduración 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 
afín), presente en el citoplasma y núcleo; la Grp 75, un componente de la mitocon­
dria: y la Grp 78 o BiP, residente en el retículo endoplásmico. Además, en condi­
ciones de estrés metabólico, otra forma de HSP 70, la denominada HSP 72 es 
inducible y exhibe una homología considerable con la HSP 73 y como ésta reside 
en el núcleo y en el citoplasma. En levaduras, las proteínas SSAl-4, KAR2 y SSCI 
son los homólogos de la HSP 70 en el citosol, retículo y mitocondria, respectiva­
mente. En bacterias, el homólogo de la HSP 70 es la proteína DnaK que tiene dos 
cofactores, DnaJ 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 
proteínas que se unen al ATP, la actina y la hexoquinasa. Además, las HSP 70 
parece que se unen, in vitro. por su dominio carboxiterminal, a proteínas desplega­
das y polipéptidos cortos, e interaccionan, dentro de su propio compartimento sub­
celular con otras proteínas celulares que se están sintetizando en el ribosoma o 
trasladándose a los orgánulos. Esto permite sugerir que las HSP 70 intervienen en 
los estados iniciales de la maduración proteica por unión y estabilización del estado 
desplegado de nuevas proteínas sintetizadas. Una vez que finaliza la síntesis o la 
traslocación de la nueva proteína, la HSP 70 se libera, en presencia de A TP, lo cual 
permite que la proteína 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 homólogo en bacterias, la 
proteína 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 1•i1·0 como dos anillos 
alineados, uno encima del otro. Además de unirse a proteínas desplegadas, los 
elementos de esta fami li a parece que catalizan el plegamiento y el ensamblaje 
proteico. En conjunción con un cofactor de unos 1 O kDa (GroES en bacterias}, la 
HSP 60 se une a una proteína desplegada y facilita el plegamiento. Estudios de 
microscopía electrónica han revelado que la proteína que se está plegando se 
encuentra dentro de la cavidad central del doble anillo de la HSP 60. Se ha suge­
rido que la proteína adquiere su estructura plegada final, via múltiples rondas de 
liberación y reunión, que requieren la energía suministrada por la ruptura enzimt1-
tica del ATP. Después de esta serie de uniones y desuniones, la proteína sufre 
cambios conformacionales que la conducen a un estado estable y correctamente 
plegado, impidiéndose entonces la unión con su carabina particular (26). Estudios 
recientes indican que pueden existir ocho o más homólogos de la HSP 60 deno­
minados familia del TCP-1 (t-complcx polypeptide 1) o TRiC (TCP-1 ring com­
plex) dentro del citoplasma de levaduras y células animales (27). Las proteínas de 
esta familia se denominan chapero11i11as. siendo todas ellas grandes complejos ci­
líndricos que promueven el plegamiento proteico en el interior de su cavidad cen­
tral (28). 

Las observaciones respecto a la estructura y función de las HSP 60 y HSP 70, 
han obligado a reconsiderar los primeros modelos sobre el plegamiento de las 
proteínas. Los trabajos de Anfinsen (33) en los años cincuenta y sesenta esrablecie­
ron el principio del «autoensamblaje» proreico según el cual, la información nece­
saria para el correcto plegamiento de una proteína residía en su secuencia primaria 
de aminoácidos. Las investigaciones con la HSP 60 y HSP 70 conducen a afirmar 
que el plegamiento y/o ensamblaje in 1-fro de una proteína puede ocurrir por 
«autoensamblaje asistido», con la ayuda de las carabinas moleculares, como las 
HSP 60 y HSP 70 (30, 34). que funcionan por vías que no contradicen el principio 
del ensamblaje propio. Por ejemplo, mientras no exista ninguna información espe­
cífica para el plegamiento, las carabinas participan en el proceso previniendo 
interacciones intra o intermoleculares impropias o improductivas que podrían con­
ducir a una pérdida del plegamiento y/o agregación, 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 
maduración proteica. Así, mientras una nueva proteína sintetizada emerge del ribo­
soma, la cadena naciente se estabiliza en un escado desplegado vía su interacción 
con la HSP 70 citosólica. Una vez finalizada su síntesis. el polipéptido comien7a 
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 c6mo las carabinas moleculares facilitan el plegamiento y 
ensamblaje proteicos. D11ra111e la sí111esis pr01eica. la HSP 70 (DnaK) i111eraccio11a con la 
cadena nacieme que emerge del ribosoma. Tal i111eracción prel'iene un plegamiento pre111a111ro 
o 1111a i111eracció11 inapropiada con componentes de la maquinaria traduccional. ( I) Para tilg11-
11as proteínas. el pll'g<1111ie11to del polipéptido debe ('0111e11:ar 11na l'e: liberado de su carabina 
HSP 70 y 110 nece.1ita posterior ayuda. La separación de HSP 70 está mediadc1. prohahlemente. 
por factores adicionales. como el DnaJ y el GrpE. (2) Otras proteínas recién simeti:adas. q11i:ás 
rodal'Ía unidas a llSP 70 (D11aK). se transfieren a m carabina partirnlar (llSP60. GroEL. 
PCP /). De nuel'o. la liberación y/o la transferencia del pol1péptido de HSP70. requiere la 
par11c1pación de DnaJ ,1 GrpE. La 11nió11 del po/ipéptido desplegado a HSP60 propicia la 
111corporaci<ín de la lfSP JO (GroESJ al comple10 1-/SP 60-proteína. El pleganuemo del polipép­
tido dentro de la ca1·idad de la carabina. puede implicar una serie de rondas de unión y 
liberación del sustrato. dependiemes del ATP. (3 J F111al111eme. es posible que llSP 60. GroEL 
o TCP-1 , participen prefere111eme11te en el doblaje o ensamblaje de sólo aquellas proreínas que 
son parte de estmc111ras /101110 o hererooligoméricas (27). 

De igual manera, cuando una proteína recién sintetizada se traslada desde el 
citoplasma al interior de un orgánulo, lo hace en un estado relativamente desplega­
do. acompañada. probablemente. por una HSP 70 citosólica. Tan pronto como la 
proteína se encuentre en el orgánulo. será reconocida por una forma organular de 
la HSP 70 y así podrá mantenerse en una conformación no plegada. Al finalizar el 
traslado, el polipéptido se plegará, bien de manera espontánea o se transferirá sobre 
un miembro de la familia de las carabinas donde comenzará el plegamiento y/o 
ensamblaje con otros polipéptidos (Figura 5). Una variación del concepto de cara­
bina, puede ser otra proteína del estrés constitutivamente expresada, la HSP 90. que 
al parecer interacciona de manera transitoria con ciertas proteínas. Por ejemplo, 
durante el curso de la investigación sobre la vía de maduración de la p60"". la 
tirosina proteína quinasa del virus del sarcoma de Rous, se observó que la p60"" 
recién sintetizada. interaccionaba con dos proteínas citosólicas, una la HSP 90 y la 
otra un componente de 50 kDa. aún no identificado. Mientras se encuentra en el 
citoplasma. unida a sus dos acompañantes, la p60"'' permanece inactiva. Una vez 
que el complejo alcanza el lado interno de la membrana plasmática, la p60'"' se 
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Figura 5. Modelo que describe el papel de la Grp75 y la HSP60 e11 el ensamblaje y plegamie11to 
de protefnas mitoco11driales. Las proteínas recien sinteti:adas destinadt's a las mitocondrias se 
mantienen en el citosol en estado desplegado competeme para la 1raslocació11 mediante 
s11 interacción co11 las HSP citosólicas. La traslocació11 del polipéprido a la mitoccmdria se 
acompaf10 de la liherarní11. depe11die111e de ATP. de las HSP71 y llSP73. A medida q11e el 
po/1péptido elllra e11 la mitoco11dria se 11ne " Grp75 hasta q11e la sec11e11cia se1iali:adora mito· 
condrial se elimina por 11na peptidasa. C11a11do todo el polipéptido se e11rnentra demro. ccm11e11-
:a el plegamiemo y la liberación. depe11die111e del ATP. del Grp75 (/A). Para algunas pmreínas 
1110110111éricas el plegamiento p11ede depender de 1111a interacción con HSP58 (/ 8). Para el 
e11stm1/Jlaje de las proteínas oligoméricas, el Grp75 se libera del monómero (IC); el 111011ó111ero 
se dirige hacia HSP5ll (28) y se ensambla en su forma oligomérica (3). Alternatil'amente. el 
111011ómero, toda1•ía unido a Grp75. se dirige hacia HSP58 (2A) .\ se ensambla en s11 forma 
o/1goménca (3) (27). 

libera y permanece parcialmente integrada en la membrana donde es activa. Una vía 
similar, aunque menos conocida, caracteriza a otras tirosina proteína quinasas on­
cogénicas codificadas por retrovirus (36). Hasta la fecha se desconoce el papel 
biológico de la HSP 90 en la maduración y/o regulación de estas proteína quinasas. 
Sin embargo, se ha demostrado que la HSP 90. junto con otros miembros de las 
proteínas del estrés (HSP 70, HSP 56), interacciona con varios receptores de las 
hormonas esteroideas (36). Al igual que ocurre en las proteína quinasas codificadas 
por virus, los receptores esteroideos parece que se mantienen en estado inactivo 
unidos a un complejo proteico que incluye la HS P 90. La unión de la hormona 
esteroidea inicia una serie de acontecimientos entre los cuales, la HSP 90 se libera 
y permite la oligomerización del receptor y por lo tanto la adquisición de la con-
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formación de unión al DNA. En resumen, estas observaciones ponen de manifiesto 
el papel de la HSP 90 en la regulación de la actividad biológica de proteínas 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 rápido 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 únicas HSP de bajo peso molecular en células de mamíferos. las 
HSP 28, HSP 27 o HSP 24, actúan. como inhibidores de la polimerización de la 
actina y como promotores de la desorganización de los filamentos de actina ya 
formados in \'itro (38). La sobreexpresión in 1-il'o de la HSP 28 de mamíferos, da 
como resultado una aparente estabilización de las fibras con actina (39, 40). 

Por último, la HSP 1 1 O se expresa constitutivamente y se encuentra en pequeñas 
concentraciones en el citoplasma, núcleo y nucleolo de células de mamíferos (8). Su 
homóloga en levaduras es la HSP 104. El conocimiento hasta la fecha de la HSP 
11 O indica que juega un papel importante en la supervivencia celular en condiciones 
extremas, así como en la termotolerancia adquirida, estado caracterizado por la 
capacidad de sobrevivir a una temperatura letal tras la exposición previa a una 
temperatura subletal. Los representantes de esta familia en E. coli son las proteínas 
Clp: Clp A y Clp X que sirven como cohortes de la proteasa Clp P ( 17). 

Establecido el papel de carabinas moleculares para ciertas proteínas antiestrés. 
cabe preguntarse la causa por la cual tales proteínas elevan su expresión en situa­
ciones de tensión. Posiblemente la mayor concentración de estas proteínas ofrezca 
a las células un medio para identificar y facilitar el nuevo plegamiento de proteínas 
afectadas de manera adversa por la agresión metabólica, unirse a proteínas plegadas 
incorrectamente para su presentación a un sistema proteolítico apropiado. y facilitar 
la síntesis y maduración de nuevas proteínas necesarias para reemplazar a las que 
han sido dañadas irreversiblemente por el trauma metabólico. 

4. ESTRES OXIDATIVO Y PROTEINAS DEL ESTRES 

El estrés oxidativo tiene lugar como consecuencia de una elevada producción de 
especies reactivas de oxígeno. Pueden detectarse incrementos en la generación de 
estas especies en células expuestas a diferentes estímulos: lu7 UV, bajas concentra­
ciones de peróxido de hidrógeno. citoquinas inflamatorias como el TNFa y la IL-
1, etc ( 41 ). Además de su papel como agentes citotóxicos cuando su producción es 
excesiva, por ejemplo, en el caso de los neutrófilos durante procesos inflamatorios 
(42), las especies activas de oxígeno actúan como segundos mensajeros en diferen­
tes mecanismos de transducción, como son aquellos mediados por la activación del 
factor nuclear KB (NFKB) (43). 
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Una cuestión importante que acapara la atención de muchos investigadores es 
si las HSP juegan un papel en la protección de las células frente al estrés oxidativo 
que ellas mismas generan {44, 45). Las células que producen elevadas cantidades 
de especies reactivas de oxígeno, se exponen a su propia toxicidad y deben contar 
con un equipo de mecanismos protectores y puede que las HSP sirvan para tal 
función y representen una clase original de proteínas con capacidad antioxidante. 
La posibilidad de que las HSP formen parte de los mecanismos protectores frente 
a l estrés oxidativo, viene avalada por una serie de observaciones que incluso ha 
llevado a varios autores a sugerir que las especies reactivas de oxígeno actúan como 
moduladores o segundos mensajeros en la respuesta al estrés (46, 47). 

Se ha observado que las células o los tejidos sometidos a estrés oxidati\'O indu­
cen la síntesis in 1-il'o e in 1·i1ro de las HSP. Así. el peróxido de hidrógeno es capa7 
de inducir una respuesta al estrés en células humanas in 1·i1ro, mientras que el daño 
por isquemia-reperfusión induce la síntesis de las HSP in 1•i1•0 (47, 48). La isquemia 
se asocia con una disminución de los niveles de ATP por desacoplamiento de la 
fosforilación oxidativa. que da Jugar a la acumulación de xantina e hipoxantina. 
Estos sustratos se metabolizan normalmente por acción de la xantina deshidrogena­
!'ia. pero durante la bquemia y en presencia de calcio, este enzima actúa como 
xantina oxidasa. En casos de isquemia/reperfusión, la xantina se metaboliza por la 
xantina oxidasa, y da lugar a grandes cantidades de anión superóxido. El exceso de 
estos radicales de oxígeno son Ja causa de Ja inducción de las HSP en el órgano 
isquémico. Jo cual se ha demostrado en varios modelos animales. Se ha observado 
que los roedores ) conejos sometidos a una hipertermia causante de Ja elevación de 
HSP en corazón, sufren menor daño m1ocárdico cuando se someten a un episodio 
de isquemia/reperfusión (49. 50). 

Todos los organismos aerobios poseen mecanismos de defensa antioxidante 
para prevenir el daño oxidativo. Bacterias como Salmonella ryphimurium y Esclie­
richia co/i se adaptan a los efectos letales de los oxidantes por la inducción de los 
genes del estrés bajo el control de OxyR para el HP~ y SoxR para el anión supe­
róxido. Es interesante destacar que tre., de las nueve proteínas dependientes de 
OxyR son también inducibles por el calor) se ha descrito un mutante de Sa/111011ella 
ryplii11111ri11m, OxyR 1. 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 daño oxi­
dativo son: la protección parcial por un choque térmico de la muerte celular indu­
cida por HP~ en una línea premonocítica humana U937 y de la muerte celular 
inducida por oligomicina en células DS7 (52. 53): la protección por un choque 
térmico de la estimulación con glutamato en un modelo usado in 1·itro para conse­
guir un daño isquémico (oxidativo) en células neuronales (54), la protección de una 
hipertermia frente al daño inducido por la exposición a la luz (mediado por oxida­
ción) en retina de rata (55): así como también la identificación de una proteína de 
32 kDa. la hemooxigcnasa. específica de la oxidación 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 H20 2• Esto parece 
indicar que este orgánulo representa una diana selectiva para la protección, por 
choque térmico, frente al daño oxidativo (57). También se ha demostrado que tras 
un choque térmico, la HSP 70 se traslada al núcleo acumulándose transitoriamente 
en el nucleolo. Por el contrario, cuando lo que se adiciona es H20 2, la traslocación 
nuclear es diferente y puede correlacionarse con el daño al DNA por radicales de 
oxígeno (58). 

El papel que las HSP puedan jugar como atrapadores (scavengers) de las espe­
cies reactivas de oxígeno, podría ser de particular importancia en aquellas condicio­
nes en las que los clásicos sistemas antioxidantes, superóxido dismutasa, glutation 
peroxidasa, catalasa, vitamina E, etc., sean insuficientes. Por ejemplo, la depleción 
del glutation potencia la inducción de las HSP (59). La iodoacetamida es un típico 
agente alquilante citotóxico que reacciona con los grupos sulfhidrilo de las proteí­
nas para formar aductos S-acetamido tioeter. Aunque la formación de aductos se 
asocia con la smtesis de las HSP y la muerte celular, la unión covalente de la 
iodoacetamida no causa la muerte celular directamente, sino que ésta va unida a una 
depleción del glutation, estrés oxidativo y peroxidación lipídica. Usando este com­
puesto se ha observado que la perturbación en el estado redox tiólico puede ser una 
señal importante para la activación de la respuesta al estrés común a aquellos 
tóxicos que forman intermediarios reactivos. La pérdida de GSH favorece la oxida­
ción de los grupos tiólicos de las proteínas por formación de puentes disulfuro, 
proteina-S-S-proteína o proteína S-SG (figura 6). Esta mezcla de proteínas oxida­
das parece que se encuentra involucrada en la activación del HSFI y en el aumento 
de la transcripción de los genes hsp. Por otro lado, la protección que las HSP 
ejercen sobre la citotoxicidad inducida por TNFa, parece también estar en relación 
con su capacidad de mantener la concentración intracelular del glutation (60). Sería 
interesante determinar si es éste un mecanismo general de activación del HSFI con 
aplicación a los agentes tóxicos reactivos. 

Otra situación que puede reforzar esta hipótesis es la que representa la selectiva 
inducción de las HSP por interleuquina- 1 (IL- 1) en los islotes de Langerhans (61 ). 
Comparadas con otras células, las células de los islotes pancreáticos contienen 
pequeñas cantidades de los sistemas enzimáticos antioxidantes superóxido dismuta­
sa y glutation peroxidasa. Así, la selectiva citotoxicidad de la IL-1 en estas células 
podría relacionarse con la insuficiente capacidad de estas células para producir los 
clásicos antioxidantes representando la síntesis de las HSP una respuesta antioxi­
dante alternativa. 

Por tanto, los mecanismos de protección de las HSP podrían incluir: la preven­
ción de la degradación de proteínas y de la peroxidación lipídica de las membranas, 
el mantenimiento de los niveles de ATP, la inducción de los enzimas antioxidantes 
como la superóxido dismutasa o de moléculas como el glutation y la inhibición de 
cualquiera de los múltiples pasos involucrados en la muerte celular inducida por un 
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Figura 6. Estado redox tiol-disulfuro como señal para activar el HSFJ por agentes alquilan­
tes. Los estados mo11oméricos y triméricos del HSFI se m11estra11 como (HSFJ1 y (HSFJ ,. respec­
tirnmeme. PSSP ,. PSH 111dican proteínas disulfuro y proteí11us tiol. respectframente -11GGA11-
represema el eleme11to DNA de 1111 HSE. La barra que crn:a 1111a flecha 111d1ca u11 pu11to de 
inhibición. DIT = ditiotreitol. agente reductor (59) 

daño oxidativo como puede ser el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, 
activación de la fosfolipasa A2 y el mantenimiento de la ultraestructura celu lar (62). 

A pesar de que las especies reactivas de oxígeno se consideran como un segun­
do mensajero ubicuo en la inducción de las HSP, se ha investigado la implicación 
de estas especies endógenas sobre la síntesis de las HSP (63,64). La fagocitosis 
a través de la activación de la NADPH oxidasa que genera cantidades masivas de 
0 2 · , ha servido de modelo para estudiar en monocitos de sangre periférica la 
inducción de las HSP (63). Los resulcados obtenidos por estos autores sugieren que 
no es la producción de 0 2 · la responsable directa de la inducción de las HSP 
durante la fagocitosis, sino el radical hidroxilo resultante de la transformación del 
radical superóxido en OH en presencia de hierro. Sólo el · OH tiene capacidad de 
oxidar las proteínas de forma similar a la la agresión térmica, siendo la presencia 
de proteínas alteradas la señal última para la inducción de las HSP. Existe una 
diferente inducción de la expresión según que el estímulo sea la agresión térmica 
o la activación de la proteína quinasa C (PKC) por el éster de forbol. PMA. En el 
primer caso se inducen todas las HSP clásicas. HSP 11 0, 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 implicación de dos segundos men­
sajeros distintos y diferentes mecanismos de regulación molecular de Ja expresión 
de las HSP. La regulación de la inducción de las HSP por la agresión térmica 
implica principalmente acontecimientos transcripcionales, mientras que la induc­
ción de las HSP mediada por el PMA (mitógenos) 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 toxicología. Con el objeto de descubrir ensayos 
rápidos así como de reducir el uso de animales, los toxicólogos tratan de utilizar los 
cambios en la expresión de las proteínas del estrés, en células in vitro, como indi­
cadores sensibles y fiables de los efectos tóxicos de determinados xenobióticos. 
Mediante el recurso de las técnicas de DNA recombinante, se han construido líneas 
celulares «chivatas» para el estrés, que han de poder utilizarse en un futuro muy 
próximo para detectar riesgos biológicos. En esas células, las secuencias de DNA 
que controlan la actividad de los genes de proteínas anti-estrés se han unido a un 
gen que determina la síntesis de un enzima, por ejemplo, la beta-galactosidasa. 
Cuando las células experimentan algún tipo de estrés metabólico y producen más 
proteínas anti-estrés de lo normal, sintetizan el enzima chivato, el cual se detecta 
fácilmente con una prueba bioquímica. Una aplicación de este tipo de tecnología es 
el desarrollo de animales transgénicos preparados para esa respuesta. Por ejemplo, 
el control del promotor de una proteína de choque térmico para conducir la expre­
sión de un gen tal como la luciferasa o la 13-galactosidasa, puede utilizarse en la 
monitorización de contaminantes ambientales (66). Aunque todas estas propuestas 
se encuentran aún en investigación y requieren ser validadas, la explotación de los 
cambios en la expresión de las proteínas del estrés, así como de otros productos de 
los genes asociados con daño celular (metalotioninas, sistema del P-450) podría ser 
de gran aplicación en el campo de la toxicología (67). Las HSP pueden jugar un 
papel importante en la síntesis proteica, regeneración y carcinogénesis hepáticas 
puesto que, la expresión de las HSP 25, 60, 70 y 90 se ha identificado en hígado; 
la HSP 70 se induce en ratas hepatectomizadas y en hepatocitos proliferantes y la 
HSP 25 se sobreexpresa en adenocarcinoma en el hígado (68). 

Se ha estudiado el efecto de la hipertermia in l'ivo sobre la expresión y regula­
ción de los genes hsp en hígado, encontrándose una rápida respuesta en la transcrip­
ción de la HSP 70 (69). También se ha encontrado que Ja transcripción de la HSP 
70 se induce notablemente en el estadío prereplicativo de los hepatocitos después 
de la hepatectomía parcial, lo cual involucra a estas proteínas en los estadíos tem­
pranos de la regeneración hepática (70). La lesión lipoperoxidativa causada por 
exposición de hepatocitos aislados a 4-hidroxinonenal se ha observado que induce 
la expresión de la proteína HSP 31 dependienqo de la dosis (71 ). Estudios inmu­
nocitoquímicos han demostrado que una de las HSP más abundantes, la HSP 72. se 
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induce en hígado de ratas por efecto de sustancias hepatotóxicas tales como el 
halotano. Este anestésico altera la distribución subcelular de las HSP entre citoplas­
ma y núcleo, la cual se ha podido detectar mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida. El análisis de Westem-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 núcleo en aquellas células 
expuestas a halotano previo tratamiento con fenobarbital y en condiciones de hi­
poxia (72). Trabajos más recientes han puesto de manifiesto que existe una relación 
entre la lesión oxidativa del DNA y la translocación de la HSP 70 al núcleo (58). 
Andoh et al. (73) han detectado la presencia de la HSP 70 en hígado de rata con 
necrosis y regeneración inducida por tioacetamida. Con anticuerpos específicos estos 
autores han observado que no es en el núcleo de los hepatocitos destinados a sufrir 
la necrosis, en la región venosa del acino, donde se concentra la HSP. 

Ornar 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 alcohólicos, lo que apunta la intervención de esta HSP en la pato­
génesis alcohólica y en la desestabilización del citoesqueleto. La naturaleza del 
papel de la HSP 70 no está clara, pero la presencia de otra HSP, la ubiquitina, que 
se conjuga con proteínas lesionadas por efecto del etanol, marcándolas para su 
rápida proteolisis (75). hace pensar en una posible implicación de la HSP 70 en la 
eliminación de proteínas alteradas. Objetivos de la ubiquitina son a menudo las 
proteínas citoesqueléticas lesionadas de los cuerpos de Mallory (75). 

En pacientes con hepatitis alcohólica, 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 intoxicación 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 progresión de la lesión hepática alcohólica. En este caso 
se demuestra que las HSP, normalmente protectoras, pueden ser inmunogénicas. En 
un estudio previo (74) se identificó una HSP 70 en hígado de pacientes con enfer­
medad hepática alcohólica, 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 crítica en el contexto de un anticuerpo 
lgA circulante (77). Diversos factores que estimulan la expresión de las HSP se 
generan en los alcohólicos: el factor de necrosis tumoral TNFa y las especies 
reactivas de oxígeno. Ambos se producen en areas de inflamación. El metabolismo 
hepático del etanol al elevar el consumo de oxígeno induce una hipoxia localizada, 
lo cual supone un estímulo potente para la expresión de las HSP selectivamente 
localizada en la región centrilobular. 

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

Los clofibratos son una familia de compuestos hipolipidémicos que inducen una 
variedad de respuestas in vivo, incluyendo la proliferación de peroxisomas en cé­
lulas parenquimales hepáticas, 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 metabóli­
cas relacionadas con la proliferación de peroxisomas. En estudios en los que se 
aislaron proteínas de unión al clofibrato, se demostró que esta clase de compuestos 
interacciona especificamente con la HSP 70 en sus dominios de unión al A TP 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 
función de la HSP 70 y por tanto, inhibir la biogénesis organular. 

Como se comentó anteriormente, la inducción de los genes del estrés en las 
células eucarióticas tiene lugar por la unión al HSE del HSF que es activado bajo 
un choque térmico y que permanece inactivo en condiciones no estresantes, proba­
blemente por pequeñas cantidades de HSP 70 constitutivamente presentes en el 
citoplasma. Este ejemplo de regulación negativa es bastante similar al control ne­
gativo llevado a cabo por el inhibidor IKB sobre el factor de transcripción NFKB. 
En cultivos tisulares NFKB puede ser activado por HP~ y otras especies de oxígeno 
así, como también por un choque térmico. La exposición del hígado de ratas a altas 
temperaturas activa además del HSF. el NFKB estando la activación de éste a 
diferencia del pri mero, mediada por la producción y liberación de IL-1 (80). Se ha 
demostrado que el tratamiento con ésteres de forbo l da lugar a una resistencia en 
las células tumorales a la acción citotóxica del factor de necrosis tumoral, contri­
buyendo a la supervivencia de las células tumorales in 1-il'o, y se ha observado que 
es la HSP70 la que protege a las células tumorales de la citotoxicidad del TNF-a 
incluso en ausencia de estrés (81 ). 

6. HSP Y ENVEJECIMlENTO 

Un aspecto crucial del envejecimiento es la acumulación de lesiones. a medida 
que las moléculas, las células y los tejidos sufren la agresión continuada de agentes 
físicos o químicos a lo largo de la vida. Alguna de estas agresiones se produce de 
manera endógena por las mismas células lesionadas, que perpetuan así 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 fenómeno 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 agresión 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 Ja capacidad de 
responder a cambios en el ambiente. Por ello, la edad influye en Ja capacidad de las 
células para expresar las proteínas del estrés y así, Jos 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 Ja homeostasis frente al estrés, un 
gran número de investigadores ha comparado el comportamiento de las células 
viejas frente a las jóvenes, frente a la hipertermia y la expresión 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 síntesis de estas proteínas un 50% menor de aquella encontrada en hepatocitos 
aislados de ratas de 4 a 6 meses de edad. La inducción del mRNA de la HSP 
70 también se encuentra reducida y ello se debe a la menor capacidad de Jos 
hepatocitos de convertir el HSFI inactivo en su forma oligomérica activa (82). Las 
células de ratas viejas al poseer una menor concentración de HSF activo, es menor 
en ellas Ja cantidad de HSF que puede unirse al promotor del gen '1sp70. con lo cual 
resulta disminuida Ja transcripción de dicho gen. La disminución de la actividad del 
HSF para unirse al HSE puede surgir de una menor activación post-traduccional 
(oligomerización) 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 jóvenes 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 unión del 
HSF al HSE, es que a medida que transcurre Ja 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 Ja traducción y los cambios conformacionales 
en las proteínas de organismos senescentes ocurre a través de modificaciones post­
sintéticas (oxidación, raccmización de aminoácidos, desaminación, etc.) Estos cam­
bios dan lugar a alteraciones sutiles que a veces no se reflejan en la actividad 
enzimática. Una acumulación de moléculas «anomrnles» de HSF, que presentan una 
capacidad disminuida para oligomeiizarse 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 disminución 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 ténnico o 
tóxico. 

Por otro lado, la restricción calórica es la única manipulación experimental 
conocida que retrasa el envejecimiento e incrementa la supervivencia de animales 
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de laboratorio. La restricción calórica podría revertir el efecto del envejecimiento en 
la inducción de la transcripción de la HSP 70 en respuesta al choque térmico 
previniendo la acumulación de moléculas HSFl alteradas que normalmente existen 
en ratas de avanzada edad alimentadas ad libitum (84). 
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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 U 1-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 Lo 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 (1 O) 
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 darnaged. 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 severa( 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 sorne of the most 
important themes and questions currently occupying researchers interested in this 
area of biological science. 

2. GLUT ATHIONE MET ABOLISM DURING APOPTOSIS 

2.1. Apoptotic cells lose their glutathione 

The sulphur-containing tripeptide glutathione is present at millimolar 
concentrations within the cytoplasm of almost ali 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 investigare 
how its concentration might change during apoptosis. 

The first system we investigated was rae thymocytes undergoing apoptosis in 
response to the glucocorticoid methylprednisolone or the DNA damaging agent 
etoposide ( 17). In each case we observed that cells lost glutathjone 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 Jost 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 che 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 che 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 signa!. 
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 severa! 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 ofFADD 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 activares 
the normally latent caspase 8 such that an apoptotic signa! 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 che dying cell, bue 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 fonn 
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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 L929 cells exposed to various 
apoptosis-inducing stimuli such as methylprednisolone, TNF or etoposide (van den 
Dobbelsteen et 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. 
lt 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 ali the cell types studied maintained their membrane integrity for 
at least severa! 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 (35). 

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 postuJated 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. T he 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). Thcir 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 
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non-toxic inhibitors has enabled us lo investigate the role of GSH loss in the 
generation and/or devclopment of othcr apoptotic changes. 

We ini1ially concentrated on the Fas an1ibody/Jurkat model system. where 
addition of 250 ~lM BCPS completely inhibits GSH efflux for up to 3 hours (34). 
Morphological changes 1ypical of apoptosis. such as plasma membranc blebbing 
and nuclear fragmentation, are unaffectcd by inhibition of GSH efflux. Both the 
redistribution of phosphatidylserine from thc inner leaflet of the plasma membrane 
to the surfacc of 1he 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 experimcnts performed with etoposidc-1rcated 
rat thymocyles suggest that a link between GSH cfflux and the hallmarl- shrinkage 
of apop101ic cells may exist in sorne cases. After a 5 h incubation with 25 ~tM 
etoposide thc mean volume of the thymocytcs decreascs from about 100 fl to around 
90 fl, and this loss of volume is almos! completely prevented by the inclusion of 
250 µM BCPS in the incubation medium (Nobel el al., in prcp.). Thc findings of 
Haussinger et al. (36) are very interesting in this respect, as they report GSH 
extrusion from hepatocytes during a K+ dcpcndent regulatory cell volumc dccrease. 
As K+ fluxcs havc been implicatcd previously in cell sh1inkage during apopto­
sis (37), additional experiments are curren1ly being performed lo furthcr investigate 
this potential link between GSH efflux and K'-dependent cell shrinkagc during 
apoptosis. 

Besidcs 1he role GSH efflux could pla} in cell volume regulation. other 
possibilitics for a physiological function of this phenomenon can be envisaged. 
Firstly, i1 may be uscful for a cell undergoing apoptosis to lose rcducing capacity. 
By exporting ils major intracellular antioxidant the cell can achieve 1his without the 
need for 1he generation of oxidanls with ali of 1heir attcndant non-spccific 
reactivities. As many biochemical reaclions are dependent on adequatc GSH levels, 
the low inlracellular GSH content will also cventually lead to down-regulation of 
cellular metabolism and thereby limit persistcnce of apoptotic bodies. Finally. GSH 
release may be of nutritional significance for normal cells surrounding an apoptotic 
neighbour. Thc expelled GSH could become a substrate for the plasma membrane­
associated y-glutamyl transpeptidase and thereby rapidly becomc available for re­
uptake by surrounding cells (21 ). As reducing agents are well known to cnhance the 
function of lymphoid cells in vitro (38, 39). it is possible that GSH efflux con1ributes 
to the local s1imulation of phagocytic cells. 

3. DITHIOCARBAMATES AND THE REDOX-REGULATION 
OF T CELL APOPTOS IS 

A large varicty of environmental 1oxican1s have been reported 10 enhance 
apoptosis. particularly in cells of lympho1d and neuronal origin (23). As many of 
these toxicanls are also redox-active (e.g. melals -;uch as copper and mcrcury). 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. lntroduction to Dithiocarbamates 

Dithiocarbarnates 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 agricultura! (fungicides and 
insecticides), clinical (alcohol aversion therapy) and industrial application. 
Chemically, they are defined by possession of a (R 1)(R2)N-C(S)-S-R3 functional 
group. Both mono-and di-alkyl compounds are known, while in sorne 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 dithiocarbarnate (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 (thirarn) has application as a fungicide and seed disinfectal. 

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 a ltering 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 sim ilar 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. 

Severa! problems exist when such an approach is adopted. Firstly, both reduced 
and oxidised forms of dithiocarbamates will also chelate externa! metals (for 
example those present in foetaJ 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 µM PDTC and 2 % foetal calf serum. 
while intracellular iron content is unchanged ( 14). Prior chelation of externa! 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 dithi ocarbamatc-dependenl copper uptake in neuronal cells 
in i'ivo. Thus. despite their ability ro inhibit metal-dependent OH gener.nion in 
vitro, in cellular systems dithiocarbamatcs may actually enhance oxidative damage. 
This particularly applies when the dithiocarbamate is unstable and thcrefore nol 
able to pennancntly inhibit free radical production from the copper ions it transports 
across the cell membrane. 

We have reccntly uncovered another mechanism by which dithiocarbamates can 
interact with coppcr to impose an oxidative stress on cell (Burkitt el 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 
oxidarion of the dithiocarbarnate into a potent GSH-oxidising disulphide. We have 
found thar Cu1

• can rcplace hydrogen peroxide in this model system, to again 
promore a dirhiocarbamate-dependent oxidation of GSH (Burkitt et al., submitted). 
Copper apparently acts catalytically in this rcaction, and electron spin resonance 
studies confinn that the metal redox cycles in the presence of dithiocarbamare. Two 
different reaction schemes can account for this activiry. the first involving copper­
dependenr dithiocarbamate oxidation to a disulphide that in turn oxidises GSH. and 
the second being a dircct oxidation of GSH catalysed by the Cu2

• -dithiocarbamate 
complex. Dithiocarbamate disulphides themselves, including DSF and the fungicide 
thirarn, are also well known to be polent thiol oxidising agents. For example. DSF 
oxidises GSH to GSSG and also has the potential to fonn mixed disulphides with 
reduced protein thiols (44). This may result in the inactivation of protcin function. 
particularly if a rcdox-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-clectron 
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 prolein thiol redox despite efficient 
scavenging of ROS. 

Degradative products of dithiocarbamates a re also biologically active. 
particularly with respect to fonnation of molecules that covalently modify proteins. 
Dithiocarbamates are unstable in both acidic (breaking down to an amine and 
carbon disulphide) and basic (fonning an isothiocyanate by elimination of HS ) 
condirions (40). Both CS2 and isothiocyanate react covalently wirh 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 approximarely 3.4, which means that at physiological pH 
decomposition to CS2 is very slow. lsothiocyanate formation is more favoured for 
monoalkyl than dialkyl-dithiocarbamares, and is thus more likely to be significant 
for a herbicide like metam than DDC or PDTC. Another possible degradative 
pathway for a dithiocarbarnate involves S-methylation and subsequent oxidative 
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removal of the thiono sulphur via sulphoxidation to forro 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 JI 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 critica) 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 critica) 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). lnhibition by DSF is associated with reduced 
processing of the 32 kD proenzyme of caspase 3. Furthermore, DSF directly inhibits 
both caspase 1 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 DTI, 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 farnily. 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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Iysis (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 thal this toxicity was inhibited by 1he 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 confimcd 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 su lphate significantly potentiated the toxicity 
of PDTC ( 14 ). We ha ve recently obtained similar results with DSF, although this 
compound is toxic at about 5-fold lower concentrations than PDTC (significant 
apoptosis at 1 µM compared with 5 µM) (Burkitt et al., submitted). It is importan! 
to remember that as dithiocarbamates are unstable molecules, their inhibition of 
caspase-dependent proteolysis will gradually be lost. A copper-dependent oxida1ive 
stress then probably signals the cell to undergo apoptosis. 

PDTC has also rcccntly been reported to induced apoptosis in vascular smooth 
muscle cells, while the neurotoxicity associated with the in 1•ivo 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 fungicida! and insecticida! properties 
of these molecules, although we are unaware of any studies in this area. 

4. EXCITOTOXICITY AND THE REDOX REGULA TION OF NEURONAL 
CELL DEATII 

As apoptosis is believed to be the principie 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 ali of the information available to indicare the involvement 
of apoptosis in neurological disease. Although most of the published evidence is 
correlative in naturc, it does seem that an accelerated apoptosis of neurones can at 
least contribute to discase. In model systems of neurological disease an enhanced 
oxidative stress is oftcn observed in those neurones undergoing apoptosis, making 
the topic of redox-rcgulation particularly significan!. 

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 Ca2
• and 

an associated oxidative stress that appears to be criticaJ if cell injury is to occur 
(53). ln-l'i\'O 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 et al (54) have recently shown that 
apoptosis and necrosis can also occur side-by-side in-vitro. A fraction of cells were 
almost immediatcly 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 significan! 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 concentración (55). As cell injury 
after exposure to NMDA depends at least in part on the generation of free radicals 
such as nitric oxide or superox ide (02º·), it appears that alterations in intracellular 
redox subscquent 10 excitation of cell surface amino acid receptors provides a 
potent signal to modulate survival of neurones. If the signa! 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 constan! exposure to 
extracellular survival factors if they are to avoid apoptosis. Onc 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 bcl-2 is partially protectivc. Greenlund et 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 importan! 
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 PC 12 
neuronal ce ll s (57, 58). PC12 cell dcath was accentuated when NGF was 
simultaneously withdrawn from the cultures, a lthough it still slowly occurred even 
in the prescnce of adequate concentrations of the growth factor. Exactly how the 
peroxide tonus becomes increased aftcr NGF removal is unclear, but as its effects 
can be antagonised by over-expressing Cu{Zn SOD it can be assumed that net 0 2• 

production is somehow increased. ll thus seems that an oxidative shift in the 
intracellular redox state of neurones provides a potent stimulus for apoptosis. As 
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compeltt1on 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 aJteration in cell survival can contribute to disease comes from studies 
of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Approximately J 0% 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 abiJity of the translated gene product to dismutate 0 2- ·, 

this is now known not to be the case (60). lt 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 physiologicaJ 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 ali 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 oxidatíve stress and apoptosis. Administration of an externa! 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 
chis difference in time scales between oxidant-induced necrosis and apoptosis, as it 
has severa! consequences. As oxidative stress-induced apoptosis is slow to develop, 
it usually occurs sometime after the 01iginal 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 (rcleasing the blocf... on apoptosis) the general copper-dependent 
oxidative stress that they have imposed on the cell triggers a later apoptosis. 
Consisten! with this, we have recently found that hydrogen peroxide will also acutcly 
block Fas-induced apoptosis even though it is again toxic itsclf in the long term 
(Hampton & Orrenius. unpublished data). 

With respect to immune cell function, ir is easy to see how such dual effects oí 
oxidative stress on cell survival could be valuable. Activation of T and B cells is 
often accompanied by sorne degrec 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 caspasc 
activity this fate is avoided. However, in the long run it is essential to limit the life 
span of activated lymphocytcs, and here again a delayed oxidative-stress induced 
apoptosis could be valuable. Further studies with non-lymphoid cells are requircd 
to determine whether this dual effect of oxidants on apoptosis (short-term inhibition 
1·ersus long term induction) is a general phenomenon. 

Another link betwccn oxidative stress and apoptosis occurs at the end stage of 
cell death, where numerous observations confirm that fully apoptotic cells havc 
depleted antioxidant defences and contain more peroxidised lipids and proteins than 
healthy cells. AJterations in intracellular glutathione are particularly importan! in 
this regard. We havc observed rhat in different cell types undcrgoing apoptosis 
intracellular GSH is lost due to its export out of the ccll. 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. AJthough the physiological significance of GSH efflux 
is unclear, it certainly rcpresents the loss of a major cytosolic antioxidant. Its loss 
would thus be expcctcd to contributc to the incrcascd oxidativc 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 tóxicos, podrían ser la consecuencia de la altera­
cion de los mecanismos que regulan los niveles intracelulares del ión calcio, ele­
mento esencial en la activación regulada de distintos procesos metabólicos ( 1,2). En 
muchos casos, la disfunción en la homeostasis de Ca2

• se ha asociado con la lesión 
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 producción 
endógena de dichos agentes oxidativos (3,4). En la actualidad. la relación exacta 
entre estrés oxidativo y homeostasis alteradas del Ca2

• intracelular está por diluci­
dar. aunque cada vez es más evidente el papel esencial de la mitocondria como 
estructura dinámica capaz de relacionar ambos fenómenos entre sí y con los meca­
nismos de señalización, inducción y ejecución 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 fisiológicas. 

2. ANALISIS DEL CONTENIDO DE CALCIO EN CELULAS INDIVIDUALES 

2.1. Interés del análisis de los niveles y distribución de Ca2
• 

en células individuales 

En los últimos años se ha manifestado la necesidad de disponer de métodos 
sensibles que permitan cuantificar los niveles de Ca2

• intracelular y sus variaciones 
rápidas o reversibles en células individuales. Esta necesidad deriva de la existencia 
de diferentes sistemas de homeostasis intracelular de Ca2• y de su papel como 
mensajero secundario de estímulos específicos. que actúan sólo sobre determinados 
tipos de células. en muchos casos minoritarias en el seno de una población hetero­
génea. En segundo lugar, la detección de un incremento del nivel intracelular de 
Ca2• en subpoblaciones minoritarias. permite incrementar la sensibilidad de los 
métodos de análisis aplicados a diferentes modelos de lesión citotóxica. Por último. 
el papel de los compartimentos subcelulares en la homeostasis del Ca2

•, requiere 
técnicas analíticas capaces de visualizar y cuantificar los niveles específicos de 
Ca2' en diferentes orgánulos, así como el origen de sus incrementos. El desarrollo 
de indicadores fluorescentes, capaces de modificar sus propiedades ópticas en fun-
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ción de su interacción con Ca2
• . ha supuesto un avance notable con respecto a otros 

métodos espectroscópicos o bioquímicos no fluorescentes (5). 

Así. la aplicación de los fluorocromos que se mencionan a continuación. puede 
plasmarse en métodos espectrofluorimétricos (6). donde grandes cantidades de cé­
lulas o partículas son analizadas globalmente. generando información similar a la 
proporcionada por otros métodos colorimétricos (captación de arsenazo III. ref. 7) 
o enzim<í.ticos indirectos (activación de la fosfolipasa a, ref. 8). 

La citometría de flujo. cuyo interés en el estudio del estrés oxidativo se muestra 
en otro capítulo de este libro. permite la aplicación de dichos fluorocromos a la 
cuantificación de Ca~· en suspensiones de células o partículas individuales (9). La 
información obtenida permite estimar el contenido medio de la población y. gracias 
al análisis individualizado, la posible heterogeneidad de su distribución. Una ven­
taja importante de la citometría es que permite combinar en la misma célula o 
partícula la medida de Ca2

+ con otros parámetros funcionales o estructurales. está­
ticos o dinámicos. permitiendo así identificar tipos celulares o integrar la medida de 
Ca~· en el contexto de fenómenos fisiológicos (9). 

La microscopía de fluorescencia permite visualizar la concentración de Ca2
• en 

una célula o en un pequeño número de células seleccionadas ( 10). Las técnicas 
informáticas de análisis digital de imágenes consiguen amplificar la resolución es­
pacial y temporal de la microscopía de fluorescencia, de forma que es posible 
integrar Jos fenómenos cinéticos de la homeostasis del Ca2• con el análisis morfo­
lógico. respetando asímismo la interacción célula-célula, que puede ser esencial 
para la comprensión de mecanismos tóxicos a nivel tisular. 

La microscopía confocal, como se apunta en otro capítulo de este libro, eleva 
al máximo la capacidad de resolución de la microscopía de fluorescencia, al utilizar 
el láser como fuente de iluminación y un sistema óptico especial de detección de 
fluorescencia. Su aplicación más ventajosa en el contexto que nos ocupa reside en 
la visualización con alta resolución tridimensional de la distribución topológica y 
los movimientos intracelulares de Ca2

• , así como su co-localización ultrastructural 
con otros parámetros biológicos (5). 

2.2. Indicadores fluorescentes para el análisis de Ca2
• intracelular 

En los úlrimos años se han desarrollado una serie de fluorocromos que sufren 
cambios en sus propiedades espectrales tras su unión a iones Ca?+. En su mayoría. 
son derivados fluorescentes de los quelantes clásicos de Ca2

• . como EGTA y 
BAPTA, modificados químicamente para mantener distintos grados de afinidad 
hacia los iones de Ca2• y adquirir capacidad de emisión de fluorescencia (5). 

Los fluorocromm. sensibles al Ca2
• disponibles se diferencian por sus propieda­

des biológicas. químicas y espectrales. que los hacen más o menos adecuados para 
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aplicaciones específicas. Las principales características intrínsecas de dichos fluo­
rocromos, que definen su utilidad, se resumen a continuación. 

a) Forma molecular del indicador: Define el proceso de penetración intrace­
lular de la molécula y afecta a su distribución intracelular. En su mayor parte. los 
fluorocromos sensibles a Ca2

+ se utilizan en forma de acetometoxil ésteres, capaces 
de difundir pasivamente a través de la membrana plasmática y acumularse en el 
interior de la célula. donde deben ser hidrolizados por esterasas intracelulares para 
ser retenidos en forma ácida (Figura 1 ). Los ésteres presentan el inconveniente de 
sufrir, en determinadas condiciones experimentales. retención en diferentes compar­
timentos subcelulares, pudiendo invalidar su uso para la medida de los niveles 
exclusivamente citosólicos de Ca2

•• La compartimentación subcelular puede ser 
aprovechada o. simplemente estimada. en estudios de microscopía de fluorescencia 
convencional o confocal. 

En su forma salina o conjugados a macromoléculas (dextrano. proteínas). los 
fluorocromos no difunden a través de la membrana plasmática y deben ser incor­
porados por microinyección, electroporación. choque hipoosmótico, raspado o fago­
citosis. Dichos conjugados presentan la ventaja de acumularse en el citosol y no 
sufrir compartimentación. 

Por último. los íluorocromos sensibles a Ca2
• conjugados con ácidos grasos de 

cadena larga se incorporan a la bicapa lipídica de la membrana plasmática y per­
miten detectar cambios de concentración localizados en la proximidad (intra- y 
extracelular) de dichas membranas. 

b) Co11sta111e de disociación (Kd): Define el rango de concentraciones de Ca2
+ 

en el que se puede aplicar un determinado quelante fluorescente. Depende de nu­
merosos factores, como pH, temperatura, fuerza iónica, viscosidad, unión a proteí­
nas y presencia de Mg2

+ y otros iones. Los indicadores actuales exhiben una res­
puesta detectable en un rango de concentraciones aproximado entre 0.1-1 O x Kd. 
que debe ser adecuado al rango esperable de concentración de Ca2

• en la aplicación 
a desarrollar (Tabla l). 

c) Tipo de mriació11 espectral: Define el tipo de técnica en el que es aplicable 
un fluorocromo y el modo de análisis del contenido de Ca2

+. Una grupo de fluoro­
cromos sufre un aumento de intensidad de emisión de fluorescencia tras su unión 
a Ca2

+ (Figura 1 ). Su utilización es sensible a problemas en la penetración, distri­
bución y retención intracelular. por lo que suelen utilizarse en análisis cualitativo 
y su uso cuantitativo requiere un adecuado número de controles. Por otra parte. 
existen fluorocromos que experimentan desplazamientos espectrales al unirse a Ca2

+ 

libre. permitiendo expresar las medidas en forma de cociente entre las intensidades 
de emisión a dos longitudes de onda tras excitación a una detenninada longitud de 
onda, o bien como el cociente entre las intensidades de excitación a dos longitudes 
de onda cuando la emisión se fija en una determinada longitud de onda (Figura 1 ). 
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EJEMPLOS DE INDICADORES FLUORErCENTES 
Y BIOLUMINESCENTES DE Ca + 
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F igura 1. Ejemplos de indicadores fluorescentes y bioluminesce11tes de Ctl+. (A) Estructura 
química y espectro de emisión del Indo-1, ejemplo de indicador fluorescente de Ca2

• que expe­
rimenta cambios en la longitud de onda de emisión. (B) Estructura química y espectro de 
emisión del Fluo-3. ejemplo de indicador j711oresceflle de ca1• que experimema aimhios en la 
i111e11sidad de emisión sin modificar su longitud de onda. (C) Esquema del mecanismo molecular 
de la emisión de biol11111inesce11cia por el sistema aequorinalcele111era:ina en presencia de Ca!•. 
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Las medidas en forma de cociente, a pesar de ser técnicamente más exigentes, 
permiten evitar los problemas mencionados anteriormente y son. por tanto, más 
adecuadas para la cuantificación. 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 
características y aplicación general en el estudio de Ca2

• intracelular se muestra en 
la Tabla l. 

Tabla I. Algunos indicadores fluorescentes y bioluminiscentes para la 
cuantificación de Ca2

• intracelular 

TIPO APLICACION EJEMPLOS CUANTIFICACION 

Fluorocromos de Medida de ca- Fura-2 Ex 340nm/380nm 
aha afinidad para libre en la célula lndo-1 Em 405nm/485nm 
Ca· entera Quin-1 Em 495 nm 

(conc. < 500 nM Fluo-3 Em 525 nm 
OG-BAPTA 1 Em 525 nm 
Fluo-3+Fura Red Em 525nm/650nm 

Fluorocromos de Medida de Ca ... Bis-Fura-2 Em 340nm/380nm 
ba1a afinidad libre en la célula OG-BAPTA-5N Em 525 nm 
para Ca .. entera 

(conc. > 500 nM) 

Fluorocro111os Medida de Ca++ Fura-Dcx1rano Ex 340/380mn 
conjugados a en el citosol lndo-Dcx1rano Em 405/485nm 
dcxtrano 

Fluorocromos Medida de Ca++ Fura-BSA Ex 340/380n111 
conjugados a en el ci1osol 
proteínas 

Fluorocromos Medida de ca- en Fura-Cl8 Ex 340/38011111 
conjugados a las proximidades Calciurn Green Cl8 Em 501 11111 
;íc1dos grasos de la membrana 
de cadena larga celular 

,__ 

Indicadores Medida de Ca++ en Apoaequorina/ Ern 405nm 
biolummcsce11tc-. citosol o en Celentern11na 

companimentos (dirigida por 
secuencia'> génica\! 

Ahrev1a1uras. Ex. cxciiación: Em. emisión: OO. Orcgon Green 
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2.3. Indicadores bioluminescentes de Ca2
• 

Diferentes sistemas bioquímicos formados por proteínas funcionales y cofacto­
res orgánicos (luminóforos) son capaces de emitir luz como consecuencia de reac­
ciones químicas específicas. Uno de tales sistemas está formado por la proteína 
apoaequorina (22.000 Da) y el luminóforo celenterazina y se encuentra en medusas 
y otros organismos luminiscentes marinos. La apoaequorina y la celenterazina, en 
presencia de 0 2, se combinan para formar la holoproteína aequorina. En presencia 
de iones Ca2

+, 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 detección bioluminiscente de calcio por técnicas de 
análisis de imagen. Mediante técnicas de DNA recombinante se ha conseguido, 
además. construir vectores que pem1iten la expresión transitoria o estable de aequo­
rina y su direccionamiento, mediante secuencias específicas. hacia diferentes com­
partimentos subcelulares (5). 

3. HOMEOST ASIS INTRACELULAR DE Ca2
• 

3. 1. Homeostasis intracelular de Ca?+ en condiciones fisiológicas 

En condiciones normales, los niveles intracelulares de Ca2
' son mantenidos en 

un rango de concentración de aproximadamente 0.1 µM. es decir, 10.000 veces 
inferior a la del mismo ión en el compartimento extracelular. Un aumento de Ca2

• 

intracelular ( 1-1 O ~tM) sostenido durante algunos minutos. es suficiente para provo­
car alteraciones metabólicas, eléctricas y estructurales que conducen a la muerte 
celular. Estas al teraciones parecen mediadas por la sobreactivación de un gran 
número de enzimas dependientes de Ca2+. como proteína kinasa c. proteína kinasa 
11 dependiente de Ca2+/Mg2+, fosfolipasas. proteasas, proteína fosfatasas. xantina 
oxidasa, endonucleasas y óxido nítrico sintasa ( 1-4, 11 ). El mantenimiento de los 
niveles adecuados de Ca2

+ es el resultado de la acción coordinada de diferentes 
sistemas de transporte localizados sobre la membrana plasmática y en las membra­
nas de diferentes orgánulos subcelulares. así como de la unión específica de Ca2

• 

a diferentes proteínas citosólicas 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 concentración, tras la apertura de canales de Ca~· de diferente tipo. La 
unión de Ca2

• a proteínas con afinidad para el mismo induce la regulación de otras 
proteínas específicas. Una vez ejecutado su papel mediador. el Ca2

' es extruído al 
espacio extracelular o secuestrado en sitios intracelulares de almacenamiento me­
diante bombas de Ca2

• • Alternativamente, se puede liberar Ca2
• desde sus depósitos 

intracelulares como respuesta a la activación de la vía de la fosfolipasa c y consi­
guiente producción de inositol trifosfato. 
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J. 

2. 

3. 

Tabla IJ. Resumen de los mecanismos implicados en la homeostasis 
intracelular de Ca2

• 

TRANSPORTE DE Ca2•A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMATJCA, 
- Canales de Ca2

• 

- lntcrcambiador Na•tca2
• 

- ATPasa dependiente de Ca1
• 

TRANSPORTE DE Cai. A TRAVES DE MEMBRANAS INTRACELULARES, 
ATPasa dependiente de Ca2

• en retículo cndoplásmico y calciosomas 
- Calsequestrina en cisternas tenninales del retículo endoplásmico 
- lmercambiador Na•tca1

• de la membrana mitocondrial 
- Transporte unidireccional dependiente del potencial de membrana mitocondrial 

UNJON DE Ca1
• POR PROTEINAS CITOSOLICAS, 

- Calmodulina 
- Troponina C }' Parvalbúmina 
- Sinexina y Calelectrina"> 
- Diferentes proteínas relacionadas inmunológ1camcntc 

Las proteínas capaces de unir Ca2
• pertenecen a dos grandes grupos, las deno­

minadas proteínas con mano EF ( «EF-hand») y las anexinas. La!> proteínas acepto­
ras de Ca2

' se encuentran unidas a elementos del c itoesq uele10 o libres en el cito­
plasma. Su función puede ser la de activar a otras proteínas, tras sufrir un cambio 
confonnacional mediado por Ca2

' ( proteínas «trigger» ), o la de disminuir momen-
1áneamente los niveles citosólicos de Ca2

• (proteínas «buffer») ( 12). 

3.2. Origen del Ca2
• incrementado en el estrés oxidativo 

Desde hace varios años, se ha asociado la lesión celular provocada por diferen­
tes agcmcs oxidantes con un incremento significativo de los niveles intracelulares 
de Ca2'C2J). Para explicar tal fenómeno. se ha propuesto que el estrés oxidativo 
disminuye la ac1ividad de los sistemas intracelulares de translocación de calcio. 
ocasionando un aumento incontrolado de Ca'• intracelular (2, 3). Tal efecto podría 
ser mediado, en principio, por tres mecanismos diferen1es. 

a) Liberación de Ca2
• desde sus depósito.\ i111racef11fares: Como mostró el 

grupo de Orrenius (3. 13-15), el estrés oxidativo provoca la oxidación de los grupos 
SH- en la~ ATPasas dependientes de Ca2

• . La inhibición de la actividad de estos 
transportadores disminuiría la capacidad de algunos compar1imentos, como el retí­
culo endoplásmico. para eliminar Ca2

+ del citosol. y de la membrana plasmática 
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para expulsarlo al exterior de la célula. La incapacidad de mantener un nivel bajo 
de Ca2

• en el citosol provocaría la activación de enzimas degradativos dependientes 
de Ca2

• y desencadenaría o contribuiría a los fenómenos bioquímicos responsables 
de la lesión celular irreversible y la muerte celular asociada con la pérdida de la 
impermeabilidad de la membrana plasm~ítica (3. 14. 15). 

b) Entrada de calcio desde el e.\terior de la célula: Una lesión oxidativa de 
la membrana plasmática podría conducir a un incremento del nivel intracelular de 
Ca2

+. La penetración de calcio sería, por tanto, secundaria a la lesión tóxica inicial 
y se podría producir a través de los canales de sodio ( 16) o a través de poros 
abiertos por la lesión de la membrana plasmática. Este mecanismo no se opone 
totalmente al anterior. puesto que la alteración oxidativa de las bombas reguladoras 
del nivel intracelular de Ca2

+ impediría mantener un nivel suficientemente bajo de 
dicho catión en estas condiciones. 

e) Pe11etrnció11 de Ca2+ extracelular en células lesionadas irrnersihlemente: 
Este mecanismo implicaría que la entrada de Ca2

+ es un epifenómeno asociado con 
los estadíos finales de la lesión celular oxidativa y no estaría relacionado con su 
inicio o progresión. El Ca2

+ sólo penetraría en las células que hubieran perdido de 
forma irreversible la impermeabilidad de su membrana plasmática. 

Las características de la lesión oxidativa en diferentes modelos celulares indican 
que el aumento de Ca2

• observado depende de una entrada desde el medio extrace­
lular, más que de una liberación desde compartimentos intracelulares. Así, en estu­
dios que incluyen condiciones de anoxia ( 1-6). exposición a sistemas de generación 
extracelular ( 17) o intracelular ( 18) de especies reactivas de oxígeno y tratamiento 
con acetaminofeno ( 19) o cianuro (20), se ha comprobado que el incremento de 
Cai+ intracelular asociado con la lesión oxidativa es inihibido cuando las células son 
incubadas en un medio libre de Ca2

+ extracelular. 

4. ALTERACIONES DE LA HOMEOSTASIS DEL Ca2
+ EN EL ESTRÉS 

OXIDATIVO: ¿,CAUSA O CONSECUENCIA DE LA CITOTOXICIDAD? 

Los datos experimentales de que disponemos muestran de forma evidente la 
asociación entre lesión celular por estrés oxidativo y elevación de los niveles intra­
celulares de Cai.. Sin embargo, no existen pruebas directas de que este aumento de 
Ca2

+ sea el causante de la lesión celular. Si tal fuera el caso, dos premisas deberían 
ser demostrables experimentalmente: 

a) El incremento de Ca2
+ intracelular debería preceder en el tiempo a la lesión 

celular por estrés oxidativo. 

b) La prevención del aumento intracelular de Ca2~ debería evitar o reducir la 
intensidad de la lesión celular oxidativa. 
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4.1. Secuencia de eventos metabólicos en la toxicidad de agentes oxidantes 

Los resultados obtenidos con diferentes tipos celulares y modelos de lesión, 
relacionados con el estrés oxidativo, apoyan la idea de que el incremento intra­
celular de Ca2

• no precede a la lesión celular e, incluso, de que dicha elevación es 
un fenómeno relativamente tardío en la secuencia de eventos metabólicos de la 
lesión. 

En algunos casos, las pruebas de la independencia de la lesión oxidativa se han 
obtenido aplicando técnicas digitales de fluorescencia, que han permitido estimar 
simultáneamente los niveles intracelulares de Ca2

• y la progresión de cambios mor­
fológicos estereotipados en células individuales ( 10. 19. 21-23). Por otra parte, la 
citometría de flujo multipararnétrica con íluorocromos específicos, permite relacio­
nar temporalmente las variaciones en el contenido intracelular de Ca2

• con otros 
eventos bioquímicos y estructurales. marcadores cronológicos de las etapas de la 
lesión celular, como lo demuestran los datos de nuestro laboratorio que serán pre­
sentados más adelante, en relación con el papel del estrés oxidativo y Ca2

• intrace­
lular con los fenómenos de muerte celu lar por apoptosis. 

Desde hace mucho es conocido que la formación de protuberancias en la 
superficie celular («blebs») es una de las primeras manifestaciones de citotoxici­
dad en hepatocitos (2.24). Este fenómeno está mediado por una disociación de los 
filamentos de actina en el citoplasma y por la rotura proteolítica de proteínas 
que se unen a actina, inhibiendo el anclaje de los elementos del citoesqueleto a 
la membrana plasmática (3). La implicación de Cai+ en este evento de la lesión 
se proponía a partir de pruebas indirectas, como la inducción experimental de 
protuberancias por ionóforos de Ca2

• (2) y su prevención por el tratamiento con 
quelantes de Ca2

' (25). Sin embargo. utilizando técnicas digitales de microscopía 
de fluorescencia, el grupo de Lemasters demostró que la formación de protube­
rancias precede a los cambios en la concentración intracelular de Ca2

' en hepato­
citos individuales expuestos a cloruro mercúrico o cistamina (21 ). Con el mismo 
tipo de aproximación metodológica. Sakaida el al. (22) mostraron que la muerte 
inducida por peróxido de ter-butilo en cultivos de hepatocitos no se asociaba a un 
aumento sostenido de Ca2

• intracelular. Más recientemente. los estudios microscó­
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 peróxido de ter-burilo, no dependía de la ele­
vación de Ca2' in1racelular. sino que este catión se acumulaba en los escadíos 
morfológicos finales de la lesión, inmediatamente anees de la pérdida de la imper­
meabilidad de membrana, visualizada por la penetración del fluorocromo yoduro 
de propidio. En otros modelos relacionados de lesión celular. como la inducida por 
acetaminofeno ( 19) o cetracloruro de carbono (23). la microscopía digital de fluo­
rescencia confirma igualmente la dificultad en atribuir un papel causativo al incre­
menlo de Ca2

· intracelular asociado con la inducción de muerte celular por dife­
rentes agentes tóxicos. 
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Puesto que los estudios que atribuyen un papel esencial al Ca1
• en la inducción 

de lesión celular se basan. fundamentalmente, en pruebas indirectas, como el papel 
protector de los quelantes de Ca2

• o la inducción de lesión celular por ionóforos de 
Ca2

• . es posible que los resultados obtenidos se refieran a efectos bioquímicos de 
los propios quelantes o ionóforos (4). Así. los agentes quelantes pueden inhibir el 
estrés oxidativo por la formación de complejos con iones férricos, previniendo de 
esta forma la generación de radicales hidroxilo. Por otra parte, un ionóforo puede 
inducir cambios secundarios, como una caída de los niveles de ATP, que podrían 
ser más relevantes al proceso de la lesión que el propio incremento de Cal•. como 
se discutirá más adelante. 

4.2. Lesión celular en ausencia de incremento de Ca2
• intracelular 

Distintos datos experimentales indican que la incubación de células en medios 
pobres en Cai+ no proporciona una protección significativa frente a la lesión indu­
cida por agentes oxidantes, aún en ausencia de un incremento en la concentración 
intracelular de Cal• (4, 19, 21 ). Así, Harman y Maxwell, utilizando microscopía 
digital de fluorescencia muestran que el transcurso morfológico de la lesión indu­
cida por peróxido de ter-burilo en hepatocitos aislados es idéntico en presencia o 
ausencia de Ca2• extracelular, a pesar de que en este último 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 fenómeno de 
isquemia-reperfusión. situación lesiva asociada con estrés oxidativo (26) y altera­
ción de la homeostasis intracelular de Cah (27). Así, la hipoxia química (desoxiglu­
cosa más cianuro) provoca un aumento del contenido intracelular de Ca2

• y un 
descenso del pH intracelular en cultivos de miocitos. pero la viabilidad celular sólo 
se afecta cuando las células son lavadas e incubadas en medio control (modelo 
de reperfusión). 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 Ca2

• intracelular aumente. Por otra parte, si los miocitos son 
reperfundidos en presencia de diclorobenzamilo, un inhibidor del intercambio Na'/ 
Ca2

•• el Ca'• intracelular disminuye. pero no se observa ningún efecto protector 
frente a la letalidad (29). Tales resultados indican que en el modelo de isquemia­
reperfusión. es el cambio en el pH intracelular. más que el incremento de Ca2

', el 
responsable de la lesión celular. 

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

Los resultados mencionados anteriormente no apoyan la idea de un papel del 
Ca2

• como mediador fundamental de la acción citotóxica de los agentes oxidantes. 
Sin embargo. datos más recientes sugieren que el incremento de Ca2

• citosólico está 
relacionado como causa o. más probablemente. resultado de una temprana despo-
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larización de la membrana mitocondrial que se ha observado en muchos fenómenos 
de lesión y muerte celular (necrosis o apoptosis) inducida por estrés oxidativo (4). 
Los dos mecanismos hipotéticos propuestos implican. respectivamente. la disminu­
ción del potencial de membrana mitocondrial como consecuencia de un flujo ace­
lerado de Ca2

• a través de la misma, o del incremento de la permeabilidad de la 
membrana interna, inducido por alteraciones estructurales de sus fosfolípidos. 

5. 1. Transporte incrementado de Ca2
• y disfunción mitocondrial 

Esta teoría postula que un incremento sostenido de la captación mitocondrial de 
Ca2

•. a través del sistema dependiente del potencial de membrana, llegaría a abolir 
o reducir dicho potencial (14. l 7). Por otra parte, la oxidación de los nucleótidos 
NADH y NADPH intramitocondriales resultaría en un eflujo acelerado de Ca2

• 

desde la mitocondria ( 14. 17). Dicha situación conduciría a un fenómeno de reci­
claje de Ca2

• a través de la membrana mitocondrial. acompañado de la pérdida de 
la capacidad homeostática de dicho orgánulo y de una desenergización de su mem­
brana. 

Los datos experimentales que apoyan esta hipótesis se basan en el efecto pro­
tector de agentes quelantes de Ca2

•. como EGT A o Quin-2, en correlación con el 
mantenimiento de la función mitocondrial ( 14. 17). Sin embargo. dichos agentes 
son también quelantes de iones férricos. por lo que la protección podría más bien 
deberse a una inhibición de la producción de radicales hidroxilo (4). 

Por otra parte. la energía metabólica consumida en el reciclaje mitocondrial de 
Ca2

• no es sustancial y, probablemente, sería necesario un importante flujo de Ca2
• 

para llegar a colapsar el potencial de membrana mitocondrial (4. 30). Por dicha 
razón. cabría esperar un aumento significativo de la concentración intracelular de 
Ca2

• previamente a la despolarización mitocondrial. Sin embargo. diferentes datos 
experimentales. obtenidos independientemente con dos técnicas citométricas 
complementarias en modelos de lesión oxidativa. apoyan una secuencia de eventos 
en la que la reducción del potencial de membrana mitocondrial es un evento muy 
temprano. que precede al incremento significativo de Ca1

' y a la pérdida de la 
impermeabilidad de la membrana plasmfüica y la muerte celular (4, 31 ). En ambos 
estudios. se cuantificó la polarización mitocondrial con el tluorocromo catiónico 
rodamina 123, que se acumula en la matriz mitocondrial en función del potencial 
de membrana de la mitocondria (32, 33). 

Así. Hannan y Maxwell (4), mediante técnicas digitales de citometría de ima­
gen. demuestran que la despolarización mitocondrial se produce en las etapas 
iniciales de la exposición de hepatocitos de ratón a concentraciones tóxicas 
de diferentes agentes inductores de estrés oxidativo (aloxano. adriamicina, mena­
diona o tBuOOH). mientras que el aumento de Ca1 es un fenómeno relativamente 
tardío y asociado a la lesión irreversible de la membrana plasmática y la necrosis 
celular. 
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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 relación entre el estrés 
oxidativo y la inducción de permeabilidad transitoria en la membrana mitocondrial 
interna. Esta transición de permeabilidad supone una permeabilidad incrementada a 
los iones, hinchazón mitocondrial, desacoplamiento de la fosforilación oxidativa y 
colapso del potencial de membrana mitocondrial (34, 35). Hay datos experimentales 
que sugieren que dicha transición depende de cambios en el estado cíclico de 
acilación/desacilación de los fosfolípidos de la membrana mitocondrial interna: la 
activación, dependiente de calcio, de la fosfolipasa a1, conduciría a un incremento 
de la desacilación de fosfolípidos en condiciones de un aumento de Ca2

+ intrami­
tocondrial (36). Por su parte, el estrés oxidativo podría alterar aquel ciclo al inhibir 
la reacilación de los lisofosfolípidos y la consiguiente acumulación de éstos y de 
ácidos grasos en la membrana provocaría su disfunción. En este sentido, hay que 
destacar que la adición de lisofosfolípidos exógenos incrementa la permeabilidad 
mitocondrial (37), mientras que los inhibidores de la fosfolipasa éli (38) y la ciclos­
porina A (39) revierten la permeabilidad. 

De acuerdo con tales pruebas, es posible relacionar una elevación de Ca2+ intra­
mitocondrial con un incremento de la degradación parcial de fosfolípidos de la 
membrana mitocondrial interna y un aumento de la permeabilidad de ésta, condu­
cente a una despolarización de la mitocondria. S in embargo, es difícil compatibili­
zar esta hipótesis con la teoría clásica que relaciona el daño oxidativo con la ho­
meostasis de Ca2

+ a través de la activación de enzimas degradativos, como las 
propias fosfolipasas, ya que dicha hipótesis predice un eflujo de Ca2

+ intramitocon­
drial como consecuencia de la oxidación de tioles intramitocondriales y no un 
incremento de Ca2

+ en el interior de la mitocondria (2,3). 

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

Hasta hace muy poco, los modelos de daño oxidativo, como los referidos ante­
riormente, en los que se ha evaluado la contribución de la homeostasis del Ca2

\ han 
consistido, fundamentalmente, en la inducción de necrosis, como punto final de la 
lesión celular. La muerte celular por necrosis es evidenciada metodológicamente 
por la pérdida irreversible de las propiedades de permeabilidad selectiva de la 
membrana plasmática, bien por detección en el medio exterior de enzimas y otras 
macromoléculas intracelulares, bien por medida de la penetración de moléculas 
habitualmente excluídas por la membrana celular. En los últimos años, la Toxico­
logía Celular ha tenido que incluir entre los sensores de daño celular el complejo 
fenómeno de la apoptosis, restringido hasta no hace mucho al concepto de muerte 
celular programada, y que, por e l contrario, se ha demostrado estar presente en 
numerosísimos procesos farmacológicos y toxicológicos (40). Los estudios más 

214 



recientes indican que, en muchos casos (incluyendo modelos de lesión oxidativa). 
la inducción de muerte celular por apoptosis o por necrosis depende únicamente de 
la intensidad o la duración del efecto lesivo de la misma sustancia o de la sensibi­
lidad de Ja célula diana (41-43). 

Se entiende por apoptosis un tipo de muerte celular que difiere fundamentalmen­
te, en naturaleza y sentido biológico, de la muerte accidental por necrosis, resultado 
de severos cambios lesivos no fisiológicos (40). En la apoptosis, un proceso activo 
de autodestrucción celular, regulado genéticamente, se dirige a la eliminación selec­
tiva de células individuales o grupos celulares, con fines, en general, de manteni­
miento de la homeostasis de una población celular. Por otra parte, el programa de 
apoptosis puede ser desencadenado por un gran número de señales extracelulares y 
su desregulación juega un papel importante en diversas patologías en las que la 
abundancia y la madurez funcional de poblaciones celulares específicas resultan 
alteradas (cáncer, inmunodeficiencias. fenómenos neurodegenerativos. etc.) (40). 

Aunque los fenómenos bioquímicos relacionados con la decisión y ejecución de 
la muerte celular por apoptosis son todavía desconocidos en su totalidad. es impor­
tante, en el contexto del presente capítulo. destacar la conexión entre estrés oxidati­
vo. homeostasis alterada del ca~· y disfunción mitocondrial que surge recientemente 
como posible ruta central que relaciona los eventos bioquímicos tempranos. posibles 
señalizadores metabólicos, con la instauración de un ambiente subcelular adecuado 
para la activación de mecanismos enzimáticos imprescindibles para la organización 
del proceso apoptótico. Por otra parte. dicha conexión se relaciona, a través de la 
función mitocondrial, con el alto coste energético del complejo y ordenado fenóme­
no de la apoptosis y predice la posible disyuntiva apoptosis frente a necrosis, en 
función del mantenimiento de un suficiente nivel intracelular de ATP (43). 

Numerosos estudios experimentales demuestran que la apoptosis se acompaña 
por estrés oxidativo (44-48). Así, en determinadas condiciones. agentes inductores 
clásicos de estrés oxidativo inducen apoptosis (49). Por otra parte, la citometría de 
flujo funcional indica. además, que en dete1minados modelos de apoptosis no indu­
cida por estrés oxidativo exógeno (como. por ejemplo. la supresión de factores de 
crecimiento, refs. 31, 41 ). se produce una generación temprana de especies reactivas 
del oxígeno. Una idea de la importancia fisiológica del estrés oxidativo en la apop­
tosis deriva del papel del protooncogén he/-:!. que induce una respuesta antioxidante 
y previene la apoptosis celular (43). Entre las especies oxidantes que han merecido 
atención reciente como mediadores de apoptosis, destaca el óxido nítrico CNO) y su 
derivado peroxinitrito (ONOO-). posiblemente como consecuencia de lesión oxida­
tiva al DNA y expresión aumentada del gen supresor p53 (50). ONOO-. por su 
parte, induce apoptosis de forma dependiente del tiempo y la concentración (51). 
aunque a concentraciones elevadas. puede inducir necrosis (52). 

El papel del Ca2
+ en la apoptosis es. aún. controvertido. Aunque desde hace 

muchos años es conocido que. en muchos casos. un aumento del Ca!' intracelular 
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acompaña a la apoptosis (40), las hipotéticas dianas metabólicas del Ca2
• incremen­

tado y su papel señalizador/ejecutor en la apoptosis pueden ser múltiples. Así, la 
rotura secuencial de la cromatina nuclear, una marca característica de la apoptosis, 
parece deberse a la activación de endonucleasas dependientes de Ca2

•, secundaria 
a un incremento de la concentración de este catión ( 11, 53). Otros enzimas degra­
dativos podrían estar implicados en este efecto mediado por Ca2

•. Por ejemplo, 
diferentes proteasas de cisteína, similares a la proteasa ICE (Interleukin 1 B-Conver­
ting Enzyme) de mamíferos y con el producto del gen pro-apoptótico ced-3 de 
Cae11orahdithis elegans, son capaces de inducir la activación de nuclcasas depen­
dientes de Ca2

•. 

Las especies reactivas de oxígeno y el Ca2
• están relacionados entre sí a través 

del compartimento mitocondrial. Por una parte. el estrés oxidativo estimula la libe­
ración específica de Ca2

• desde la mitocondria y. por otra, una aceleración del ciclo 
liberación/captación de Ca2

• por la mitocondria incrementa la generación de espe­
cies reactivas de oxígeno (43). En el caso del NO. por ejemplo. su efecto está 
mediado por su unión a la citocromo oxidasa, la inhibición de la respiración mito­
condrial y la desenergización de la mitocondria (43), mientras que el ONoo- parece 
activar la liberación de Ca1

• por una vía específica (43). 

La relación indicada pone de manifiesto el importante papel de la función mi­
tocondrial en los mecanismos de la apoptosis y, en general, de la muerte celular. 
Así, aunque en los fenómenos de necrosis, el papel del Ca2

• incrementado parece 
ser bastante tardío en la secuencia de eventos morfológico-funcionales descritos, en 
los fenómenos de apoptosis, el reciclaje de Ca2

• mitocondrial y su efecto energético 
parecen mucho más importantes, como postula el grupo de Richter (43), sobre la 
base del efecto protector de la ciclosporina A. un inhibidor de la liberación de Ca2

• 

mitocondrial inducida por agentes oxidantes o por NO y de la supresión, por 
inhibidores de la captación mitocondrial de calcio, de la apoptosis inducida por 
TNF-cx. Para este grupo, la proteína bcl-2 representa el vínculo central entre estrés 
oxidativo, Ca2• y potencial de membrana mitocondrial (PMM) en la inhibición de 
la apoptosis. Por una parte, bcl-2 suprimiría el reciclaje de calcio inducido por 
estrés oxidativo y estabilizaría así el PMM. evitando la depleción del ATP celular. 
Por otra parte. a través de una estabilización del cociente NADH/NAD• se podría 
inhibir la liberación de Ca~· desde el retículo endoplásmico por el mecanismo depen­
diente de la ADP-ribosa cíclica derivada de NAO' (43). 

La integración de los anteriores conceptos conduce a la idea del papel regulador 
del PMM y. de forma inmediata. del contenido intracelular de ATP en los fenóme­
nos de apoptosis y. también de muerte celular por necrosis. Según la hipotcsis del 
control de la apoptosis por el nivel de ATP (43). una célula se mantendría viva 
mientras mantuviera un determinado nivel de A TP. 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 desintegración celular. Cuando 
la pérdida de A TP es demasiado severa, la muerte celular controlada se hace im-
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posible y se instaura la necrosis. A favor de la hipótesis están los datos que mues­
tran que la estabilización del PMM por sobreexpresión de bcl-2 o por acción del 
ionóforo nigericina previenen la apoptosis inducida por TNF-a (55) y el elevado 
PMM de muchas líneas de células procedentes de carcinomas (56). Muy interesan­
te, en este contexto, es la elevada correlación positiva hallada entre la expresión de 
bcl-2 y el estado energético intracelular, estimado por el cociente ADP/ATP, y la 
relación negativa de ambos parámetros y la sensibilidad a la apoptosis inducida por 
glucocorticoides en seis diferentes líneas humanas o murinas de leucemia y linfoma 
(57). En tales experimentos, un cociente ADP/ATP cercano a 0.2 define el umbral 
ente supervivencia y muerte por apoptosis en todos las líneas. 

La aplicación de la citometría de flujo y la separación celular permite el estudio 
secuencial de los cambios estructurales y funcionales que acompañan a la muerte 
celular (58). Mediante estas aproximaciones y utilizando un fluorocromo (JC-1) 
sensible específicamente 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 progresión, Ja degradación endonucleá­
sica de Ja cromatina nuclear en el conjunto de Ja población 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 bioquímicos, mien­
tras que la caída del PMM en las etapas finales contribuye a la subsiguiente deple­
ción de ATP. Por el contrario, otros grupos, en modelos similares de apoptosis, pero 
utilizando un fluorocromo (Di0C6(3)) de menor especificidad mitocondrial, han 
sugerido que el PMM disminuye ya en las primeras etapas de la apoptosis, anterio­
res a la degradación del DNA (60). 

El carácter multiparamétrico de Ja citometría de flujo posibilita restringir los 
análisis metabólicos a células individuales en diferentes estadíos del proceso apop­
tótico, estimados simultáneamente al parámetro funcional de interés, lo que evita la 
necesidad de separación física de las subpoblaciones diferenciadas o de utilizar 
modelos de apoptosis de progresión sincrónica. Mediante Ja aproximación multipa­
ramétrica y utilizando como indicador de progresión de Ja apoptosis, Ja permeabi­
lidad parcial al fluorocromo yoduro de propidio, en nuestro laboratorio hemos es­
tudiado por citometría de flujo las variaciones del PMM, Ja generación de especies 
reactivas de oxígeno y los niveles intracelulares de calcio a lo largo de la progresión 
de Ja 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 peróxido de ter-butilo. Nuestros resultados (Figura 2) muestran 
(31, 41) que las etapas iniciales de la apoptosis están acompañadas por una reduc­
ción significativa del PMM (determinado con un fluorocromo específico mitocon­
drial, rodamina 123), una mayor producción de especies reactivas de oxígeno y un 
incremento discreto del Ca2

+ intracelular. La progresión en el proceso apoptótico 
supone un notable incremento del PMM y de los niveles intracelulares de Ca2

+. 

Estos datos apoyan la idea de que un menor aporte energético mitocondrial, asocia­
do con estrés oxidativo (endógeno o exógeno) se produciría en los estadíos iniciales 
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Figura 2. Secuencia de eve11tos metabólicos e11 la progresió11 de la apoptosis inducida por 
peróxido de ter-butilo JmM e11 cultivos de llepatoma de rata. El panel superior de la figura 
muestra la discriminación por citometría de flujo de células preapoptót1cas y apoptóticas por 
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act1 rulad percn1datÍl'a. el potencial de membrana 111itocondnal y los 1111•eles i11tracelulares de 
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y en las apoptót1cas. El potencial de membrana mitocondrial disminuye en las preapoptóticas 
y aumema en las apoptóticas. miemras que la ac1111111lació11 de Ccr' es 11111cho mayor en las 
cé/11/as apoptótims. 
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de la apoptosis, mientras que la utilización de la energía mitocondrial para los 
procesos regulados por la vía apoptótica, podría contribuir al desabastecimiento de 
ATP intracelular y a la desregulación de la homeostasis del calcio. 

El delicado equilibrio entre apoptosis y necrosis, podría ser alterado incluso 
cuando una célula ya ha iniciado la vía apoptótica de muerte celular. Así, datos 
recientes de nuestro laboratorio. obtenidos por citometría de flujo en células de 
hepatoma con restricción de SBF, sugieren que la reducción del PMM por sobre­
carga de las células en etapas tempranas de apoptosis con el propio fluorocromo 
rodamina 123 (molécula catiónica lipofílica con propiedades análogas a las de agen­
tes ionóíoros clásicos), desvía estas células hacia la muerte por necrosis, eviden­
ciada por una pérdida casi inmediata de la impermeabilidad al yoduro de propidio 
(Manuscrito en preparación). 

7. CONCLUSIONES 

La asociación entre estrés oxidativo y alteración de la homeostasis intracelular 
de Cai. es un fenómeno biológico importante en los mecanismos de inducción de 
muerte celular por necrosis accidental o por apoptosis. por lo que su estudio expe­
rimental tiene importantes implicaciones en la comprensión de fenómenos tóxicos 
y farmacológicos, pero también de orden fisiológico en relación con el control de 
poblaciones celulares por muerte celular programada. 

Los datos experimentales más recientes indican que el compartimento mitocon­
drial juega un papel esencial en la relación entre estrés oxidativo y homeostasis de 
Ca2', siendo la mitocondria, a la vez fuente y diana de numerosas especies oxidantes 
derivadas del oxígeno y comportándose dicho orgánulo como aceptor o liberador de 
Ca2

•. Precisamente, una teoría apoyada por datos experimentales concretos, postula 
que un incremento del reciclaje de Ca2

• a través de la membrana mitocondrial 
supondría la desenergización de la mitocondria y redundaría en una pérdida celular 
de A TP. El estrés oxidativo, a su vez. es causa y consecuencia de este fenómeno 
y la prevención de su inducción puede inhibir o atenuar la intensidad de la lesión 
celular, demostrando su importante relación con las alteraciones indicadas, siendo 
sugerente la conexión metabólica entre la acción antioxidante de la proteína bcl-2, 
producto de un gen antiapoptótico. con el mantenimiento de los niveles intracelu­
lares de energía. 

El amílisis bioquímico en diferentes modelos de muerte celular parece demostrar 
que el contenido intracelular de ATP es el parámetro clave en la detem1inación de 
la supervivencia celular frente a diferentes tipos de lesión, incluyendo lesión oxi­
dativa. El mantenimiento de una carga energética adecuada (un cociente ADP/ATP 
cercano a 0.2) permitiría la supervivencia celular. Una disminución de A TP, man­
teniendo un nivel suficiente para Ja ejecución de diferentes procesos ordenados, 
permitiría la inducción de la muerte celular por apoptosis, mientras que una caída 
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más rápida o importante del ATP intracelular sería imcompatible con una disgrega­
ción celular regulada y desencadenaría la destrucción celular por necrosis. 

La utilización de técnicas avanzadas de análisis en células individuales, como 
son la citometría de flujo y la microscopía de fluorescencia (digital y confocal) debe 
permitir un avance significativo en la resolución de los fenómenos de lesión celular 
derivados del estrés oxidatívo y la desregulación de la homeostasis intracelular de 
Ca2' y su aplicación al mejor conocimiento de un fenómeno de esencial implicación 
fisiológica, terapéutica y toxicológica como es la muerte celular. 
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RESUMEN 

En este trabajo se ha analizado el efecto de las enfermedades vasculares sobre 
la síntesis y función del óxido nítrico (NO) a nivel vascular. El NO se sintetiza a 
partir del nitrógeno 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
tcs plaquetarios, producidos básicamente por su capacidad para reducir el calcio 
libre intracelular. El NO es además depresor de la contractilidad miocárdica y 
citostático. Una deficiencia en la formación de NO se ha implicado en la patogé­
nesis de ciertas enfermedades. tales como la hipertensión esencial. la aterosclerosis. 
la angina y el vasospasmo. En otros casos, una excesiva producción de NO puede 
ser inapropiada y estar implicada en la hipotensión, sepsis, accidentes isquémicos 
cerebrovasculares, depresión miocárdica y respuestas inflamatorias. La hipertensión 
produce cambios morfológicos que afectan al endotelio y que usualmente conducen 
a un disbalance entre los factores endoteliales vasoconstrictores (como el Lromboxa­
no A!) y vasodilatadores (prostaciclinas y NO). El tratamiento antihipertensivo no 
parece revertir la disfunción endotclial en los pacientes hipertensos. La aterosclero­
sis y la diabetes mellitus producen una reducción de la relajación endotelio-depen­
diente debido a una disminución de la formación endotelial de NO así como a un 
incremento de los radicales libres de oxígeno, y en el caso de la diabetes también 
a un incremento de los eicosanoides vasoconstrictores. En el shock séptico exíste 
una excesiva producción de NO por activación de la NOS inducible lo que explica 
la marcada depresión rniocárdica y la incapacidad de los agentes vasoconstrictores, 
como la dopamina, para inducir respuestas. En los procesos patológicos antes men­
cionados. en los que se ha constatado una deficiencia en la fom1ación vascular de 
NO. se ha intentado subsanar por diferentes vías que aportan este compuesto, in­
cluida la administración directa de NO: entre estas vías merece especial mención los 
agentes donantes de NO. considerados como profármacos. y la L-arginina que fa­
cilita su formación. 
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1. lNTRODUCCION 

En la actualidad se considera al endotelio vascular como una gl<índula endocrina 
capaz de generar una serie de sustancias que juegan un papel importante en la 
modulación de la homeostasis vascular. asi como en la regulación de determinadas 
funciones fisiol6gicas. tales como la inílamación. la agregación plaquetaria. la fibri­
nolisis. la angiogénes1s y la mecanorrecepci6n ( 1-3). Posee la en.tima 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 plasminógeno. interleucinas. el factor von 
Willebrand y algunos factores de crecimiento ( 1. 4-8). As1m1smo. se ha demostrado 
que el EDRF es el radical libre óxido nítrico (NO) (7. 9-12). 

El objeto del presente estudio es comentar los resultados descritos en la litera­
tura científica relacionados con el papel del NO en las cnfennedades vasculares 
analizando previamente los mecanismos implicados en la síntesis de NO. 

2. ENDOTELIO VASCüLAR Y SlNTESJS DE NO 

2.1. EDRF y NO 

Furchgott y Zawad7ki ( 13) descubrieron en 1980 el EDRF al demostrar la capa­
cidad de las células cndotcliales para liberar este potente agente vasodilatador que 
modula determinadas respuestas vasodilatadoras. Este factor induce una vasodilata­
ción nípida y tram.itoria ( 11. 13. 14). Inicialmente se sugirió que el EDRF podría ser 
un factor híbil que participaba en las reacciones redox a pH fisiol6gico ( 14-16). 
incluyendo la posibilidad de que el EDRF fuera un radical libre derivado del meta­
bolismo del ácido araquidónico (7. 14) En 1987. Palmer eral (9) demostraron que 
las células endotcliales de aorta de cerdo en cultivo liberaban NO. que detectaron 
por quim1oluminisccncia. en una concentracicin suficiente para inducir \'asodilata­
ción. demostrando de esta manera que el EDRF era precisamente ~O. El hecho de 
que el t'-íO también produjera una relajaci6n transitoria en anillos de aorta de conejo. 
similar a la relajación causada por el EDRF. y que ambas relajaciones se inhibieran 
de forma semejante por la hemoglobina y se potenciaran por superóxido dismutasa. 
barredores de NO y del anión superóxido <0) ), respectivamente ( 11. 17). confirmó 
adicionalmente que el EDRF y el NO parecían ser la misma sustancia. Otros expe­
rimentos también apoyaron esta hipótesis. es decir. que el EDRF y el NO son indis­
tinguibles fon11acológ11.:amente. con vida media similar (9. 11 ). Todos estos hallaz­
gos pem1itieron concluir definitivamente que el EDRF es NO (7. 9-11 l. 
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El NO es una de las más pequeñas y ubicuas moléculas conocidas y un impor­
tante metabolito en las células de los mamíferos ( 11. 18). Es un gas con una solu­
bilidad moderada en agua. alcanzando en condiciones nonnales a nivel de satura­
ción una concenrración de l ,9 mM ( 19. 20). Es un radical libre conteniendo un 
electrón desapareado que puede intervenir en varias reacciones, actuando como un 
débil oxidante o reducror (21 ). Su carga neutra le permite una difusión libre a través 
de las membranas biológicas (22). 

El NO puede reaccionar con el 0 2 - fonnando en una solución acuosa el potente 
oxidante denominado peroxinitrito CONOO·), que parece estar implicado en la oxi­
dación de proteínas en condiciones fisiológicas ( 12. 22). 

El NO es capaz de formar S-nitrosotioles al reaccionar con grupos sulfl1idrilo 
(-SH). Los S-nitrosotioles son potentes inhibidores de la agregación plaquetaria y 
vasodilatadores como el EDRF (22). 

2.2. Síntesis celular del NO 

Un número elevado de células poseen la capacidad de sintetizar NO a partir del 
átomo de nitrógeno del grupo guanidino tenninal de la L-arginina por medio de la 
enzima NO sintasa (NOS) (9. 10, 23) (Figura 1 ). Esta síntesis implica la formación 
del compuesto intem1cdio, N'"-hidroxi-L-arginina (L-OHArg) por medio de la nico­
tinamida-adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH) y la tetrahidrobiopterina 
CBH~) (11. 24). El compuesto L-OHArg se fonna por N-oxigenación de la L-argi­
nina (25-27), a continuación se produce una ruptura oxidativa del enlace C=N de 
la L-OHArg. conduciendo a la formación del aminoácido citrulina y el NO (25-28); 
en ambos pasos se consume NADPH y 0 2 (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 captación activa intracelular de la 
arginina. El transportador para esta captación o incorporación es, esencialmente, el 
denominado y•. que transporta aminoácidos catiónicos (20. 30). Algunos inhibido­
res de la NOS, tales como la L-NG-rnetilarginina y L-iminoetilomitina, 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 síntesis y liberación de EDRF es un proceso dependiente de calcio ( 1 1, 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 células o la vía por la que se incrementan los niveles 
intracelulares de calcio no está claramente establecido. Se ha sugerido que la entra­
da se produce a través de canales dependientes de receptores y que la liberación de 
calcio de los depósitos intracelulares parece participar en el incremento de estos 
niveles (35). 
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Figurn 1. Biosí111es1s di!/ NO ct partir tic/ grnpu gua111d111u terminal tft• la L-arginina pur la 
célula endorelial (CE). L-argi11i11a (l-ArgJ entra a la célula endmdial a rra1·és ch•/ sistema y· 
En las células e11do1eliales. la actfración de recepwres ( R) por sus correspo11d1e111es agomstas 
(ace1ilcol111a. AC/i; hrad1cidina. BK; ADP. etc. ) conduce a la entrada de calcio Y a la síntesis 
de NO por anfración de la NO smta.w (NOSJ que incorpora oxígeno (0:) pÓra formar L­
ci1ru/111a 1· NO a tral'és de 1111 compuesto 1111ermedwrio N"'-liidrc>.\t·L-arginina (L-01/Arg). Esta 
s1111asa se bloquea con NG·111011ometil-l-argi111no (L-NMMAJ. La oxidación de L-01/Arg a L­
ci1r11/111a tamhién requiere NADPll y terraliidrohwptenna ( Bfl 1). El cirocromo P.+50 puede tam­
lnén carali:ar el segundo paso en la formación de NO y clfrulma. En la célula muscular lisa 
(CMLJ. el NO acm·a la guanilaro cidasa so/uh/e (GCS) incn•memando los nil'efes de GMPc. 
di<"lia en:ima se inhibe rnn el a:ul de merileno. El GM Pe formado rras la estimulación de la GCS 
produce relajación por 1•anos mecanismos emre los cuales podemos mencionar la inhibición 
(-)de la entrada de Ca:· a tral'és de los canales dependiemes de recepwres (CDRJ. es1i11111lac1ó11 
(+) de la ATPasa cálcica de la memhrcma o de la cinasa dependieme del GMPc que puede 
fosforilar a la n11os111a de cadena ligera (MLCKJ: mecamsmos que conducen a la 1'(1Sod1latació11. 
En la parre inferior. en la i11fla111ació11 las células endoteliules regulan la .\Íl//esis de NO en 
células 111usc11lares lisas a 1ra1·és del aporre de 811,. cNOS y iNOS= NO si11wsa consrirmim e 
111d11dhle. Para más de1alles consultar l!f re.\lo. 
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El mecanismo fundamental implicado en la relajación del músculo liso vascular 
inducido por el NO consiste en la reducción del calcio libre intracelular (36-38). Sin 
embargo. este mecanismo no es único puesto que parece existir otro independiente 
del calcio libre citosólico (38). 

La despolarización y la ouabaína, un inhibidor de Ja A T Pasa Na• .K+- dependien­
te, reducen la vasodilatación dependiente del EDRF (39,40,4 1 ). lo que sugiere una 
implicación de esta enzima en el efecto o liberación de este factor. 

La supresión del endotelio incrementa la vasoconstricción inducida por diferen­
tes agentes (10,42). Tal hecho podría ser debido a un efecto inhibitorio del EDRF 
sobre los mecanismos contráctiles de las células musculares lisas o a una inhibición 
de la liberación de este factor por esos agentes contráctiles. En cualquier caso, el 
EDRF parece interferir con e l desarrollo de la contracción, probablemente por sim­
ple antagonismo fisiológico. 

La estabilidad del NO es menor que la del otro poderoso vasodilatador endote­
lial prostaciclina. Este último compuesto posee una vida media de unos 3 min 
puesto que es rápidamente convertido en otro inactivo 6-ceto-prostaglandina 
F1 .. (43). La prostaciclina y el NO son antiagregantes plaquetarios y vasodilatadores 
por diferentes mecanismos. En efecto, el NO produce sus efectos por activación de 
la guanilato ciclasa (ver más adelante), que incrementa los niveles de GMPc de las 
plaquetas y de las células musculares lisas (44-46). Sin embargo, la prostaciclina 
produce efectos simi lares, pero mediados por la estimulación de la adenilato ciclasa. 
que incrementa los niveles intracelulares de AMPc (47). Además. los efectos del 
NO y de la prostaciclina se potencian para inhibir la agregación plaquetaria: así, el 
NO liberado de los neutrófilos y de otras células blancas incrementa el efecto 
antiagregante plaquetario de la prostaciclina endotelial (48). 

2.3. Características de las isozimas de la NOS 

La NOS es una enzima que está presente en una gran variedad de células. Se 
ha descrito Ja existencia de varias isoforrnas o isozimas de Ja NOS, dos de las cuales 
son constitutivas (cNOS) y otra es inducible (iNOS) por estímulos inmunológicos. 
La cNOS 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) (49-5 1 ). Así, la nNOS se expresa 
constitutivamente en cerebro (52, 53), médula espinal (54). ganglios simpáticos (55, 
56). nervios nitrérgicos periféricos (descritos previamente como no adrenérgicos no 
colinérgicos, NANC) (57. 58), glándulas suprarrenales (56, 59), células epiteliales 
del útero, pulmón y estómago (60), plaquetas (6 1. 62) y células pancreáticas (63). 
La iNOS usualmente no se expresa conslitutivamenle, y puede ser inducida 
por el lipopolisacárido bacteriano y las citocinas en los macrófagos (64-66), cé­
lulas endoteliales (67. 68), hepatoci1os (67, 69, 70), neutrófilos (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 citocmas, no siempre tienen esa ubicación o propiedad 
(51 ). Así, también se ha localizado la eNOS en las plaqueta!> (62) }' en ciertas 
poblaciones neuronales de cerebro (77) y la nNOS en los epitelios de tráquea y 
bronquios (78). Asimismo. la actividad y cantidad de las sintasas constuutivas. 
eNOS y nNOS. puede incrementarse. indicando que esas isofonnas son capaces de 
inducirse. Por el contrario. la iNOS. originalmente descrita como inducible en con­
diciones patológicas. también parece funcionar en condiciones fisiológicas (50). 
Así, el tratamiento con estradiol y durante el embarazo se incrementan los mRNAs 
para la eNOS y la nNOS (79). La distensión vascu lar in \'itro y el ejercicio crónico 
también incrementan la expresión del gen de la eNOS en el endotelio de aorta (50. 
80). La nNOS e 1NOS son enzimas predominantemente solubles o citosóhcas. mien­
tras que la nNOS es particulada o membrana! en más de un 90% (81 ). Recientemen­
te, se han desarrollado unos ratones mutantes ( <<knockout mice») que no expresan 
el gen de detenninadas isofonnas de la NOS (ver 82). como la 1sofonna nNOS (83) 
o la iNOS (84), lo que pennite anali.tar la importancia o implicación de una 1sofor­
ma en la función que se desea investigar. Estos animales abren una interesante vía 
para investigar la función del NO en determinados procesos. 

Se han purificado y clonado las isozimas de la NOS de diferentes fuentes. 
incluyendo cerebro de rata. macrófagos de ratón, células musculares lisas vascula­
res. células endoteltales bovinas. entre otras <20. 50. 85). 

La'> 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 1sozimas nNOS. 1NOS }' eNOS. los 
cuales están 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 proteínas de 1429 y 1433 aminoácidos. respectivamente. La 1denudad 
de la secuencia de esas proteínas 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 proteínas humanas comparten 
sólo el 57% de identidad de la secuencia de aminoácidos (29, 49. 50). El ténnmo 
NH2 de la eNOS posee unos 220 aminoácidos menos en su dominio ammoacídico 
que la nNOS. y puede reaccionar con el ácido mírístico (89) o palmítico, fonnando 
compuestos que íacilitan su localización en la membrana celular (20. 50). 

En la íNOS de macrófagos procedentes de roedores. se han observado unas 
especies de mRNA de 4 a 5 kb que codifican a una proteína de 130.6 kDa. 
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Su semejanza en la identidad de secuencia de aminoácidos con la eNOS y la nNOS 
es de sólo 51 % y 54%. respectivamente. En el riñón de rata. se han identifi­
cado dos fonnas diferentes de iNOS. cuya expresión puede inducirse de fonna 
diferente por el lipopohsacándo bactenano y las citocinas. lo que sugiere que 
algunos tipos de células llenen la capacidad de expresar diferentes isozimas de la 
iNOS (90). 

Todas las mencionadas isozimas de la NOS utilizan L-arginina así como oxíge­
no molecular y NADPH durante las reacciones carahzadas. Además. las tres 1sozi­
mas contienen un grupo hemo y requieren como cofactorcs a BH., f1avin adcnin 
dinucleótido (FAD) y llavín mononucleótido (FMN) (27. 52. 64). Se ha descrito 
que las citocinas, tales como el interferon-y o el factor a necrosante tumoral. incre­
mentan marcadamente las concentraciones de BH,. que es un cofactor lim1tante para 
la actividad de la NOS (91 ). La nNOS ) la eNOS son ennmas depcndicmes de 
calcio y calmoduhna (52. 81. 92. 93). mientras que la iNOS '>t: activa plenamente 
en ausencia de calcio exógeno o calmodulína y es regulada transcnpc1onalmente 
por vanas c1tocinas. La 1NOS puede también íijar calmodulina (65. 66). y de hecho, 
en macrófagos de ratón. esta fijación es tan fuerte que se puede considerar a la 
calmodulina como una subunidad de la iNOS (94). Esta iNOS produce una mayor 
liberación de NO y de más larga duración que la generada por la eNOS y nNOS 
que es pequeña ( 11. 50. 95). Ambas. las constitutivas y la iNOS. se inhiben com­
petitivamentc por la N<;_monometil-L-arginina (L-NMMA) y otros compuestos anú­
logos de la L-arg111111a ( 11. 18. 96) (Figura 1 ). mientras que la cn¿ima inducible se 
inhibe con corticoides ( 11. 97). 

La e:\OS ) la nNOS pueden fosforilarse. siendo la nNOS fosforilada por la 
proteína c1nasa 11 dependiente de calcio y calmodulina. proteína cinasa C <PKC) y 
proteína cinasa cAMP-dependiente (92. 93J. La fosforilación por la PKC produce 
una clara reducción de la actividad de la cn11ma (98). La fosforílación de la eNOS 
parece regular su translocación celular y. por tanto, su reactiv1dad a la d1stens1ón 
vascular. que produce liberación de hom1onas y agentes vasodilatadores. como la 
bradicidina. de las células endoteliales al ser estimuladas (20). 

Se ha descrito en células endotellales en cultivo que la actividad de la NOS se 
modula también por la PKC (99). Así. la inhib1c1ón de la PKC incrementa la acti­
vidad basal de la '>iOS y la estimulada por agomstas. mientras que su activación 
reduce la libernc1on de NO C 1 OO. 1O1 ). Sin embargo. no está claro s1 el resultado 
de tales intervenciones son consecuencia de un efecto de la PKC en la propia NOS. 
descrito en cerebro (92), o en la señal intracelular de calcio ( 100). Por consiguiente. 
un mecanhmo esencial por el que las cnrcrmcdades vasculares pueden interferir en 
la fonnación del NO endotelial es facilitando la activación de la PKC que inhibe 
el incremento de calcio posterior a la activación del receptor endotclial C97. 102. 
103). y también pueden inhibir la NOS directamente (93. 97). As1m1smo. el NO 
puede inhibir la NOS regulando su sintesis > actuando como un mecanismo de 
control endógeno 120. 10-t. 105 ). 
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Las f\OSs muestran un alto grado de homología en la secuencia de amino;ícidos 
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 carboxílica tcrmmal un 36% de identidad y un 58% de estrecha homolo­
gía ( 107) <Figura 2). De hecho. la NOS de los macrófagos de ratón se caracteriza 
espectral y en11mát1camente como una hcmoproteína del tipo P450 ( 108). La pre­
sencia de FAD y FMN y de la sorprendente homologia con la NADPH-citocromo 
P450 rcductasa indican que la NOS es la primera en11ma soluble P-lSO de mamí­
fero ca1alít1camcntc autosuficientc. comen1cndo una reductasa ) un dominio cito­
cromo P450 ( 106. 108). Además. los P450s m1crosomalcs hepáticos son capaces de 
catali¿ar la oxidación de la L-01 IArg a L-citrulina y a óxidos de nitrógeno. 111clu­
yendo el NO ( 109. 110). Se han descrito resultados -;imitares en células musculares 
lisas de rata en cultivo En tales células. la L-OHArg induce una fom1aci6n dos1s­
depend1cntc de nitrito. que se inhibe con m1conazol. un inhibidor de la citocromo 
P450 ( 111 ). 

SINTASAS DEL NO 
dominio oxidatlvo dominio reductasa 
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Es interesante comentar que las especies reactivas derivadas del oxígeno pueden 
contribuir a regular la actividad de la NOS. Algunos estudios indican que: (a) en el 
cerebro. la isoforma citosólica conviene a la L-arginina en NO a través del proceso 
catalítico que implica el O~ . el peróxido hidrógeno y probablemente el radical 
hidroxilo ( 112). y (b) el propio NO puede componarse como un inh1bidor de la 
actividad de NOS ( 10-+. 113. 114). En este caso. no está claro s1 la diana para la 
reactividad del NO es el tiolato unido al grupo hemo de la en71ma. que es un tiol 
crítico. otros am1noác1dos de las cadenas laterales de la enzima o un factor sensible 
a los procesos redox que normalmente están en contínua reposición en las células 
intactas ( 12. 115. 116). 

2.4. Mecan ismos de acción del NO 

t.:na serie de estímulos. tales como la 5-h1drox1triptamina, la acet1lcohna (ACh). la 
trombina. el ionóforo de calcio A23 l 87. el ácido araquidómco. cambio-. en la pre­
sión arterial. la est1mulación 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
dímero que contiene un grupo hemo así 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 endógeno para el NO es 
probablemente la mitad hemo de la guanilato ciclasa ( 117). El hierro del hemo es 
desplazado por el l!n lace ~0-guanilato ciclasa produciendo un cambio conforma­
c1onal de la en1ima. que a su vez activa al centro catalítico ( 117-120). El incremen­
to de GMPc produce relajación de las células musculares lisas por diferentes me­
canismos. Así. el GMPc activa la proteina cinasa GMPc-dependiente que fosfonla 
la cinasa de la miosina de cadena ligera (MLCK). que regula la actividad de la 
ATPasa de la actomiosina (22. 121. 122). La fosforilación de la MLCK disminuye 
su afinidad por calc10/calmodulina. reduciendo la fosforilación de la MLC que 
estabiliza la forma inactiva de la miosina (22. 122. 123) (Figura 1 ). La activación 
de la proteína cinasa GMPc-dependientc puede también producir fosforilac1ón de 
los transportadores de calcio. complejando el calcio intracelular lo que facilita la 
relaJaCi6n del músculo liso (22. 37. 44). Ln mecamsmo similar parece c-.tar impli­
cado en la inhib1c1ón de la agregación plaquetaria producida por el NO < 1 1. 36). 

3. ACCIONES CARDIOVASCL LARES DEL NO 

En la regulación de la contractilidad miocárdica. la agregación plaquctana y el 
tono vascular el NO tiene un papel importante (Figura 3). Por consiguiente. una 
alleración en la regulación de la formacion de NO se ha implicado en la patogénesis 
de cierta-. enfermedades. tale~ como la hipertensión. la aterosclerosis y la hipoten­
sión asociada al shod. séptico ( 11. 22). 
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El NO parece poseer un papel regulador directo de la contracti lidad m1ocárdica. 
Así. existe evidencia de que la NOS inducible y/o constitutiva está presente en los 
miocitos. tejtdo ventricular. pequeños vasos sanguíneos y células inmunes que se 
infiltran en el tCJtdo cardíaco ( 12.t. 125> Además. el NO endógeno parece regular 
la respuesta de los m1ocitos ventriculan!s de rata a estímulos adrenérg1cos ; coli­
nérgicos (22. 126) 

Los vasos de pequeño diámetro parecen ser capaces de producir una mayor 
liberación basal de EDRF-NO que otros de mayor diámetro (36. 127). Estos resul­
tados sugieren que e l NO está implicado en la regulación del tono del músculo liso 
vascu lar y la resistencia periférica. Asimismo. el NO panicipa en e l control del tono 
vascular periférico en arteriolas humanas ( 128). contribuyendo de forma importante 
al control de la presión arterial ( 129). El NO tumbién parece modular la distribución 
del tlujo sanguíneo entre las diferentes ramif1cac1ones de las arteriolas ( 130). lo que 
sugiere una importante función en la regulacicSn de la d1stribuc1ón del flujo sanguí­
neo en los lechos 'asculares (22). Diferentes e-.tímulos fisiológicos pueden partici­
par en la liberaci6n de NO. tales como la distensión \a-;cular. cambios en la con­
centración de calcio o en la tensión de oxígeno ( 131 ). Se ha sugerido que la 
distensión vascular producida en.Aa superficie luminal del endoteho en respuesta a 
incrementos del tluJO sanguíneo es e l estímulo fisiológico más importante para la 
liberación endotelial de NO (99). 

Asimismo. se ha descrito ampliamente la l:apaddad del NO pa1a inhibía la 
agregación de las plaquetas <3. 132. 133) y para desagregarlas <3. 36, 133), acciones 
acopladas a un incremento de los na veles de GMPc ( 11. 134 ). 

La regulación de la adhesión ; de la agregación plaquetar1a la e1erce el NO y 
la prostaciclina que actúan sinérgicamente ( 135 ). Sm embargo. el NO. en contraste 
con la prostac1chna. inhibe la adhesión plaquetaria (22. 36). 

Recientemente, se ha demostrado que el ONOO produce agregación de plaque­
tas lavadas y revierte la inhibición de la agregación inducida por prostaciclina e 
indometacina. Sin embargo, ONOO no posee capacidad proagrcgatom1 y actúa 
como un inh1b1dor de la agregación plaquetana en plaquetas a las que se les adi­
ciona plasma ( 136). Estos resultados opuestos son debidos a la presencia en plasma 
de ;\O ; S-nitro ... oglutat1on en cantidad suficiente para ejercer los efectos anuagre­
gantes observados. Por consiguiente. la acción de este agente depende de su entorno 
biológico ( 136). 

Otro efecto card1ovascular normal del NO es su capacidad para inhibir la pro­
liferación del músculo liso cardiovascular (22. 137) (Figura 3). 
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NO y el sistema 
cardlovascular 

Regulación del tono vasomotor 

Modulación de la contractilidad 
miocárdica 

Control de la proliferación celular 

Inhibición de la activación de las 
plaquetas, su adhesión y agregación 
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4. ENFERMEDADES VASCt:LARES Y ~O 

Se comentt) previamente que el NO posee un importante papel en procesos 
fis1ológ1co-., diferentes e interrclac1onados. tale.., como la neurotransmisíón, la con­
tractilidad rniocárdi<.:a. interacción plaquetas-endotelio. regulación del tono vascu­
lar. inrnunornodulac.:ión y citostasis (Figura 3). Por consiguiente, una reducción en 
su síntesis o en la eficacia de su sistema efector podría estar implicada en la pato­
génes1s de la h1pertens1ón. angina, vasospasrno y atcrosclcros1s: en otros casos. una 
producción excesiva puede ser mapropwda ) estar implicada en la h1potens1ón. 
sepsis. accidentes 1-.,quém1cos cerebrovasculares. depresión m1ocárdica y en las res­
puestas 111flamatonas ( 22. 138 ). Las diferentes alteraciones endotcl ialcs en esa!> 
enfermedades card1ovasculares se indican en la Tabla 1 y se comentan a continua­
ción. 

T abla l. Diferentes alteraciones endoteliales en las enfermedades \lasculares 

I. Reducción de la formación de NO o de su actividad o aumento de su metabo­
lismo. 

2. Incremento de la fom1ación de c1cos<moidcs contráctiles. de angiotensína 11 o 
endotelina. 

3. Aumento de la formación o reducci6n del metabolismo de radicales ltbres de­
rivados del oxígeno. 

4. fallmulac1on de la PKC. 
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4.1. NO e hipertensión 

La hipertensión causa cambios morfológicos que afectan al endotelio. a la ín­
tima y a las células musculares lisas vasculares de la capa media. Así, se han 
descrito cambios en el citoplasma, y en el tamaño y forma de las células endote­
liales ( J 39), así como en la replicación endotelial ( 140). La fntima y la media sufren 
cambios estructurales y bioquímicos. 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 presión arterial (143). Las 
al teraciones genéticas pueden dar lugar a una formación predominante de los fac­
tores contráctiles derivados del endote lio y a factores mitógenos que incrementan 
las contracciones inducidas por los agentes vasoconstrictores y reducen la luz vas­
cular. Entre las sustancias contráctiles producidas por el endotelio se incluyen el 
0 2 (7. 144). el tromboxano A2 (7. 145) y los péptidos denominados endotelinas 
( 146, 147). Parece que la hipertensión incrementa el estrés oxidativo en la pared 
arterial así como la formación del 0 2 • lo que conduce a una reducción de las 
relajaciones endotelio-dependientes que parece contribuir al mantenimiento de la 
hipertensión ( 148). 

La endotelina-1 es un potente agente vasoconstrictor formado por 21 aminoá­
cidos, producido a partir de un compuesto intem1edio menos activo, denominado 
proendotclina-1 ( 146, 147). Se han observado en pacientes con hipertensión esen­
cial incrementos significativos en la concentración plasmática de endotelina-1 con 
respecto a los niveles de este compuesto existentes en individuos normales ( 149). 
Sin embargo. la concentración plasmática de este potente agente vasoconstrictor 
está reducida en ratas espontáneamente hipertensas (SHR) y no modificada en ratas 
transformadas en hipertensas por tratamiento con el mineralcorticoide DOCA. aun­
que la reactividad vascular a este agente est<í 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 hipertensión. Estos agentes vasoconstric tores y los mecanismos antes descricos 
limitan la vasodilatación y perpetúan la hipertensión ( 143). 

La activación de la mitogénesis descrita en la hipertensión ( 143) se induce por: 
(a) incremento en la actividad simpática observada en la hipertensión ( 152). que 
causa un efecto trófico en los vasos ( 153. 154). y (b) liberación de agentes vaso­
activos, tales como endotelinas, angiotensina 11. 5-hidroxitriptamina. prostaglandi­
nas y tromboxano que pueden adicionalmente modular el crecimiento vascular ( 155. 
156). Otros mi1ógenos implicados son el factor de crecimiento 1ransformante B y el 
factor de crecimiento plaquctario ( l·B. 157). 

El análogo de la L-arginina. L-NMMA. que inhibe la fonnación endotelial de 
NO ( 158). produce hipertensión ( 11) y reducción de las relajaciones endotelio­
dependientes (7. 11, 159. 160). lo que sugiere una implicación del NO endotclial en 
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la regulaci6n de la presión arterial ( 129). Además. como en la hipertensión parece 
estar alterado el balance cmre la producción endotelial de agentes vasoconstrictores 
(incremento de la l'onnación de trombo.xano A1) y vasodilatadores (reducción de la 
síntesi\ de prostaglandinas y NO) (143. 161. 162); disbalance que parece participar 
en el desarrollo de la hipertensión. En efecto. la reducción de la síntesis de NO 
conduce a un incremento de la proliferación del músculo liso. dado que el NO es 
un inh1b1dor de la misma. como -.e ha comentado antenonnente. Todos estos hallaL­
gos explican la e\istencia de una excesiva vasoconstricción que da lugar a un 
aumento de la liberación de NO como mecanismo de defensa; 'i la cantidad de NO 
generada es insuficiente se producirá la hipertensión ( 163). Sin embargo. Tschudi 
el al. ( 16.+) demostraron en arterias mesentéricas de resistencia de rata que la hiper­
tensi6n se asocia a un incremento del metabolismo del NO. mientras que su libe­
ración no se altera. Esto puede ser importante en la patogénesis de la hipertensión 
y sus complicaciones vasculares. 

Se ha sugerido que la vía que conduce a la síntesis endotelial de \!O > al 
incremento de los niveles de GMPc puede estar alterada en la hipertensión ( 165 ). 
Un interesante candidato que podría estar alterado es el gen de la NOS. Sin embar­
go. se ha ob-,ervado recientemente que 'anantes moleculares comunes del gen de 
la NOS no están implicadas en la hipertensión esencial ( 165). por lo que se ha 
descartado e'ila hipótesis. 

Se ha dc,c:ri10 que h1 normali7ación de la presión arterial re'itaura la capacidad 
del cndotel10 para producir vasodilatación ( 166.167). Sin embargo, las relajaciones 
endotelio-independientes. como las inducidas por el nllroprusiato sódico. se inhiben 
menos o no se afectan con la h1pencns1on. indicando que no se alteran los meca­
nismos 1mphcado'> en la relajación ( 1 O. 1 38. 159. 168. 169). 

La reversión de la disfunción endotelial con el tratamiento antihipertens1\'0 des­
crito en modelos de animales hipcrtcnsos no se ha observado en pacientes h1pertcn­
sos ( 170>. La h1pertcns1ón se asocia usualmente a la capacidad de la ACh para 
inducir contracc1onc.., endotelio-dependientes en algunos vasos sanguíneos que con­
trarresta sus vasodilataciones endotclio-dcpcnd1entes. Diferentes estudios experi­
mentales indican que la disfunción endotelíal es consecuencia. pero no causa. de la 
hipenensión. aunque algunos estudios descnben una alteración cndotehal en los 
inicios de la enfermedad ( 170). 

El hecho de que el tratamiento antihipenens1vo eficaz clinicamente no re,taure 
la inhib1c1ón de las relajaciones endotelio dependientes en la h1pcrtcnsu5n esencial. 
sugiere que la disfunci6n endotelial es primaria o se hace im:vers1blc una \'e/ que 
la h1per1ens1ún e\l<Í c'tablecida ( 171 ). Adcrmh. se ha descrito que el tratamiento de 
larga duración. pero no de corta durac1(ln, con el antagonista de calcio verapamil o 
el inhib1dor del en11ma conversor de ang1otensina trandolaprilo mc,1ora la reh1Jac16n 
endotelio dependiente en la hipenens1ün por dehc1enc1a de NO producida al tratar 
rata' normotcnsas con el éster mct1hco de la \, ' '-n11ro-L-arg1111na (L-NAMEl Estos 
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resultados indican que el papel de otros sistemas vasodilatadores alternativos impli­
cados en la vasodilatación, que nonnalmeme participan mínimamenre en la regula­
ción del tono vascular. se incrementa con el tratamiento de larga duración con estos 
fármacos. Entre los posibles candidatos alternativos podemos mencionar al EDHF. 
prostaglandina E2• radicales libres de oxígeno y adenosina. Estas observaciones 
remarcan la importancia potencial de esos tratamientos en el control de la hipenen­
sión en la que está reducida la fomrnción de NO ( 172). 

Se ha observado la existencia de cierta heterogeneidad en la alteración endote­
lial inducida por la hipertensión, ya que se han descrito: (a) incrementos de las 
respuestas cndotcliales en diferentes modelos de hipertensión en rata ( 170): 
Cb) pequeñas disfunciones endoteliales en conejos hipertensos ( 170, 173). y (c) no 
modificación del incremento del ílujo sanguíneo del antebrazo causado por la ACh 
en pacientes con hipertensión esencial ( 174). En vasos aislados y en estudios in 
1·il'O. se ha medido la liberación basal de NO analizando las respuestas contráctiles 
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 contracción muy 
pequeña, pero incrementa la contracción inducida por la noradrenalina en una menor 
extensión en SHR que en ratas WKY normotensas ( 170.176). Estos resultados 
sugieren que la fomrnción basal de NO está disminuida en la hipertensión. Otros 
autores no observaron ninguna reducción en la liberación basal de NO en segmen­
tos aórticos de SHR ( 177). Analizando las variaciones producidas por la ACh en la 
circulación sanguínea del antebrazo humano. L-NMMA reduce la respuesta a la 
ACh en mayor extensión en nom10tensos que en hipertensos ( 128, 170), lo que 
sugiere una respuesta reducida a la ACh en la hipertensión ( 128, 178). La existencia 
de algún inhibidor de la NOS. como ADMA (dimetil argininas asimétricas) en la 
hipertensión. justificaría la reducción de la respuesta a ACh. como se ha observado 
en ratas srroke-prone SHR ( 179, 180). 

Además. se ha descrito la existencia de una inhibición en la formación de EDRF 
por la células endoteliales de los vasos umbilicales humanos en la hipertensión 
causada por el embarazo. que no se restablece por infusión de superóxido dismutasa 
o L-arginina (181 l. Tal reducción en la generación de EDRF es producida proba­
blemente por factores endógenos c11otóxicos formados en el embarazo. 

Los hallazgos anteriormente mencionudos sugieren que los mecanismos 
que subyacen en la dismmución de las relajaciones endotelio-dependientes en la 
hipertensión no están claros. siendo necesario analiLar si está implicada una libera­
ción 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 están reduci­
dos, lo que indica la existencia de un defecto en la respuesta o en la fomrnción de 
NO (97. 182. 183). Por el contrario. la liberación basal de NO parece estar incre­
menrada en esas ratas ( 184 ). así como la respuesta de la aorta a los agentes contrác­
tiles comparada con ratas nom1otensas sólo después de la supresión del endotelio. 
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Sin embargo. la respuesta fue similar o inferior a la nonnal en aorta hipcrtensa 
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 liberación 
o actividad del NO incrementada. Tales cambios no se asocian a alteraciones en las 
relajaciones a ACh. Estos efectos en la producción basal de NO pueden ser depen­
dientes de la duración de la hipertensión. porque en otros estudios este modelo de 
hipertensión muestra una disminución de la relajación a A Ch C 183. 185 ). 

Se ha comentado previamente que la reducción de las respuestas de los vaso­
dilatadores endotelio-dependiente'> podría ser debida a un incremento de los facto­
res contráctiles 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 antihipcrtensivo de los antagonistas de los prostanoides en 
ratas hipenensas ( 190. 191 ). La participación de la angiotensina 11. fom1ada a pan ir 
de la angiotensina 1 en las células endoteliales. en la hipertensión. actuando como 
un factor contráctil endotelial. es materia de discusión (97). 

Por consiguiente. en arterias procedentes de animales o individuos hipenensos. 
las respuestas endotelio-dependientes pueden estar impedidas por una libcración in­
crementada de factores contráctiles derivados del endotelio o una reducida: (a) libe­
ración de factores endoteliales vasodilatadores. tales como EDRF o prost<1ciclina. 
Cbl difusión de tale:-. factores a la-... células musculares li-.as vasculares. y (c) sensibi­
lidad de las células musculares lisas ,·asculares a ta ... sustancias vasodilatadoras (8). 

Recientemente existe un consen-.o de que la disfunción cndotelial se produce 
por la exposición crónica de las arterias a una excesiva pres ión arterial que da lugar 
a un incremento de la distensi6n vascular. Otros mecanismos pueden contribuir 
tales como diferentes factores de crecimiento implicado-... en la hipertrofia del mús­
culo liso de la pared anerial hipencnsa < 192). Estos factores pueden formarse en las 
células endotelialcs. las plaquetas o el propio músculo 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 receptores para 
los factores de crecimiento derivados de las plaquetas que regulan la liberación de 
NO ( 193). Por tanto. las alteraciones en b función de la célula endotelial causadas 
por la hipcnensil)n podrían ocurrir como una respuesta paracrina o autocrina a los 
füctores de crecimiento. 

La-... relajaciones dependiente:-. de cndotelio producidas por la perfusión intralu­
minal de ACh estün reducidas en arterias mesentéricas de resistencia de SHR. pero 
no cuando este agente se aplica extraluminalmente ( 176). Este hecho sugiere que la 
porción de endotelio ... ituada en el lado intraluminal. la müs expuesta a la presiün 
sanguínea. es la que est<i más deteriorada (8). 

'.\o todas la-. fonnas de hipertensión y todos lo-... tipos de \'asos mue-...tran altera­
ciones en la vía L-arginina-NO. Así. en la circulación coronaria de ratas SHR muy 
viejas. se ha descrito escasa alleraciún endotelial ( 194). E.xperimcntos de hioensayo 

241 



en aorta de SHR perfundida mue:stran una liberación de NO similar a la de la rata 
normotensa < 195). Dichos expenmcnto:s muestran también que Ja liberación luminal 
<le EDRF y prostaciclina mducida por ACh e histamina en SHR es normal o está 
levemente incrementada ( 195). Por consiguiente. en ciertas condiciones. la vía pue­
de estar incrementada. presumiblemente como un mecanismo contrarregulador (8). 

Se ha demostrado la influencia del sexo en la disfunción endotclial en la aorta 
<le SHR. Así. las relajaciones endotelio-dependientes mducidas por la ACh se pre­
servaron más en ratas hembras que en rata., machos ( 196). Sin embargo. las vaso­
dilataciones causadas por agentes donantes de ~O exógeno. como 01troprus1ato 
.,ódico. fueron similares en anillos aórticos sin endotelio de machos y hembras 
SHR. lo que descarta la existencia de diferencias en la reactividad del músculo liso 
al NO debida., al sexo. Probablemente. la mayor relajación inducida por la ACh en 
hembras <le SHR puede ser debida a una formacic>n endotelíal incrementada de 
EDRF-NO. Estos autores ya habían demo~trado por b1oensayo de superfus1ón una 
mayor liberación de EDRF-NO en la aorta toracica aislada de ratas hembras nor­
motensas que de ratas machos ( 196). Estos 1mes11gadores concluyeron que la-; 
hormona., se.\uales pueden regular la reactividad vascular endotelio-dependiente. y 
que la alteración endotclial menos severa en las hembras de SHR puede ser respon­
sable de las diferencias debidas al sexo descritas en cuanto a la extensión y la tasa 
de progre,1ón de la h1perten,ión en ratas SllR ( J 96). 

A finales de lo" año., '>Ctenta y¡1 '>C dc.,críb1ó el importante papel de los estero1dcs 
.,exuales en el desarrollo de la hipertensión en ratas SI IR < 197). así como que los 
estrógenos pueden redl1<.:1r s1gni ficantemente la presión 'anguínea ( 198. 199 ). Estu­
dios má' n.:cientes sugieren que la testosterona es responsable del desarrollo> man­
tenimienw de la hipertensión en ratas SHR <200. 201 ). El mecan1.,mo que sub}ace 
en el efecto de las hormonas sexuales es desconocido, siendo materia de discusi<ln 
si la prcsi6n arterial cle\ada e.,tá asociada al cromosoma Y (202. 20.~). Esto., datos 
sugieren que las honnonas -.exuales femenina' (C\trógenos > progesterona) pueden 
afectar poslli\'amente a la funci6n endotelial. lo que puede contnbuir a la lenta pro­
gresión y baja incidencia de hipertensión en las mujere' y animales hembras. 

Adem•i,. e\lsle -.:videncia epidemiológica que mue ... 1ra que la t«trencia de e'tró­
genos e ... tá asociada a una mayor incidencia de enfem1edade., cardiovasculares: este 
efecto beneficioso de los estrógenos puede c-.tar mediado por el endott:lio. puesto 
que los e1.,trógcnos parecen aumentar la producción de EDRF(s) en anímale., <79. 
204. 205 ) . .\s1mi,mo. los estrógeno' poseen propiedades antioxidantes s1gnifo.:ati­
\ as que pueden incrementar la "''ºdilatación endotelio-dependiente 197. 204. 206). 
} ser responsables de los efectos protectores de los e~trúgenos en las enfem1c<la<les 
card10\'a,culare' 1207. 208). 

Se ha descrito una ma}Or incidencia de h1pertens1ón en el emejecimiento no-
65</c de este grupo de población). y de la hipertensión sistólica aislada (alrededor 
del 18<;} de los ind1\ 1duo' de m:ís de 80 años! 1209-211 ). Los h1pertensos de edad 
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avan?ada poseen doble riesgo de sufrir aheraciones cardiovasculares que los jóve­
nes hipcrtensos (21 O. 212). y una mayor incidencia de ciertas enfermedades asocia­
das a la edad (212). Las propiedades v1scoclást1ca-. se modifican lo que conduce a 
un incremento de la rigidez vascular que part1c1pa en el aumento de la presión 
arterial -.istólica y de la presión 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 hipertensión parece incrementar, generalmente. el 
envejecimiento cardiovascular ( 176. 218. 217). La asociación de hipertensión y 
envejecimiento incrementa el riesgo de cambios en la modulación endotelial del 
tono vascular y del deterioro de la función cndotclial (218. 219. 220). 

Relacionado con la edad comentaremos los resultados que hemos obtenido. 
Hemos observado que concentraciones bajas de noradrenaltna inducen contraccio­
nes en anillos aórticos de ratas SHR y ratas WKY nom1otensas de 5 semanas. 
mientras que altas concentraciones producen relaJaC16n (221 ). Esta relajación se 
reduce y abole en anillos de ratas normotensas de 3 y 6 meses. respect1v<m1ente. En 
anillos de ratas SHR de 5 semanas y 3 meses. la relajación es parecida a la obtenida 
en ratas WKY de 3 > 6 meses. respectivamente. La Hlsodilatación inducida por la 
noradrenahna en ambas cepas se reduce por el inh1b1dor de la síntesis de NO. 
L-NAME. ) el propranolol. bloqueante de los ~-adrenoceptores. pero no se modi­
fica con la yoh1mbina. un bloqueante de los (L~-adrenoceptores. Estos resultados 
indican que la hipertensión produce efectos s1m1lan.:s a la edad avanzada. > que en 
<101 las de rnl<is WKY júvt:m:s ) SHR prt:hiperlcnsas. la nurndrenalina induce rela­
Jac1ones mediadas por activación de los B-adrenoceptores endoteliale-. y liberación 
de NO (221 ). El mecanismo exacto por el que el envejec1m1ento va-.cular reduce la 
relajaci6n endotelio-dependiente causada por la noradrenahna es desconocido: qui­
'ª la pérdida de respuesta al agonista de los (\-receptores relacionada con la edad 
es consecuencia de una reducción de la protema cinasa AMPc-depend1ente (222) o 
de la función de las proteínas fijadoras de GTP (223). 

4.2. NO y a terosclerosis 

Se ha demostrado que las vasodilataciones cndotclio-dcpend1entes en lechos 
vasculares periférico;; y coronarios se reducen en pacientes h1percolesterolémicos 
<97. 224. 225). Asimismo. se ha descrito que la administración de colesterol a 
coneJOs (226. 227). cerdos (228) y monos <229> produce h1percolestcrolemia. cre­
curnento de la ncoínt1ma y una relajación endotelio-dependiente anormal. El grado 
de reducción de esta rehtJación está asociada a la C\tens1on de las lesiones de la 
neoíntima (97 .230). lo que podría impedir al t\O alcan1ar el músculo laso. aunque 
esta hip6tes1s no explica completamente la disfunción antenonnentc de-;críta. El 
hecho de que la liberación endotelial de "10 parece estar di..,minuida <231 ). > que 
los antioxidantes incrementan las relajaciones endo1clto-dcpend1entes. sugiere que 
la barrera íisica no impide la transferencia de NO <230. 212. 233) > que otros 
proce..,m. pueden estar implicados. 
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Se ha descrito que la reducción de la respuesta de las células musculares lisas 
de las arcerias h1percolesterolémicas al EDRr-NO es debida posiblemente a una 
disminución de respuesta de esas células al GMPc (231 ). 

Diferentes investigadores han observado que la respuesta contr<íctil inducida por 
bajas concentraciones de 5-h1drox1triptamina está incrementada en las arterias hi­
percolesterolémícas (234. 235). aunque la má~1ma contracción está disminuida en 
algunos casos (236. 237). Tal efecto parece ser debido a la inducción de la NOS en 
células no endoteliales de la pared vascular artenosclerótica. que incrementa la 
síntesis de NO y reduce las contracciones. Así. la administracción de inhibidores de 
la NOS aumenta las contracciones en las arterias hipercolesterolémicm. de fonna 
similar en arterias con o sin endotelio (237). mientras que no se alteran en arterias 
normales san endotelio. Es posible iambién que las sustancias vasoconstríctoras 
derivada~ del endotelio se sinteticen en exceso en la hipercolesterolemaa <97). 

Los radicales labres derivados del oxígeno que producen oxidación de las lipo­
proteínas parecen 101c1ar la aterosclerosis <238) Estos lípidos oxidados presentes en 
las proteínas de baja densidad activan la adhesión de los monocitos a las células 
endoteliales (239). favoreciendo la entrada de tales células al espacio subendotelial. 
en donde se tranforman en macrófagos que captan lípidos a través del receptor 
barredor ( «scavenger») (97). Se ha observado en aortas de conejos -;uplementados 
con colesterol un incremento de tres veces en la formación de 0 2 en comparación 
con vasos Clmllolt:s. mecanismo implicado en la reduccíón de las rclajac1oncs en­
dotelio-dependientes e 148). 

Se ha descrito que las lipoproteínas de baja densidad son capaces de inducir 
contracciones endotelio-dependientes en arterias coronarias de cerdo (240). ) 
que las lipoprotcinas 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 part1c1pación de los radicales libres derivados del oxígeno 
(240) y de la lisofosfatidilcolina. la fracción lipídica de las liproproteínas de baja 
densidad oxidadas (241, 244). La alteración de la función de la célula endotelial 
por las lipoproteínas oxidadas causa disfunción del endotelio que puede ser el 
precursor de la aterosclerosis. Los cambios selectivos en las relaJacione-. endotelio­
dependiente-. descritos en las etapas iniciales de la hipercolesterolemia pueden ser 
debidos a la lisofosfat1d1lcolina. que ímpíde las vasodilataciones endotelio-depen­
dientes mediadas por activación de receptore'i, mientras que no 'ie afectan las 
inducidas por el ionóforo de calcio A23 l 87 } por los mtrovasodi !atadores: 
las relajaciones de estos últimos son independientes del endotelio (242. 245). 
Se ha sugerido la participación de la PKC en los efectos de e!'>as hpoproteínas 
oxidadas porque: (a) la PKC se activa por la lisofosfatidilcolina (245. 246); (b) el 
efecto deletéreo de los lípidos 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-depend1entc-. mediadas por ac11vac1ón de recepto­
res ( 103. 247). 
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Los \asos alerosclcróticos producen cantidades mayorc-. de O_ (248). lo que 
explicaría la reducción de la relajación inducida por el EDRF-NO } el NO exógeno, 
y el incremento de las relajaciones endotelio-dependientes en presencia de barredo­
res de radicales libres <97). La en11ma guanilalo c1clasa. otras enzimas y ciertos 
canales 1ón1cos que contienen grupos tioles esenciales sensibles a los proceso¡, 
rcdox pueden verse también influenciados por esos rndicab, C249). 

Aunque las relajaciones endotelio-dependientes parecen estar reducidas en la 
aterosclerosis, la producción de óxidos de nitrógeno eslü mas bien incrementada en 
aorta ele coneJO alerosclerólico (20). así como los niveles ele NO en tejidos de 
modelos in 1'ivo de aterosclerosis (250). El NO puede convertirse en otros productos 
al reaccionar con el 0 2 comportándose como un agente citoprotector (251 ). pero 
la biodisponibilidad del NO se reduce y puede ser 1nsuflc1ente para barrer el O? 
que está también presente en los ateromas. Un débil disbalancc entre la formación 
de NO y 0 2 puede contribuir gradualmente con el tiempo a la aterosclerosis (20). 

Se ha comentado anterionnente que la prolikrac16n de células musculares lisas 
vasculares puede inhibirse por el NO C22. 252) de aqu1 que s1 existe deficiencia en 
la formación de NO se facilitará esta proliferación. Ademüs. 'º" potentes mnógenos 
vasculares. tales como los factores de crec1m1ento derivados de las plaquetas. pue­
den inhibir la producción endógena de NO durante la aterogénes1\ C253). lo que 
facilita dicha proliferación. 

Se ha descrito una reducción en la producción de NO secundario a la angioplas-
11a o a la aterosclerosis (254). Esta disminución en la liberación de NO en un 
tcmtorio al estar el endotelio dañado puede conducir a: (a) una facilitación de la 
agregación plaquetaria al carecer del efecto opuesto del NO. (b) una vasoconstnc­
ción inducida por las plaquetas. al mantenerse la capacidad contráctil del músculo 
liso de alrededor, y (e) la adhesión de leucocllos; lodo:-. estos efectos contribuyen 
al proceso alerosclerólico (22, 131 ). 

4.3. NO y d iabetes melli tus 

Estudios realizados en vasos aislados tanto humanos <255) como de rata (256). 
y estudios 111 1·1\"o que evalúan el ílUJO sanguíneo en el antebnvo (257, 258) de­
mueslran la existencia de una disfunción de las células cndotcltales o una respuesta 
reducida al NO cndolelial en la diabetes <97). Observaciones recientes, uuhzando 
cultivos de células endoteliales y alias concentraciones de gluco .. a. muestran un 
mcremento de la apoptosis <259). sugmendo la ex1stenc1a de un daño endotelial 
potencial por la hiperglicemia en pacientes diabéticos Sin embargo. las relaJac1ones 
causada\ por el ionóforo de calcio A23 l 87 ) los nitro' asodilatadores no se modi­
ficaron. Estos dalos pueden explicarse por la capacidad de la diabetes para mterferir 
con la activación de los receptores endoleliales o por la existencia de un mcremento 
intracelular de calcio miciado después de la estimulac1ón del receptor <260>. 
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Al comienzo de la diabetes exis1c una disfunción selectiva de las respuestas de 
los vasodilatadores. como ACh y ADP. que producen relajaciones endotelio-depen­
dientes por ac11vación de recepcores endoteliales: esta alteración endotehal puede 
estar relacionada con cambios en la liberac16n o en la respuesta al NO C26 I ). Con 
una duración más prolongada de la d1abe1e ... el deterioro endotelial es má ... genera­
lizado. los niveles de GMPc parecen estar disminuidos. debido también a una re­
ducida liberación o acción del NO (262. 263). 

Una excesiva formación ) efecto de los c1cosanoides vasoconstnctores puede 
estar implicada en la reducción de las vasodilataciones endotelio-dependientes por­
que: (a) se ha descrito una síntesis incrementada de tromboxano A,. de prostaglan­
dina F10 , y del ácido 15-hidroxieicosatetraenoico en células endoteliales diabéti­
cas (264). (b) La indometacina es capa7 de normalizar la alteración de las relaja­
ciones endotelio-dependientes en artenas diabéticas (265). Los eicosano1des PGG1 

o PGH1• precursores del tromboxano y de las prostaglandinas, parecen estar impli­
cados puesto que las respuestas no se normalizan con la administrac10n de inhibi­
dores de la cromboxano sinteta-;a (265. 266). Además. la glicosilación de lipopro­
teínas de baJa dem.1dad parece estar 1mpltcada en la aterosclerosis acelerada 
observada en la diabetes (267). 

La respuesta reducida al NO en vasos diabéticos. cuyo mecanismo subyacente 
es desconocido. podría ser debida a una mayor deMrucción endotelial de NO. Esta 
alteración puede prevenirse con la administración de superóxido di-.mula!>a, porque: 
normah1a o previene las relajaciones endotelio-dependientes anom1ale" o las indu­
cidas por '\JO en 'ª"ºs diabéticos ( 148. 261. 268). Otros radicales libres. aparte del 
0 1 • pueden estar también implicados puesto que la catalasa y Ja defero\am1na. 
barredores del peróxido de hidrógeno )' del radical hidroxilo. también restauran la 
disfunción endotelial en la diabetes C268). fatos datos indican una excesiva gene­
ración de radicales libres en esta enfermedad que parecen participar en la reducción 
de la relaJ<tción endotelio-dependiente. Por 01ra parte. se ha descrito que la admi­
ni-;Lraci6n de L-arginina en la diabetes parece mejorar las relajacionc" endotelio­
depcndientcs reducidas. probablemen1c debido a una menor u1ilización de L-argini­
na por la NOS para sinteti1ar NO <269). 

La respuesta disminuida al NO puede deberse a una reducc1<1n de la ac11" 1dad 
de la guanilato c1clasa. a un incremento del metabolismo del GMPc. a una escasa 
acti\ 1dad de la proteína ctna.'>a GMPc-dependiente o a la alteración de la aclí\1dad 
de Ja A TPasa N · .K ·-dependiente que parece estar reducida en las arti::rias diabéticas 
(270. 271 ). El estar reducida la actividad de e-.ta ATPasa produce dcspolan1ación 
que por si misma disminuye la relajación inducida por el EDRF-NO ya que parece 
estar mediada. al menos en parte. por activación de los canales de potasio o bien 
la propia cn1ima puede par1icipar en la relajación a EDRF-NO (270. 271. 272). 

La reducida respuesta al EDRF-NO en la diabetes puede ser debida a una alte­
ración de la fom1ac1ón de produclos avan1ados de gltcos1lación (AGEsl <256. 273). 
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Estos productos se forman por un mecanismo oxidativo en el que la glucosa (en 
exceso en esta enfem1edad) reacciona directamente con las proteínas. Así. los AGEs 
son capaces de eliminar el NO C256). lo que explica que la respuesta a los nitro­
vasodilatadores esté reducida en la diabetes severa y prolongada. Los canales tóni­
cos y ciertas en1irnas pueden glicosilarse inhibiendo su función. Se ha descrito la 
capacidad de la aminoguanidina. un inhibidor de la síntesis de AGEs. para incre­
mentar las relajaciones endotelio-dependientes y las causadas por los nitrovasodi­
latadores en ratas d1abét1cas (256). lo que apoya la participación de los AGEs en las 
respuestas \asod1 latadoras disminuidas de la diabetes. 

4.4. NO, isquemia cerebra l y migraña 

Se ha descrito que el NO endotclial y ex<lgeno producen rcspuesrns vasodilata­
doras en los va,os cerebrales ( 134.1601. y que la producción endotelial de NO 
regula el flujo sanguíneo. protegiendo al ICJ1do cerebral de la isquemia ( 134. 274). 
Sin embargo. una excesiva producción de 1\0 es peligrosa para el cerebro por su 
neurotoxicidad (20. 275). Además. se ha propuesto que el NO es un importante 
mediador en la migraña y otras álgias vasculares cerebrales (276). propuesrn sus1en­
tada por el hecho de que la jaqueca v:1scular causada por la ni1roglicerina se parece 
a la de la migraña (20). 

-l.5. NO J .'icpsis 

En modelos :111imales de ... hock endotfo.ico. en el ... hock mducido por ci1ocina'> 
o incluso en el shock anafiláctico. la síntesis e\cesiva de NO parece ser responsable 
de la enfem1edad vascular asociada que consiste en una marcada vasodilatación e 
hipotens1lín El exceso de síntesi'> de NO es consecuenc ia de la inducci1ín de la 
iNOS cuyo clec10 puede ser bloqueado por tnhibidores de la NOS que rcsiauran la 
presi6n arterial y las respuestas vascu lares en esos modelos anímale'> !20. 277. 278). 
Se ha sugerido que las células endotehale'i regulan la síntesis de NO en las células 
mu!'>culares lisas en el shock séptico por 'iU capacidad para suplementar a esta\ 
última\ de BH, con el fin de consen <Ir la funci<ln del factor relajador inflamatorio 
endotelio-dependiente a través del '>lstema nitro,asodilatador (279) (Figura 1 ). 

La marcada vasodilatación que aparece en el shock séptico causada por el l\O 
puede c.\plicar Ja inhibición de la V<N>com.iricción inducida por agentes tale:-. como 
la dopumina <280). 

La sept icemia (281) o anaíilaxi.., (2781 también inducen una marcada deprcsi6n 
de la funci<ln contr<Íctil miocárdica. y se piensa que las citocinas modulan este 
efecto por inducción de la sínte'>is m10drd1ca de NO. 
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4. 6. NO, insuficiencia cardíaca e isquemia miocárdica 

Los nodos sinusal y auriculoventricular poseen una densa red de fibras y termi­
nales que presentan inmunoreacti\ idad por la NOS. lo que sugiere que el NO está 
implicado en el control de la frecuencia cardíaca. Además. en pacientes con cardio­
miopatía dilatada expresan iNOS en el m1ocard10 (20. 282) lo que conduce a un 
incremento de los 111veles plasmáticos de nitrato ( 20). Además, se ha observado que 
el incremento de la actividad de la iNOS se acompaña por un descenso de la cNOS. 
Este hecho sugiere que el NO puede tener un papel tanto fisiológico como patoló­
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 cardíaca, la excesiva producción de NO trata de atenuar los efectos 
contráctiles de esas su-.tancias vasoconstrictoras. Sin embargo, un exceso en la 
formación de NO puede reducir el tono vascu lar. pero también puede causar un 
cfecto directo motrópíco negativo y depresor cardiaco que no es bencflc1oso para 
c'ta cnfcm1edad (20. 22. 125. 283). 

La depresión m1odrd1ca que 'e ob'lcrva en la repcrfusi6n del miocardio isqué­
mico se produce por una producción e:xcesi\a de NO gencrada por las c1tocinas 
< 281 J. Ademá'i. en este período 1squémico se produce también Oi · que reac1ona con 
el NO. ante' mencionado. dando lugar a O\JOO que es un poderoso oxidante 
responsable en gran parte del daño m1ocárd1co producido ( 284 ). Por consiguiente. 
la ;uJmini.,tracilÍn de dunadurt:'> de 1\0 ínhihc la ¡..,4uc111ia pur ..,u, efecto.., relajantes 
e inhibidores de la agregación plaquetaria. y la inhibicit)n de la NOS parece prote­
ger contra cl NO que media el daño por repcrrusi6n. 

5. POSIB ILIDADES TERAPEUTICAS 

Se ha comentado que una disfunción en la forma<.:ion vascular de NO está 
implicada en la hipertensión. la aterosclerosis, la cliabcte .... la angina estable e ines­
table. el vasospasmo coronario. el iníano de miocardio y la insuficiencia cardíaca 
congestiva. Por consiguiente. es de interés cltnico el uso de fármacos que generan 
NO en e ... as enfermedades. 

Entre estos fflrmacos podemos incluir la administración directa de NO. fürmacos 
4ue liberan NO. cs1imulaci6n de receptores acoplado.., a la síntesi.., de NO a través 
de la vía L-arg111111a-NO. incremento de la acción del "10 endógeno o adm1111-.trando 
L-arginina. el o,;ustra10 de la ~OS para mrn:mentar su 'intesis (50. 285). 

S Donadore\ de M> 

Lo.., fürmaco.., más antiguo' capaces de generar NO son los nitrovasodilatadores 
4ue se han ut1ltzado para el tratamiento de la angina por más de 100 años > se 
utili1an todavía en diferentes situaciones Se pueden cla ... ifícar en d1s11ntos grupos. 
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incluyendo los nílfalos orgánicos (como la nitroglicerina). nítntos (como el nitrito de 
am1lo). el compuesto nitroso inorgánico denominado nitroprus1ato sódico. sidnoni­
minas (como la molsidomina y su me1abolito el SIN-1 ). )' los nitrosotioles (como 
S-nllroso-N-acetil-D.L-penicilamina) (50. 286). Todos estos íánnacos se denominan 
«donadores de NO» porque actúan como profármacos. ejerciendo sus efectos farma­
cológicos después de su bio1ransformac1ón en NO (286). Los tioles (con gru­
pos -S H). particularmente la cisteína. se requieren para la conversión no enzimática 
<le NO. y S-nilfosolioles. que iambién liberan NO, pueden generarse como compues-
1os inlermedios. Por el contrario. el nitroprusiato sódico libera NO espontáneamente. 
mientras que las sidnoniminas se transforman sucesivamente en sus metabolicos 
SIN-1 y SlN-1 A produciendo NO: en dicho proceso participa el oxígeno molecular 
y se genera también 0 2 ~ que puede reaccionar con el NO eliminándolo (50. 287). 

Existen algunas procesos pa1ológicos cardiovasculares que se tratan usualmente 
con donadores de NO tales como la angina estable e 111estable. el infarto de mio­
cardio. el vasospasmo coronario, y la insuficiencia cardíaca conges1iva. Los efectos 
beneficiosos de estos fármacos en la angina es debido a su efecto vasodilatador en 
los lechos arteriales y venosos y a su capacidad para producir vasodilatación de los 
grandes vasos coronarios, incrementando el flUJO coronario. Algunas enfermedades 
vasculares en las que las vasodila1aciones endoteho-dependíentes parecen estar 
impedidas. como en el síndrome de Reynaud. pueden ser también aliviadas por 
aplicación transdénnica de nitroglicerina (288). Existe una situación patológica aso­
ci;.1da a una fonnación reducida de NO. y es caso de las mujeres embarazadas con 
riesgo de preeclamps1a: en ellas se ha descrito que la infusión de la nitroglicerina 
incrementa el flujo sanguíneo en la arteria uterina (289). As1m1smo. se ha descrito 
que los donadores de NO, a parte de su efecto vasodilatador. pueden tener otras 
acciones biológicas clínicamente útiles como inhibir la agregación plaquetaria. caso 
del S-nitrosoglutation. a concentraciones que no afectan la presión arterial (290), 
por lo que podría utili¿arse como antitrombótico. 

5.2. L-Arginina 

La L-arginina es un aminoácido esencial para el crecimiento en la infancia y un 
sustrato para diferentes e importantes enzimas como. arg1nasa. NOS. arginina de­
carboxilasa. etc. (291 ). La arginasa es la clásica enzima que catabol11a a la arginina 
en el ciclo de la urea ) la arginina decarboxilasa caiahza la transfonnac1ón de L­
arg1nina en agmatina (291 ), un agonista endógeno de los a,-adrenoceptores (292) 
que puede estar implicado en los efectos antihipcnens1vo ... de la L-arginina (291 ). 
Regunathan et al (293) describieron que en aorta de rata ) mú-.culo liso vascular 
contienen agmatina. y que en membranas de aorta de rata y células endoteliales en 
cultivo. pero no en células musculares lisas. expre-.an cantidades significativas de 
arginina decarboxilasa. Asimismo. obsel"\iaron que el musculo hso vascular ) el 
endotelio contienen receptores imidazólicos. cuya est1mulac1ón 111h1be la prolifera­
ción del músculo liso vascular. que esos receptores pueden ser funcionalmente 
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activos y que las célu las endoteliales sintetizan agmatina. También se ha descrito 
que la agmatina y su metabolito hidroxiagmatina producen relajación cndotclio­
dependiente mediada por la formación de NO que puede ser generado por una vía 
biosintética similar a la de la L-argimna a citrulina a través de L-OHArg: tanto 
agmatina como su compuesto rudrox1lado pueden ser precursores ahema11vos para 
la biosíntes1s de NO (294). Estos datos ... ug1eren que el mecanismo básico de la L­
arginina es complejo. 

Las concentraciones plasmáticas de L-argintna están entre 80-120 µM siendo 
mayores (por encima de 1 mM) sus concentraciones intracelulares (50.291 ). Existe 
un exceso tisular de arginina porque su Km como sustrato para la NOS está en la 
región de 1-1 O µM. 

En coneJOS alimentados con colesterol y en pacientes hipercolesterolémicos. la 
infusión de L-arg1n1na mejora la dilatación endotelio-dependiente (295). sugiriendo 
que un aumento en la formación de NO limita la progresión de la aterosclerosis (97. 
296). Así. la administración intravenosa de L-arg1rnna produce \asodilatación en 
individuos normotensos por incremento de la producción de NO (297). 

En algunos pacientes hipertensos se ha observado que la administración intra­
venosa de L-arginina produce una disminución de la presión arterial media. incre­
mento de la frecuencia cardíaca y del gasto cardíaco y una reducción de la resis­
tencia periférica total. Todos estos efectos son indicadores de un aumento de la 
liberación de NO durante su administración <298. 299). La concentración plasmá­
tica de L-citrullna y GMPc se incrementan significativamente a los 20 min. Las 
catecolamina., plasmáticas .> la acti\ ídad de rcnina no muestran cambios significa­
tivos. excepto en pacientes con h1penens1<m renovascular. En todos los pacientes. 
los niveles de aldosterona plasmática disminuyen s1gnificantementc en respuesta a 
la administración de L-arginina. sin considerar los niveles basales de act1v1dad de 
renina y los niveles de aldostcrona. fato!'> resultados indican que la L-argínina 
exógena produce vasodilatación por incremento de la producción de NO y que la 
L-arginina o la liberación de NO. modula la secreción de hom1onas neuroendocri­
nas en individuos hipertensos (299). 

Se desconoce si los efectos del suplemento de L-arginina se deben a su biotrans­
formactón en ~O o a que pueda estar promO\ 1endo la utilización del sustrato en­
dógeno. Es interesante investigar s1 los incrementos en la concentración plasmática 
de L-arginina conducen a una mayor formación fisiológica de NO en alguna zona 
localiLada o en el conjunto del organismo. 
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1. INTRODUCCION 

Desde el punto de vista clínico, el etanol es la sustancia hepatotóxica más 
esrudiada debido a su utilización de manera abusiva por el ser humano y al impacto 
del consumo del etanol en la incidencia de enfermedad hepática. El metabolismo 
del etanol comienza en la mucosa gástrica, pero es el hígado el órgano que se 
encarga principalmente de su metabolismo y eliminación y el que más sufre sus 
efectos tóxicos. A pesar de que las iníluencias genéticas. inmunológicas y nutricio­
nales juegan un papel importante en la patogénesis de la enfermedad hepática al­
cohólica, se asume que el etanol es hepatotóxico per se. Buena parte de los meca­
nismos celulares que intervienen en la citotoxicidad del etanol permanecen aún 
controvertidos, debido a la gran cantidad de modelos experimentales de hepatotoxi­
cidad inducida por el etanol. 

El estrés oxidativo es el resultado de una alteración en el equilibrio prooxidante/ 
antioxidante celular. en favor de la oxidación. El metabolismo del etanol en el 
hígado puede inducir la producción de radicales libres y especies reactivas de oxí­
geno, capaces de oxidar lípidos y ocasionar lesiones en las membranas celulares. 
Existen evidencias que demuestran la intervención del etanol en la peroxidación de 
lípidos y está claro que el estrés oxidativo originado como consecuencia de la 
oxidación del etanol, juega un papel clave en la patogénesis de la lesión hepática 
asociada al alcoholismo ( 1 ). 

Los factores que conducen a la enfermedad hepática inducida por el etanol son 
muy diversos y entre ellos cabe citar, las alteraciones en el estado de oxido-reduc­
ción celular, la inducción del sistema microsómico de oxidación del etanol depen­
diente del citocromo P-450, la desviación del metabolismo del etanol desde la 
alcohol deshidrogenasa (la vía fisiológica normal) hacia el sistema de oxidación 
microsómico ubicado en el retículo endoplásmico, el mayor consumo de oxígeno 
por este sistema, la generación disminuída de ATP y el bajo estado energético 
intracelular (2, 3). 

2. METABOLISMO OXIDA TIVO DEL ETANOL 

En el hepatocito de los mamíferos, el etanol se oxida a acetaldehido por tres 
vías: La alcohol deshidrogenasa (ADHJ. en.lima citosólica de importancia primor-
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dial cuando el etanol se ingiere de manera esporádica y en dosis moderadas (Figura 
1, A); el sisrema microsómico de oxidación del etanol (SMOEJ dependiente del 
citocromo P-450. ubicado en el re tículo endoplásmico, sistema adaptativo que juega 
un papel importante en la intoxicación etílica crónica, (Figura 1, 8 ); y el metabo­
lismo peroxisómico del etanol, catalizado por la cata/asa en presencia del Hp 2 

generado por acción de la NADPH oxidasa. Este último sistema parece ser de 
menor importancia por s u escaso grado de contribución a la oxidación del etanol 
(Figura 1, C) ( 1-3) 

Alcohol deshidrogcnasa 
A. Etanol + NAO+ ---------Acetaldehido + NADH + H+ 

SMOE 
B. Etanol + NADPH + H+ + 0 2 • Acetaldehido + NADP+ + 2H20 

NADPH oxidasa 
NADPH + H+ + 0 2 • NADP+ + H20 2 

catalasa 
Etanol + H20 2 • Acetaldehido + H20 

FAEE sintctasa 
D. CHr CH20H + HOOC-R • CHrCHrOOC-R + H20 

Figura l. Metabolismo oxídatí1·0 (A · CJ y 110 oxídativo (DJ del etanol 

La oxidación del etanol a acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa genera e l 
coenzima nicotinamido adenin dinucleótido en su forma reducida (NADH) a expen­
sas del mismo coenzima en forma oxidada (NAD+), y su actividad está cond iciona­
da a la reoxidación del NADH a NAD '. Esto se consigue a través de diversos 
sistemas de oxido reducción en e l 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: acumulación 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 ácido úrico (hipe­
ruricemia); alteraciones en el metabolismo de la glucosa (5), generación de purinas, 
depleción del ATP, etc. El incremento en la síntesis de ácidos grasos (lipogénese­
sis), demostrada en casos de intoxicación etílica, es otra de las vias de utilización 
del exceso de equivalentes reductores (6). 

Existe una alcohol deshidrogenasa en la mucosa gástrica que metaboliza el 
etanol cuando éste se ingiere unido a la dieta. en dosis denominadas «Sociales» <7-
10). La ADH gástrica. ha sido ya aislada y existe en tres formas caracteri zadas por 
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ETANOL -/-..,,_~,,...-~IJJI> ACETALDEHIDO 7 ~ 1JJ1> ACETATO 

NAO + NADH NAO+ NADH 

Oxalacetato 

NADP+._ __ _ 

NADPH ----.L. 
ACIDOS 

GRASOS 

Piruvato / 

NADH 

~!Lactato! 
NAO+ 

Figura 2. lmerrelaciones del meraholismo del etanol en el citoplasma del hepatocito. 

presentar diferentes afinidades por el etanol (Km alta, baja e intermedia). La ADH 
gástrica presenta una variabilidad étnica y se sabe que el 80% de los japoneses 
carecen de una de las isoformas. La ADH gástrica se inhibe por fármacos, no existe 
en indivíduos que han sufrido la gastrectomía ni en alcohólicos crónicos y está 
inhibida en casos de ayuno ( 11 ). La actividad de la alcohol deshidrogenasa gástrica 
es significatívamente menor en el sexo femenino (12). Esta vía primera del meta­
bolismo del etanol puede llegar a metabolizar en el estómago una fracción consi­
derable del etanol ingerido. evitando su paso a la circulación sistémica ( 13) 

Los sistemas enzimáticos implicados en la oxidación del etanol antes mencio­
nados presentan distinta afinidad por el etanol, calculada por la constante de Mi­
chaelis (Km). En Ja ADH hepática la Km fluctua entre 0,2 a 2 mM, en la ADH 
gástrica entre 40 a 100 mM (2) y en el SMOE entre 8 a 10 mM. Esto indica que 
la ADH hepática. aunque sea la más abundante. por su elevada afinidad por el 
etanol se satura a concentraciones muy bajas, mientras que la ADH gástrica al 
poseer una Km muy elevada (baja afinidad), puede actuar frente a concentraciones 
de alcohol más altas y actuar así como mecanismo «protector» que previene del 
efecto de cantidades saturantes de etanol en la circulación periférica. El SMOE. 
dependiente del citocromo P-450, es la vía de emergencia que actúa cuando la 
cantidad de etanol sobrepasa la capacidad de la ADH hepática y se caracteriza por 
su capacidad de ser inducida en caso de alcoholismo crónico. La isoforma del P450 
que se induce por el etanol es en su mayor parte la 2E 1 codificada por el gen 
CYP2EI (14, 15). 
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La vía no oxidativa del metabolismo del etanol (Figura l, 0) implica la forma­
ción de ésteres etílicos de ácidos grasos de cadena larga, catalizada por la ácido 
graso etil ester (FAEE = fatty acid ethyl ester) sintetasa. Esta vía es muy operativa 
en fetos cuando se administra el etanol por vía inlraperitoneal a ratas preñadas en 
detem1inados momentos de la gestación ( 16). y existe tambien en diversos órganos 
como miocardio. corteza cerebral. páncreas. hígado y médula ósea ( 17). 

2.1. Efecto del etanol sobre el NAO• 

A pesar de que uno de los requerimientos de la AOH hepática para oxidar el 
etanol es la recuperación del nicotinamido adenin dinucleótido 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 disminución del NAO· por varias 
vías. Una de ellas es estimulando la formación del NAO~ mediante la activación 
de la NAD• quinasa, la única reacción conocida que. en presencia de ATP. convier­
te el NAD• en NADP+ ( 18, 19). El descenso en la concentración intracelular del 
NAD+ por esta vía, puede llegar a ser del 15% ( 19). Otra vía utilizada por el etanol 
para consumir NAD+ es mediante la activación de otras enzimas. como la NAD•­
hidrolasa y la poli (ADP ribosa) polimerasa, ambas necesarias para ADP-ribosilar 
las proteínas nucleares implicadas en el proceso de reparación del DNA (Figura 3) 
(20). La depleción del NAO+ presenta alteraciones metabólicas importantes. entre 
ellas la de limitar. no sólo la oxidación del etanol por la vía de la alcohol deshidro­
genasa, sino tambien la de bloquear la formación de los resíduos de ADP-ribosa 
de las proteínas nucleares con consecuencias sobre la reparación y proliferación 
celular (21 ). 

NAD' quinasa 

NAO++ ATP-----.. NADP+ + ADP (15%) 

NAD' hidrolasa 
._ ____ ..,. ADP-ribosa 

ADP-ribosa polimcrasa 

ADP-ribosilación proteínas 
(reparación DNA) 

Fig11ra 3.- \lías inducidas por el c'ta110/ que co11s11111e11 NAD '. 

2.2. lnduccion del sistema microsómico de oxidacion del etanol (SMOE) 

El mecanismo que conduce a la lesión hepática 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) inducción del SMOE. (c) elevada 
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concentración de etanol en sangre y (d) disminución del oxígeno hepático. Por otra 
parte, la ingestión crónica de etanol al inducir el SMOE en el hepatocito, promueve 
una serie de alteraciones debidas al incremento del consumo de oxígeno, al incre­
mento en el gradiente de tensión del 0 2 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 CYP2E 1, la cual se eleva de 5 a 1 O veces, por activación transcrip­
cional del gen CYP2El o por estabilización del mRNA CYP2EI. A dosis bajas de 
etanol la inducción se verifica a nivel post-traducional, mientras que a dosis ele­
vadas la inducción se verifica en Ja transcripción (2, 15). 

El citocromo P450 2EI se encuentra distribuído de manera heterogénea en el 
espacio acinar siendo más abundante en la región perivenosa del acino. Su induc­
ción en la vecindad del terminal venoso. unida a la menor presión de oxígeno 
existente en esta zona, son factores que impiden la recuperación del NAO•. Todo 
ello, si va asociado además, con una prolongada ingestión de etanol, favorece la 
iniciación de la secuencia de eventos que va a conducir al estrés oxidativo y a la 
peroxidación lipídica (22 - 24). Por tanto, la desviación del metabolismo del etanol, 
desde la alcohol deshidrogenasa citosólica al sistema microsómico de oxidación del 
etanol. es lo que va a producir la hipoxia relativa en la región perivenosa del acino. 
la cual va unida a un descenso en la generación del ATP y en el estado energético 
celular. En condiciones de máxima inducción, el citocromo P4502E1 llega a alcan­
zar en las células peri venosas. concentraciones entre 50 y 100 µM. 

Esta isoforma P450 2E 1 cataliza tambien la oxidación de diversas hepatotoxinas 
y solventes y exhibe en presencia de NADPH una elevada capacidad de consumir 
oxígeno. Los ácidos grasos de la dieta ejercen gran influencia sobre la inducción de 
la expresión del CYP2E 1 por el etanol, de manera, que una dieta rica en ácidos 
grasos poliinsaturados (linoleíco), estimula dicha inducción. Por ejemplo, al com­
parar la adición a la dieta de grasa de buey (0,7% linoleico) o de aceite de maíz 
(58% linoleico). se ha observado que el aceite de maíz, por su mayor contenido en 
linoleico, es el que produce una estimulación mayor sobre la inducción, dependiente 
del etanol, del sistema microsómico de oxidación en general y del CYP2E 1 (24). 
La evidencia de que el sistema CYP2EJ sea capaz de inducir la peroxidación lipí­
dica en las areas perivenosas en momentos previos al desarrollo de la lesión alco­
hólica hepatocelular ha logrado convencer de la implicación de la lipoperoxidación 
en Ja enfermedad hepática alcohólica (25-27). 

La peroxidación lipídica inducida por el etanol es el resultado. no sólo de la 
elevada generación de radicales libres y especies reactivas de oxígeno, sino tambien 
de la actividad deficitaria de los mecanismos de defensa responsables de la elimi­
nación de dichos radicales. Los mecanismos implicados en la generación de espe­
cies activas de oxígeno durante el metabolismo del etanol incluyen los siguientes: 
(a) la cadena mitocondrial de transporte electrónico (28), (b) el sistema microsómi-
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co CYP2E 1 y la citocromo P450 NADPH reductasa (29, 30) (c) la xantina oxidasa, 
aldchido oxidasa, NADP oxidasa, etc, ( J-3) 

Las evidencias sugieren que los sistemas microsómicos son la fuente más im­
portante de especies reactivas de oxígeno en casos de intoxicación etílica crónica 
debido a la inducción 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 hígado de ratas inducidos con etanol generan más actíva­
mente el radical hidroxilo ("OH), en presencia de NADPH como reductor microsó­
mico (3 l) y se ha observado que dicho radical ataca al DNA produciendo roturas 
en sus cadenas. 

La cadena respiratoria mitocondrial es una de las fuentes fisiológicas del anión 
superóxido. La mitocondria posee una superóxido dismutasa activa que destruye 
dicho anión con producción de peróxido de hidrógeno, 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 
generación del anión superóxido en la mitocondria (28). A pesar de los mecanismos 
de defensa, parte del peróxido de hidrógeno puede escapar de su eliminación enzi­
m<ltica y reaccionar, en presencia de hierro (34). generando radicales más agresivos, 
como el radical hidroxilo, que alteran la función y estructura de la mitocondria. El 
metabolismo hepático del etanol puede originar una situación de estrés oxidativo y 
peroxidación lipídica (26. 27). El estrés oxidativo originado. en casos de intoxica­
ción aguda. afecta particularmente a la mitocondria ya que la oxidación del etanol 
por la alcohol deshidrogenasa hace que la mitocondria genere mayor cantidad de 
especies reactivas de oxígeno. Estas especies reactivas afectan a la membrana mí­
tocondrial aumentando su susceptibilidad a la lipoperoxidación y disminuyendo los 
niveles mitocondriales de GSH (35). Tambien estas especies y los productos deri­
vados de la peroxidación lipídica 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 generación de especies 
activas de oxígeno especialmente en casos de baja tensión de oxígeno en las areas 
perivenosas (32, 38). La elevación del NADH y la degradación de los nucleótidos 
de adenina favorecen la fonnación de radicales libres via xantina oxidasa C39). Por 
otro lado, el hierro juega un papel destacado en los mecanismos de peroxidación ya 
que el acetaldehido por acción de la aldehido oxidasa inicia la movilización del 
hierro a partir de la fcrritina (34). El incremento del cociente NADH/NAD' favo­
rece esta movilización y el hierro libre actúa como catalizador importante en la 
generación del radical hidroxilo mediante la reacción de Fenton (29). El radical 
hidroxilo ( OH) presenta una agresividad mucho más elevada que el anión superóxi­
do y el peróxido de hidrógeno. y al contrario que estos dos últimos. no se conoce 
hasta la fecha ningún sistema enzimático que bloquee su acción. 
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Se ha considerado que son los hepatocitos la fuente primaria de los radicales de 
oxígeno en los alcohólicos, dado su papel preponderante en el metabolismo del 
etanol, pero otras células hepáticas pueden tambien contribuir a este proceso. Así. 
las células de Kupffer son una fuente importante de radical superóxido en casos de 
intoxicación etílica (40, 41), debido a la inducción del CYP2EI en ellas, por efecto 
del etanol. La consecuencia de la generación de especies reactivas de oxígeno 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 
activación de las células lto para la producción de colágeno. Se sugiere, por tanto, 
que la generación de especies activas de oxígeno inducida por el etanol en las 
células de Kupffer, puede jugar un papel en la expresión del TGF~ 1 y en la fibro­
génesis. 

2.2.1. Inducción del CYP 2El en células de Kupffer 

Las células de Kupffer, los macrófagos residentes en hígado, intervienen de 
manera importante en la patogénesis del alcoholismo (42). Estas células poseen 
cuando se activan, además de su misión de defensa inmunológica, funciones modu­
ladoras de otras células hepáticas mediante la secreción de mediadores tales como 
citoquinas y especies reactivas de oxígeno. El etanol actúa sobre las células de 
Kupffer alterando su función celular a nivel de fagocitosis (43, 44) y produciendo 
cambios en la liberación de citoquinas (TNFa, y TGF~) (45-47) y en la generación 
del anión superóxido. Estas alteraciones son importantes porque pueden contribuir 
a la iniciación de la fibrogénesis alcohólica, ya que el TGF~. las especies reactivas 
de oxígeno y los productos de la peroxidación lipídica, inducen la síntesis de las 
proteínas de la matriz por los fibroblastos y las células flo (48). Aunque el CYP2E 1 
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 et al. 
(41 }, ha demostrado la inducción del CYP2EI en células Kupffer de rata con intoxi­
cación etílica crónica. La inducción relativa fué de la misma magnitud que en 
hepatociros. pero el contenido en CYP2E 1 fué 1 O veces menor. 

La inducción del CYP2EI en células de Kupffer por el etanol provoca en estas 
células serias consecuencias debidas a la elevación intracelular de acetaldehido. Se 
ha observado que la contribución relativa del CYP2E 1 de estas células a la gene­
ración total de acetaldehido puede ser más elevada que en los hepatocitos (49). En 
células Kupffer de murinos los inhibidores del citocromo P-450 inhiben el metabo­
lismo del etanol en más 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 crónico tiende a elevar el metabolismo del etanol en 
estas células, lo cual sostiene la hipótesis de que el CYP2E 1 inducible por etanol 
es el principal sistema operativo. De ser así, una inducción que eleve varias veces 
la cantidad de CYP2EI supondría una producción 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 proteínas, incluso al propio CYP2E 1 (51 ), y formar aductos 
estables con las proteínas. los cuales pueden actuar como neoantígenos. Como las 
células de Kupffer son capaces de presentar antígenos a los linfocitos (52). es 
posible que la formación de estos aductos origine una respuesta inmunológica. 
Esto es importante porque existen evidencias de que los anticuerpos producidos 
frente a Jos aductos acetaldehido-proteina contribuyen al desarrollo de la hepatitis 
alcohólica (53). La producción 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 función de las células de Kupffer se basa en su 
capacidad para unirse a la cisteina y al glutation. disminuyendo así la concentración 
de glutation (55). 

El CYP2E 1 al oxidar el etanol a acetaldehido genera especies reactivas de 
oxígeno las cuales pueden iniciar la peroxidación lipídica microsómica (56. 57). 
Cuantitatívamemc la peroxidación lipídica dependiente del CYP2El es mucho más 
pronunciada en hcpatocitos que en células de Kupffcr. Sin embargo, el incremento 
en la lipoperoxidación en las células de Kupffer puede dar lugar a fenómenos 
diferentes. Las células de Kupffer se sabe que son importantes moduladores de la 
activación de las células Ito y los productos de la peroxidación lipídica estimulan 
la producción de colágeno por estas células (58). Adem<1s, se ha demostrado que la 
expresión de un importante mediador de la fibrogénesis hepática, el TGFB, se 
inhibe por la acción antioxidante del a-tocoferol (59), sugiriendose un posible papel 
de las reacciones de peroxidación en la regulación de la expresión génica del TGFB. 
El que el CYP2E 1 de las células de Kupffer influya en tal regulación y juegue un 
importante papel en la iniciación de la fibrogénesis hepática supone un avance en 
el conocimiento de la patogénesis alcohólica. que necesita ser más estudiado. 

3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO GENERADAS 
EN EL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL 

Las especies reactivas de oxígeno se generan como subproductos en el proceso 
de reducción del oxígeno molecular que tiene lugar para la formación de Hp. El 
proceso requiere la adición secuencial de electrones. La figura 4 muestra la forma­
ción del anión superóxido, el peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo (60). 

La formación de estas especies de oxígeno. especialmente el anión superóxido. 
ocurre en condiciones normales en la cadena respiratoria mitocondrial, a nivel de 
la NADH deshidrogenasa y la ubiquinona. La administración aguda de etanol eleva 
significatívamente la generación de este anión debido a que el exceso de NADH 
producido en la oxidación del alcohol, vía alcohol deshidrogenasa, promueve la 
actividad de la cadena electrónica mitocondrial (28). Otro sistema enzimático, ya 
citado anteriormente, que genera anión superóxido en hígado por efecto de la ad­
ministración aguda de etanol, es la xantina deshidrogenasa/oxidasa citosólica (61 ). 
La xantina deshidrogenasa. dependiente de NAO+ se inhibe en presencia de los 
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e- + 2H + e - + 2H+ - + 2H+ e 

~ \ \ 
o·- ... H20 2 ~·OH • H20 2 

L-+n il H20 

... __...__. ... --+ 
SOD catalasa + peroxidasa 

i 
complejo citocromo oxidasa 

Figura 4. Formación de especies actims de o.1f!(e110 por adici611 de electrones al o.1íge110 
molecular. 

elevados niveles de NADP+ generados por el etanol en su metabolismo microsómi­
co, con lo cual el sistema enzimático se comporta corno xantina oxidasa. El rneta­
bol isrno de las purinas, via xantina oxidasa, produce radicales de oxígeno 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 cél ulas de esta región del 
acino. El acetaldehido influye tambien en la activación de la xantina oxidasa por su 
efecto sobre los grupos -SH libres. La superproducción de anión superóxido por 
efecto del etanol, se debe a la mayor afinidad de la xantina oxidasa por sustratos 
corno la hipoxantina y la xantina. generados en la degradación de los adenin nucleó­
tidos, que se activa, a su vez. en presencia de etanol (62). 

El sistema rnicrosórnico de oxidación del etanol dependiente del citocromo P-
450 es un sistema generador de especies reactivas de oxígeno. El funcionamiento 
de esta monooxigenasa de función mixta implica. en primer lugar, la unión del 
citocromo P-450 con el sustrato lo cual perturba el equilibrio de la molécula y 
fac ilita Ja entrada del primer electrón, con la intervención de la NADPH citocrorno 
P-450 reductasa. Esto hace que el Fe·~ del citocromo P-450 pase a Fe'2 (Figura 5). 
La oxigenación se inicia por unión del 0 2 al Fe' 2

, lo que dá lugar a un intermediario 
que se encuentra en equilibrio con su forma resonante Fe•3 (02 ). Se verifica enton­
ces la transferencia del segundo electrón con la intervención del citocrorno bs- El 
siguiente paso implica la rotura del enlace oxígeno-oxígeno, la incorporación de dos 
protones y la generación de un oxígeno acth·o. La inserción del oxígeno en el 
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sustrato puede ir unida a la sustracción de hidrógeno del sustrato y la recombinación 
de los radicales hidroxilo y el radical R para dar el producto. La disociación 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 microsómico del etanol, la 
CYP2E 1, presenta una elevada actividad oxidasa y juega un papel importante en la 
generación microsómica de especies reactivas de oxígeno ( 1, 63). La contribución 
de la via microsómica dependiente del CYP2EI al metabolismo oxidativo del etanol 
es mayor en casos de alcoholismo crónico, ya que en estas condiciones se induce 
su actividad en el proceso de adaptación. 

Los microsomas hepáticos de ratas tratadas con etanol generan, en presencia de 
NADPH, el radical OH. debido a la reacción del anión superóxido y el peróxido de 
hidrógeno, en presencia de metales, por la reacción de Fenton. La intervención 

Figura 5. Mecanismo de acción del cirotromo P-../50 y ,((eneración de las especies reactil·as de 
oxígeno (0! y f-1/J!). Rll , sustraw; RO//, producto de la 111011ooxigenación. 

activa del CYP2EI en la producción del OH inducida por el etanol ( 15) puede 
evaluarse fácilmente 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 hepáticos inducidos por etanol e incubados en presencia de etanol y NADPH. 
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como medio de evaluar la cantidad de radicales de oxígeno (3 1 ). Este método es 
más sensible aún que el de espectroscopía de resonancia electrónica y requiere 
cantidades relatívamente más pequeñas de proteína microsómica. 

Microsomas hepát icos inducidos por etanol 
SMOE (CYP2E1) 

+ 
etanol, NADPH y 0 2 

l 
ANIÓN SUPERÓXIDO (O,··) + PEROXIDO DE HIDROGENO (H20 2) 

(reacción de Fcnton en presencia de hieno) 

l 
Radical hidroxilo (·OH) 

l 
Rotura del DNA 

Figura 6. Acción de las especies actims de <1.\(((e110 producidas e11 el metaholi.mw micr<>!iómico 
del etanol sohre la molécula del DNA 

4. OXIDO NITR ICO E INTOXICACION ETrLICA 

El óxido nítrico es otra especie química reacti va y citotóxica, ubicua y multi re­
gu lada, que posee una vida extremadamente corta. Este radical deriva de la oxida­
ción del átomo de nitrógeno terminal del grupo guan idino de la L-arginina por 
acción de la óxido nítrico sintasa (NOS) (64). 

etanol ---•• ---•• ----1•• + 
(±) 

óxido nítrico s intasa (NOS) 

L-arginina ------------• citrulina + No· 
te 

monometil arginina 

Figura 7. Fm111ació11 del óxido 11ítrirn (NO J par acción catalítica de la ó.liclo nítrtrn si masa 
<NOSJ. La 1110110111e1il argi11ina actúa como i11hihidor de la reacción por .m a11alogía con el 
sustrato l-arg111111a 
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Se ha demostrado (65) que el óxido nítrico se encuentra involucrado en la pato­
génesis de la lesión hepática alcohólica. Mediante infusión de etanol en hígado de 
rata (25 a 100 mM), por perfusión a través de la vena porta y recogiendo los 
perfusatos a través de una cánula inserta en la vena cava, se ha observado que la 
presión portal se eleva inmediatamente por efecto del etanol y después disminuye 
gradualmente manteniéndose un poco por encima de los valores basales. La infu­
sión simultánea de un inhibidor de la síntesis del óxido nítrico, la Nº-monometil 
arginina elevó hasta cuatro veces el incremento de la presión portal inducido por el 
etanol y esta elevación pudo ser revertida mediante la coinfusión de un exceso de 
L-arginina. 

Sobre las bases de los efectos inhibidores del óxido nítrico sobre Ja síntesis 
proteica y la respiración mitocondrial en el hepatocito, una elevación en la produc­
ción de NO se asume que ejerce efectos citotóxicos sobre el hígado. Sin embargo, 
en hepatitis alcohólica este incremento del óxido nítrico debe considerarse como un 
mecanismo hepático adaptativo, para paliar los efectos vasoconstrictores del etanol 
(66). En la regulación del tono hepático vascular actúan dos sustancias vasoactivas, 
la endotelina 1 y el óxido nítrico. La acción vasoconstrictora de la endotelina 1 
activada por el etanol se contrarresta, al llegar a un máximo, por efecto del óxido 
nítrico que comienza a actuar como un vasodilatador disminuyendo gradualmente 
la presión portal (67-69). No es arriesgado especular que el etanol activa indirec­
tamente la producción de óxido nítrico mediante la inducción de la expresión de la 
NOS hepática en su forma inducible (Figura 7). 

Se ha descrito (66) que los monocitos de pacientes con hepatitis alcohólica 
exhibían una producción basal de NO significativamente elevada. Aunque se ha 
propuesto repetidas veces que una elevada producción de NO ejerce efectos cito­
tóxicos sobre el hígado, el caso descrito por Hunt debe ser considerado como un 
mecanismo adaptativo del hígado que genera mayores cantidades de NO para con­
trarrestar el efecto vasoconstrictor del etanol. 

5. ETANOL Y SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 

La situación de estrés oxidativo en casos de enfennedad hepática alcohólica 
puede tener su origen en defectos en los mecanismos celulares de defensa antioxi­
dante, los cuales implican sistemas enzimáticos y no enzimáticos. Para evitar las 
lesiones inducidas por las especies activas de oxígeno, el hígado posee una serie de 
enzimas, estratégicamente compartimentalizados, que actúan concertadamente con­
virtiendo el anión superóxido en peróxido de hidrógeno, por acción de la superóxi­
do dismutasa. y el peróxido de hidrógeno en agua, por acción de la catalasa. Por 
otro lado, Ja glutation peroxidasa, utiliza el poder reductor del glutation reducido 
(GSH) para eliminar los peróxidos. En esta reacción el GSH se oxida a GSSG. La 
acción concertada de estos enzimas impide la formación 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 citosólicos del hepatocito que generan NADPH a expensas del NADP+, 
como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y el enzima málico. La glutation-S-trans­
fcrasa es otro sistema enzimático involucrado en la eliminación de radicales libres 
catalizando la conjugación de dichos radicales libres con el resíduo SH de la cis­
teína 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 2EI. 

SMOE 

etanol ----< 
CYP2E1 

sangre 
bilis 

Figura 8. Reacciones en:imáticas acopladas al metaholismo del etanol por el SMOE. para 
eliminar las especies actiras de oxígeno. SOD superóxido dismurasa; CAT cara/asa; GPX glu­
ICltion pero.lidasa; GRED gl111ario11 reducrasa; G6PDll glucosa-6-fosfaro desltidrogenasa: GST 
gl111ation S-rransferasa. 

Otra línea de antioxidantes no enzimáticos está representada por aquellos que 
actúan 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 
lipoperóxidos de los ácidos grasos poliinsaturados de la membrana. Durante esta 
reacción el a-tocoferol se convierte en su radical. La regeneración del a-tocoferol 
se consigue por reducción de dicho radicaJ mediante el ascorbato (73). Tambien el 
glutation representa un sistema auxiliar para la regeneración del a-tocoferol. Con­
siderando la diversidad de mecanismos de defensa antioxidantes. el estrés oxidativo 
sólo ocurrirá cuando estos sistemas protectores sean superados por una generación 
excesiva de especies reactivas. Esto se ha demostrado recientemente mediante in­
fusión intragástrica continuada de etanol a ratas (74). En estas condiciones la dis­
minución de la defensa antioxidante juega un papel importante en la severidad de 
la lesión hepática alcohólica, la cual se relacionó de manera significativa con el 
grado de peroxidación lipídica, de oxidatión tiólica y con la formación de grupos 
carbonilos en proteínas específicas. 
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Una serie de agentes protectores se utilizan en clínica en casos de patología 
hepática alcohólica ya que pueden actuar previniendo la situación de estrés oxida­
tivo inducida por etanol a la vez que disminuyendo los efectos de su hepatotoxici­
dad. Por ejemplo la administración de S-adenosil metionina al elevar el nivel de 
GSH hepático, atenúa la lesión hepatocelular alcohólica y moviliza los lípidos 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 peroxidación lipídica indu­
cida por etanol (73). Kato et al. (38) han demostrado que sustancias como el alo­
purinol inhiben la peroxidación lipídica inducida por etanol probablemente a través 
de la inhibición de la xantina oxidasa. 
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1. TNTRODUCCION 

La cocaína (ben10ilmetilecgonina) es un alcaloide natural introducido como 
agente terapéutico por sus propiedades anestésica'\ locales. que se conoce principal­
mente por sus efectos euforizanies y esL11nulantcs. Su uso no es reciente. ya que se 
han encontrado hoj;1s de coca en tumbas de momias indias de 600 años a.C El uso 
> abu ... o de esta droga se ha desarrollado en la pasada década y ho} se reconoce 
como una de las drogas más peligrosa., por inducir una serie de comphcac1ones < 1 ). 
La hepatotox icidad de la cocaína en humanos fue descrita por ve1 primera en 1967 
por ~arb ) Chapple (~). si bien ha -.ido en los últimos diez años cuando esta 
acción ha despertado un mayor interés. dado el incremento del consumo y abuso de 
esta droga. La cocaína es un agente hepato1óxico que induce la muerte celular en 
el interior del aeino hepático (3. 4). a lravés de la formación de mctaholitos activos. 
productos de su oxidación. que son lo-. verdaderos responsables de su toxicidad (5). 
Existe evidencia que demuestra que la b1otransfonnación de la cocaína en hígado. 
a través del -.istema microsómico monoox1genasa dependiente del citocromo P-450. 
juega un papel íundamental en su hepatotoxiciclad. La administración ele inductores 
de la actividad ox1clativa microsómica. como el fenobarbllal (6) o el etanol {7), o 
la misma rncaína (8). aceleran la bio1ran.,fonnac16n de la cocaina ) elevan su 
hepatotoxicidad. 

Se han propuesto dos mecanismos para explicar los efectos hepatotóxic.:os de la 
cocaína. El pnmero implica la formación de un derivado activo. que puede ser la 
norcocaína ni1róxido u otro metabolíto aún no idcncificado. el cual. al unirse por 
enlace covalente a las macromoléculas celulares. acarrea Ja muerte celular (9). En 
el segundo. interviene un ciclo redox entre la norcocaína nitr6xido y la N-hidroxi­
norcocaína que consume NADPH > oxigeno molecular en ambos sentidos} genera 
peróxido de hidrógeno ) anión superóxido. Estas dos especies activas de oxígeno. 
a su vez. pueden reaccionar en presencia de metales <el Fe del c1tocrnmo P-l50) } 
generar así especies activas aún más tthicas. como el radical hidroxilo ( 1 Ol. con 
gran capacidad para reaccionar con las mac.:romoléculas celulares. 

2. COCAINA E l llGADO 

El metabolismo oxidativo de la cocaína juega un importante papel en su hepa­
totoxic1dad. A tal conclusión se ha llegado después de comparar la potencia hepa-
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totóxica entre esta droga y sus diferentes metabolilos, las correlaciones entre la 
actividad metabólica y la susceptibilidad a la hepatotoxicidad entre diferentes ralas 
y especies animales y los efectos de inductores e inhibidores '>Obre la intensidad de 
la lesión hepática 10ducida por administración de cocaína. 

Las vías del metabolismo de la cocaína se mueslran a grandes rasgos en la 
Figura 1. La cocaína una vez ingerida, se metaboliza casi en su totalidad y sólo 
1-5% se elimina por orina sin sufrir alteraciones. La 'ía predominante para su 
transformación es la hidrolítica. En humanos. un 90% de la cocaína se metabohla 
por hidrolisis y se excreta por la orina en forma de benzoi lecgonina y ecgonina 
metil éster. Las esterasas plasm;\l1cas y hepáticas son las responsables de la forma­
ción del éster metílico de la ecgonina. Las pequeñas cantidades de ecgonina encon­
tradas en la orina humana parecen derivar de la hidrólisis de la benzo1lecgon1na y 
quizás de la h1drólls1s no enzimática del ester metílico de la ecgonina ( 11 . 12). 

N10guno de lo:-. metabolitos derivados de la hidrolisis de la cocaína (ben/oil­
ecgonina. éster metílico de la ecgonina y ecgonina) son hepatotóxicos cuando se 
administraron a ratones en dosis elevadas. Se ha observado que la inhibición de e\ta 
vía h1drolít1ca con d1annon. produce una marcada elevación de la hepatotox1c1dad 
de la cocaína en ratón < 13). lo que confirma que el metabolismo h1drolít1co de la 
cocaína es una vía de destoxificación. Parece existir una clarn competitividad entre 
los en1imas hidrolí11cos y los en7imas oxidativos (citocromo P450 y FAD monooxi­
gena'>a) pur la cocaína. ya que la inhibición de las cstcrasus ocasiona. no solo una 
elevación en la concentración de cocaína. sino también una elevación en la forma­
ción de metabolitos oxidados. Por CJemplo. en ratones tratados con diazinon a \o.., 
que se administró cocaína. se encontró una concentración hepática de N-hidroxinor­
cocaína 60 veces má..; elevada que en ratones no tratados con diazinon ( 14). Por 
tanto. la operatividad de la vía h1drolítica del metabolismo de la cocaína. ejerce una 
importante influencia <,obre la hepatotoxicidad de este fármaco. a travé-. de \Us 
efectos sobre las concentraciones hepáticas de cocaína o de sus derivados oxidados. 

En humanos en condiciones normales. un 1 O <¡¡. de la cocaína ingerida sufre la 
ox1dac1ón del nitrógeno del tropano. cataliLada por sistema ... enzimáticos ubicado'> 
en los m1crosomas hepáticos. En la oxidacitSn secuencial de la cocaína. el primer 
paso es la desmetilación de la cocama a norcocama. La norcocaína puede deri' ar 
directamente de la cocaína. via citocromo P-450 o a través de la formación de un 
denvado N-oxido. catalil'ada por la FAD monOO\tgcnasa. con la -;ubsiguiente oxi­
daci<ln a norcocaína mediada por el citocromo P-450 ( 10). El grado de contribución 
de la N desmetilac1ón al metabolismo total de la cocaína vana entre las especie .... 
Se ha e ... tun ado en un 45 % en ratón. un 20 q en rata y un 1 ()<:} en humano.., ( 12. 
15 ). La norcocaína. al -.cr administrada a ratones. presenta un potencial hepatotüx1-
co '>imilar a la cocaína ( 16). pero el tratamiento con inhibidorc~ del P-450 impide 
el desarrollo de /u /csr<in hepátrca. lo que indrc:a 4uc la norc:ocuína 11c.•cc.,i1a 'cr 
oxidada para llegar a la especie hepatotóxica. El -.1gu1ente paso es la N-h1droxila­
ción de la norcocaína a N-hidroxinorcocaína. mediada por el citocromo P-450/f AD 

290 



monooxigenasa ( 14). La N-hídroxinorcocaína, al ser administrada dírectameme a 
animales. se observó que posee mayor potencia hepatotóxica que la cocaína y la 
norcocaína ( 13). pero aún así su hepatotoxicidad se bloquea por tratamiento con 
SKF-525A, lo cual muestra que se necesita una oxidación adicional para llegar al 
verdadero hepatotóxico. La posterior oxidación de la N-hidroxinorcocaína conduce 
al radical norcocaína nítróxído". Charkoudian y Shuster ( 17) han observado que una 
posterior oxidación electroquímica de la norcocaína nitróxido conduce a la forma­
ción de un ión norcocaína nítrosonio· reactivo. Se ha demostrado que la hidroxinor­
cocaína y la norcocaína nitróxido· poseen capacidad para estimular la peroxidación 
lipídica, siendo la norcocaína nitróxidO" la más efectiva en la inicíación de este 
proceso. 

lcoCAINAI 
,,, <D "-

hidrolisis 90% 
Pseudocolinesterasas plasmáticas 

Esterasas hepáticas 

/ ' 1 Benzoil ecgoninal@ jEcgonina metil esterj 

'\ / 
j Ecgonina 1 

oxidación 10% 
Sistema monooxigenasa cit P-450* 

Sistema FAD monooxigenasa* 

/ 
1NorcocaínaHBenzoilnorecgonina1 

@'-
lif:hidroxinorcocaína J 

Norcocaína nitróxido @ 

l 1ón norcocaína nitrosonio•I @ 

Figura 1. Metabolismo oxidativo y 110 oxidativo de la cocaína. ( I) Del I al 5'K ele la cocaína 
.l"t' exaeta en orina sin mt•taho/i;ar. (2) Mcwholiws e.1cre1ados en orina. (3) Metabolito.1 reac-
111•os. (4) La FAD mm10ox1ge11aso ac11ía w111b1en en la com·ersuÍll tle Norcocoína a N-ltidro.n-
1111rcocaína * 1i.1·1emas en;inuíticos inducidos pm fenoharhital. 

Además de la inhíbición de la vía hidrolítica, citada anteriormente. existe otro 
medio de examinar el potencial de la vía oxidativa en el desarrollo de la hepatotoxi­
cidad de la cocaína. Este es el uso de agentes que inducen la actividad de los 
sistemas mícrosómicos monooxigenasas dependientes del citocromo P450. El pre­
tratamiento con agentes inductores del citocromo P-450. como son el fenobarbital, 
el etanol y la misma cocaína. potencia de manera notable la capacidad hepatotóxica 
de la cocaína. 

La localizacíón intraacinar y la severidad de la lesión pueden alterarse en con­
diciones en las que se induzca la vía oxídatíva del metabolismo de la cocaína (3). 
El fenobarbital tíene la capacidad de potenciar dicha hepatotoxicidad e incrementar 
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la scverídad de la lesión hepática. a través de la índucción del sistema microsómíco 
monooxigenasa. dependiente del citocromo P-450 <4. 18). Además. el fenobarbital 
promueve un cambio en la local11ac1ón 1ntraac111ar de la lesión. En este aspecto. la 
cocaina es única en alterar la ubicación de la zona lesionada según la mfluencia de 
otras sustancias (4. 18. 19). lo cual añade un peligro más a la ingestión de esta droga 
por su interaccíl)n con otros fám1acos. La localización de la 1ona necrosada se debe 
a la distribuci6n intraacmar de los sistemas oxidat1vos mducibles. responsables de 
la b1otransfomrnción de la cocaína (..+). 

Se ha descnto recientemente en humanos. que es el enzuna plasm<Ít1co butml­
colinesterasa cEC 3.1.1.8). el que metaboli1.a la cocaína originando compue!>tos 
hidrosoluble'>. farmacológicamente mactivos (20). Estos compuestos son el ácido 
bcn/oico y el anterionnente mencionado. ester metíltco de la ecgonma que se e\­
crctan por la onna. La h1drolts1s de la cocaína por este en7ima puede ser utilizada 
como terapia frente a la intoxicación de la cocaína. ya que reduce r(lpidamentc la 
concentración de la droga en el organismo. La presencia en plasma de estas h1dro­
lasas. aunque beneficiosa frente a la intoxicación. ha supuesto un problema por 
enmascarar la verdadera toxicidad de la cocaína, ya que ha evitado el estudio de la 
capacidad real hepatotóxica de e\ta droga. Por e llo en la actualidad se están utili­
zando estrategias para potenciar dicha tox1c1dad ) estudiar los mecam,mos impli ­
cados en la biotransformación o\ldativa de esta droga. Una de estas estrategias e' 
inducir el ,istema microsóm1co monooxigenasa de función mixta. dcpcndien1e del 
ci10crorno P-450 mediante el pretratam1cnto con fcnobarbitul, ) otra C!-. el uso de 
cultivos primarios de hcpatocitos. La inducción del \lstema m1crosómico hace que 
la cocaína se mctabolicc con mayor intcn,idad y ongine metabolilos reactivos u 
velocidad superior a la de las hidrolasas La otra estrategia son los expenmento' /11 

111m en cultivos primarios de hcpatocitos con lo cual se ehm111a la acción /11 \"/\'() 

de las hidrolasas plasmáticas sobre la molécula de cocaína. Actualmente mucho-, 
grupos de invcstigaci6n e'tán utilizando las dos estrategias: ( 1) inducir in 1fro el 
sistema m1cros6mico dependiente del c11ocromo P-450 por pretratam1ento de ratas 
con fenobarb1tal. y (2) adicionar la cocaína sobre hepatocitos en cultivo obtenido-. 
de la.., ratas previamente inducidas. 

En cultivos celulan.:s el efecto citotóxico de los \cnobió1tcos se detecta median­
te métodos r(lp1dos que implican la salida al medio de cultivo de enzima' citoplas­
máticos. de h1' célula' lesionada.., ( 21 ). Por ese medio se detecta la integridad de la 
memhrana plasmática para retener los en/1mas celulares. La cttotoxic1dad se detecta 
despué::. de someter los cultivos celulares a xenobicí11cos tales como agente' tcrn­
péut1cos. droga' de abuso. agentes medioambientales y condicione' de hipoxia/ 
isquemia. La lactato de,hidrogenasa es un cn1.ima ubicuo en las células de vertebra­
dos cuya act1v1dad se detenninu con fm:íl1dud. Como no e\istc evidencrn de que las 
células secreten activamente LDll , la liberación de este enwna ul medio se utilint 
como una manifestación de la lc•illln celular. Esta lihcración al medio que rodea las 
células del cultivo se relaciona con la rotura de la pem1cab1lidad de la barrera 
celular de la membrana plasmfüica. 
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3. COCAlNA, METABOLISMO OXIDATTVO, RADICALES UBRES 
Y HEPATOTOXICIDAD. 

Las vías oxidat1vas de la degradación de la cocaína requieren la participación de 
la FAD monooxigenasa y de los sistemas dependientes del citocromo P450 hepá­
ticos ( 10). Estas vías conducen a la formación de radicales libres derivados de la 
cocaína y especies reactivas de oxígeno <Figura 2). 

Numerosos xenob1óticos son transformados por el citocromo P-450. unos en 
metabolatos estables y otros en mctabolitos reactivos. Estos últimos son metabolltos 
inestables que atacan las macromoléculas hepáticas (DNA, lípidos insaturados, 
proteínas y glutation) y pueden actuar como mutágenos. cancerígenos o producien­
do lesiones tisulares El c11ocromo P-450. a pesar de representar un sistema extraor­
dinanamente ver.-;átal > adaptado a la eliminación de los xenobióucos liposolubles, 
introduce un problema adicional al generar metabolitos reactivos potencialmente 
tóxicos. La existencia de este sistema generador de radicales libres ha dado lugar 
al desarrollo (inducción) de diversos mecanismos de protección. 

Un pnmer mecanismo de protección, que se incluye automáticamente en el 
sistema es la propia inactivación del citocromo P-450 por ciertos intem1ed1arios 
reactivos (22). En efecto, un intem1ediario reactivo recién formado en la hendidura 
hidrófoba de la molécula del citocromo P-450. puede atacar al mismo P-450 > 
destruirlo. Esta inm .. 11vución suidda limita la formación del intennediario reactivo 
> con ello su toxicidad. Otro mecanismo lo constituyen las d1ven;as isofomias 
citosól1cas > micro~óm1ca-. de la glutation-S-transfcra'la, las cuales catalizan la con­
jugación de metabolatos reactivos electrófilos con el glutation hepático. Para evitar 
que formación de especies reactivas de oxígeno condu/ca a un f enómcno de peroxi­
dación lipídica. supcnhido dismutasa. catalasa. glutation pt!ro.\idasa > glutauon 
reducta'>a actuan '1ecuenc1al > coordanadamente para limitar la to'\icidad que podría 
resultar de la formación inicial del anión supen'ixido. 

Gracias a los mecanismos de protección. la puesta en funcionamiento del cito­
cromo P-450 como medio de elim1nac1ón de los xenobióucos llposolubles. se hace 
tolerable en la medida en que la mayor parte de los diver~os mctabolitos reactl\Os 
fom1ados por el c11ocromo P-450 puedan ser inacuvados. Esto no ocurre en el caso 
de ingestión masiva del xcnobiót1co o de un metabolismo particulannente rápido de 
ese mismo xenobiót1co. ya que la fomiación de mctabolitos reactivos va a ser lo 
suficientemente elevada como para entrañar un ataque masivo de las macromolécu­
las hepáucas. 

Un pnmer upo de lesión molecular es la pcroxidación lipídica ocasionada por 
los radicales libres. Un segundo tipo -.e observa con los metabolito-. reactivos elec­
trófilos que reaccionan con los grupos nucleófilos de las proteínas (residuo ... -SH de 
la c1stcina o residuo-. -NH de la lisma). sobre los cuales se lijan formando aductos 
por unaón covalente. También. los metabolitos elcctrofíllcos pueden conjugar'le con 
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el grupo -SH del glu1a1ion. Aunque la fom1ación de eslos conjugados es mu} im­
portante. s1 el consumo del glutation supera la capacidad del hígado para resm1e-
11zarlo. se llegará a una c.leplec1ón de este tripéptido. La disminución del GSH. la 
fijación covalenle sobre los 1ioles proteicos o '>U oxidación direcla conducirán a una 
d1sminuc1ón de los tioles proteicos celulares Una primera consecuencia es la for­
mación de macroagregados no funcionales de actina por la formación de puentes -
S-S- entre sus cadenas (23). Esto afecta a los microfilamentos que se insertan en las 
proteínas de la membrana plasmálica para mantener su estructura. La destrucción de 
los microfílamento., entraña la apanc1ón de pro1uberanc1as en la membrana pla ... nuí­
tica. cuya rorura acarrea la muerte celular. Otra consecuencia de la oxidación de los 
tioles proteicos es la de disminuir la actividad de las translocasas del calcio de la 
membrana plasmática (24). El papel de estas translocasas es la de mantener los 
niveles de calcio 1om1ado en el interior del hepatoc110. Su inh1b1c1ón origina un 
aumento prolongado del calcio c11osólico. el cual va a ac11var fosfohpasas. proteasas 
y endonucleasas. La activación de las proteasas dependientes del calcio va a con­
tribuir a la alteración de la red m1crofilamentaria. La activación de las endonuclea­
sas escinde las cadenas del D~A en la región endonucleosómica } puede en ciertos 
casos conducir al fenómeno de apoptosis (25). Una última consecuencia de la oxi­
dación de los tioles proteicos es la de afectar la pcnneabilidad de la membrana 
mitocondnal interna. disminuyendo el potencial de membrana y la producción de 
ATP (26). 

Norcocaína nitróxido • 
NAOPH + 0 2 

Citocromo P-450 Flavoproteína 

NADPH + 0 2 
N-hidroxinorcocaína 

~02· 

NAor· GSH H20i SOD 

Glutation reductasav XGlutation peroxidasa 

NADPH

1 

A GSSG H20 

i 
plasma y bilis 

Figura 2. Gt•m•rac1ó11 el<' t•spt•nes m lffW de cl.\ri:t•110 "" la wn1t•11áa de t<'<l('<'lllllt's ti('/ 1111•1c1-
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El c ilot:romo P-450 al catalizar la oxidación de multiples xcnobióticos va a da 
lugar a derivados reactivos citotóx1cos. mutagénicos o carcinogénicos que se for­
man por introducción de un átomo del o:<igeno molecular en los sustratos y redu­
ciendo el otro ütomo de oxígeno con la fomiac1ón de peróxido de hidrógeno y anión 
superó.'Cido. Las diferentes ísofomrns del P-450 catalizan, por tanto. la monooxige­
nación de diversos sustratos endógenos y exógenos (27). Para catalizar la reacción 
eficientemente. lu función monoo:-<1genasa requiere oxígeno molecular y un agente 
reductor. el NADPH. a través de la '\ADPH citocromo P450 reductasa (281. Existen 
discrepancias acerca de la fomia ind1\ 1dual del citocromo P-450 responsable de la 
N-desmctilación de la cocaína En hígado de rata es el CYP2B 1 induciblc por 
fenobarbttal (29, 30), nrn:ntras que en ratón > humanos se ha descrito que es la 
isofonna CYPJA la responsable del pnmer paso de la cascada de bioactivac1ón de 
la cocaína < 31 , 32 l. 

Los esiudios sobre la hcpatotoxicidad de l<t cocaína en humanos son escasos 12. 
33-35). En animales la hepatotoxicidad aguda o crónica de cocaína se ha demostra­
do principalmente en ratones < 14. 16. 36). En este modelo experimental se han 
observado elevaciones en las transaminasas sfricas, dependientes de la dosis. La 
histología hepática muestra necrosis predominante en las áreas pcrivenosa ( 19. 37-
39). mediozonal (37) o periportal < 16. 18. 36). La susceptibilidad de los anímales 
y la topografía zonal de la necrosis varia de acuerdo con la raza (39). especie ( 13) 
y uso prev io de agentes moduladores del citocromo P-450 ( 13. 36. 39. 40) Una 
interesante carnclcristica es que la tnll.:nsic..lad de hepatotox1c1dad de 1<1 cocai;M ... e 
relaciona con su grado de oxidación por los microsomas hepáticos <39). Esta ohser­
vaci<ln indica que un metabolilo reactivo de la cocaína es el responsable de la lesión 
hepática. Divcr:-.o"> estudios in ,·irn han demostrado que la previa induccic)n del 
citocromo P-450 por fenobarbi tal ( 1 X. 37- JQ) o etanol ( 19) potencia la hepatotoxi­
cidad de la c0<:aína. Por el contrario. el pretratamiento con inhibidores del citocro­
mo P-450. tales como la cimetidina. el SKí'i25A. el cloranfenicol o la iproniaz.ida. 
elimina la to·dcidad de la cocaína ( 11. 18. 39). De la misma manera. la incubación 
de hepalocitos con coca1na conduce a alteraciones funcionales que se incrementan 
por inducci6n o se previenen por inh1b1c1ón del sistema monoox1gencsa dependien­
te del citocromo P 450 C9. 10). El metabolismo hepatoróxico de la cocaína es aún 
materia de dehate. > se discute aún sobre la identidad del verdadero metabolito 
responsable de la hepa1otox1c1dad. Existen evidencias que implican a lo.., metabo­
litos oxidados de la N-hidroxinorcocaina. tate ... como la norcocaína nitnhido C4 I) 
o el i6n norcocaína nitrosonio < 17 ). También se discute el mecanismo que utilizan 
los metaholitch n.:acti\'Os para producir el desequilibrio de Ja funci<ín celular que 
conduce a la rnlu.:rtc. Se ha propuesto la pr.:roxidación de los lipidos de las mem­
brana">< 10). pero su papel en la necrosis hepatocelular no ha sido demoMrada (42). 
Se ha sugerido también que la union irreversible de los metabolitos reactivos a las 
proteínas hcpdticas puede interven ir. tanto cle:-.pués de la administración de la cocaí­
na /11 \'11·0 C IJ>. como en cultivos de hepatoc11os expuestos a cocaína o norcocaína 
(9). Se encuentra también controvertido. el papel de la disminuciún del glu1a11on 
hepüllco inducida por la cocaína. Por un lado. esta disminución es débil. s6lo de un 
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20 - 40'7c ( 13. 18. 36. 43 l. cuando 'e compara con la observada después dt: la 
administración de un hepatotóxico clásico. como el acetaminofeno. que es de un 
90</c <38). Se ha demostrado que los pretratamientos que inducen la deplcciün del 
glutalion hepüt1co elevan la hepatotox11:1dad de la cocaína ( 36). mientra' que la 
previa administración de cisteína. un precursor del glutation, presenta un efecto 
protector< 13. 36>. El mecanismo 4ue 111teniene en la dism111ución del gluta11on no 
parece que implique una reacción directa de los mctabohtos de la cocaína con el 
glutation <9) } parece que e-. ... ecundario al efecto <tdrcnérg1co de la droga <44> Se 
propone mü-. bien. que -.can la-. e ... pcc1c-. reactivas de oxígeno. que -.e generan en la 
oxidación de la cocaína por lo-. sistema monoox1gcnasa microsóm1cos. las que 
111tcrvengan directamente en estos procesos. La mayor parte de estudios sohre la 
hepatotoxicidad de la cocaína se han realilado en ratones y aunque en ello-, se ha 
apuntado que el mecanismo de toxicidad ha de estar 1rn.:d1ado por la formación de 
metabolitos. la conlinnac1ón de e ... tos resultados en otras especies animalc.; y su 
e.xtrapolac1ón a humanos puede ser disclllida <45). SI.! ha postulado que la cocaína 
puede tener un efecto sobre la homeo,tas1s del calcio dehido u una intt:racci<in de 
lcl-. metabolitos de la cocaína con grupo-. 11ólicos critico-, de proteínas de la mem­
brana plasmütica o de las Ca-ATPasas microsómicas <46). Utili1.ando hepatocitos en 
cultivo (30) se han descrito dos mecanismos diferentes responsable-. de la hcpato­
toxicidad de la cocaína. según que los hcpatoc11os procedieran de ratas mducidas o 
no con fenobarbital. En los hepatocitos previamente inducidos el mecanismo de 
hepatotoxicidad incluyó una rápida ckplcción del glutation y una peroxidación li­
pidica masin1. mientras que en los no inducidos el c;11nb10 más notable. fue un;1 
elevación sostenid<t en los niveles de calcio citosólico que -.e 1111ció a las 2 horas de 
la exposición de los hepatocitos a ele' adas concentraciones de coca1na. 

-t l'\FLCE:\CIA DE:. LA INDUCCION DEL SISTEMA ~10NOOXIGE'-.\SA 
MICROS0\1ICO SOBRE LA HE.PATOTOXICIDAD DE LA COCAl'\A 

La localit.ac1ón > extensión de la lt:sión hep:í11ca inducida por la adm1111stración 
ele cocaína a ratones difiere si los animales han n:cihido un tratamiento previo con 
h:nobarbital. Una sene de par:ímctros bioquímicos > s1.,temas hepáticos involucra­
dos en la b1otransformación oxidati,·a de la cocaína. resultan marcadamente afec­
tados por este tratamiento. Con todo ello se han conseguido una 'cric de datos 
acerca del comportamiento de esta droga. de su capacidad hepatotóxica y de la 
modulación de su toxicidad cuando se aclm111istra unida a inductores o accleradore!'> 
de su propio metttbolismo. 

El fenobarbitttl es el prototipo de numerosos agentes inductores cn1.imátu:os que 
elevan la acti\ idad de la función hepátic<t monooxigenasa de función mixta m1cro­
sómica > la de la UDP-glucuronil transferasa. dos sistemas implicados en la des­
to.xificac1ón. El fenobarbital induce diversas 1:.ofonnas del citocromo P-450 perte­
necientes a las familtas genéticas 28. 2C. 2A. y 3A (47). En la mayoría ele los casos 
la inducción se debe a una estimulac16n de la transcnpc1ón del gen. Se desconocen 
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hasta la fecha los factores y el mecanismo responsables de dicha inducción. En 
cultivos de hepatocitos de rata se ha observado que el fenobarbital induce por 
diferentes vías los mRNA correspondientes a los genes 2B y 3A (8, 32). Una 
complicación para la identificación de los mecanismos implicados en la hepatotoxi­
cidad de la cocaína en hepatocitos inducido:. con fenobarbital. es la dificultad 
de separar los efectos inductores de aquellos asociados directamente con el fenobar­
bital y sus metaboliros. En ratas. el fenobarbital se metaboliza por p-hidroxilación 
del anillo fenilo seguido de conjugación con el UDP-glucuronato. El fenobar­
bital, por tanto, puede inhibir la formación de glucurónidos. bien por competición 
directa con la UDP-glucuronil transferasa o por agotamiento del UDP-glucuronato 
hepático (48). 

En nuestro laboratorio se han realizado una serie de experimentos mediante la 
administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg peso corporal) a ratones 
Swiss macho. con lo cual se ha conseguido inducir una lesión que afecta aquellas 
células localizadas, en la región peiivenosa. Esta lesión se detectó. a las 24 horas 
de la administración de la droga. por el incremento en la actividad de Jos enzimas 
plasmáticos y por visualización de la zona nccrosada en cortes de hígado. En rato­
nes pretratados con fenobarbital, el cambio en la localización de la lesión a la región 
periportal, indica que esta sustancia promueve una inducción preferente del sistema 
monooxigenasa en el área periportal. Este cambio de localización intraacinar de la 
lesión hepática tiene que reflejarse en cambios metabólicos importantes dada la 
diferente distribución de enzimas y metabolitos en el acino hepático. Por ejemplo. 
la actividad de la isocitrato deshidrogenasa sérica fue utilizada para evaluar el grado 
de lesión debido a que es un marcador muy sensible de la necrosis ya que este 
enzima se ubica preferentemente en el área perivenosa. Los cambios observados 
(Figura 3) ( 18) indican que la intensidad de la lesión fue signilicativamente mayor 
en el caso de la necrosis pcriportal inducida por cocaína en ratas prctratadas con 
fenobarbital. 

La magnitud de las actividades enzimáticas hepáticas en suero, no solo est<í 
influenciada por la heterogeneidad zonal. sino también por la severidad de la lesión. 
Existe una heterogeneidad bioquímica entre las células del acino hepático según que 
su localización sea cercana al terminal portal o al venoso (49, 50). De esta manera 
es posible predecir la localización intrahepática mediante la zonación metabólica 
del acino. La información sobre la localización de la necrosis puede ayudar a reco­
nocer el mecanismo patológico de la lesión. Así. en nuestros expeiimentos se de­
tectó una disminución en la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzi­
ma generador de NADPH. en hígado de rntón intoxicado con cocaína. disminución 
no observada en hígado pretratado con fenobarbital. Esto se debe a que este entima 
aparece en mayor concentración en la región perivenosa del acino que es la que se 
lesiona en casos de animales no inducidos (43. 49). 

En cortes de hígado de ratón obtenidos después de la administración de cocaína 
se detectó la locali7ación intraacinar de la necrosis hepática y la distribución zonal 
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de la lesión se caracterizó por microscopía óptica ( 18, 51. 52). En la Figura 4A se 
muestra un corte de hígado a 400 aumentos, donde se aprecia un terminal venoso 
procedente de un ratón a las 24 horas de la inyección de cocaína. Puede observarse 
con claridad una fila de células necróticas. La necrosis periportal fue detectada en 
un corte de hígado obtenido de un ratón prctratrado con fenobarbital a las 24 hr de 
la exposición a cocaína (Figura 4B). En los dos casos los espacios intraacinares 
afectados por la droga aparecen con una clara necrosis que rodea el vaso tenninal 
respectivo. En la necrosis perivenosa las células necróticas rodean el terminal ve­
noso mientras que en la periponal (Figura 4B) una fila limitante de hepatocitos 
permanece ilesa y adyacente a ella se observa la zona de células necrosadas. En 
estos eones se visualiza un cambio rotal desde el terminal venoso al term inal portal 
( 18. 43). Estudios de otros autores (3) en ratones DBA/2HA han descruo que la 
cocaína induce necrosis mediozonal que cambia a periportal por pretratam1ento con 
fenobarb1 tal. Esta peculiar característica de la hepatotoxicidad de la cocaína parece 
ser común a ratones y a humanos ( 1 O, 33 ). 

El cambio de localización de la lesión hep<ítica relativa a la presencia de otras 
drogas es un fenómeno interesante que proporciona un medio para estudiar cómo 
las interacciones de las drogas alteran la respuesta del hígado. Este esquema de 
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Figura -l. St•nw1w.1 de llfgudo de rarón Wfarm mac/w donde se 11111eMran lw le.1t011es hepu11cas 
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lesión hepática 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 \'i1ro. la cual 
ha sido estudiada por diversos autores (30) La potenciación de la citotox1c1dad en 
hepatocitos en cultivo. evaluada por la liberación de lactato deshidrogenasa al medio. 
resuha ser 13 veces superior en animales inducidos cuando se compara con los no 
inducidos (controles) (30). La diferencia en la susceptibilidad a la cocaína 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 depleción de glutation. mayor 
la peroxidación lipídica y mayor la severidad ele la necrosis. Todo ello es debido a 
una mayor velocidad del funcionamiento del ciclo redox entre N-hidroxinorcocaína 
y la norcocaína n1tróxido·. que consume NADPH y 0 2 en ambos sentidos y que 
genera anión superóxido e peróxido de hidrógeno. 

Las reacciones de destoxificación consumen el GSH hepáttco a la \'Cl que 
promueven una activación compensatoria de la síntesis del GSH (53). En casos de 
intoxicación maSl\a, la velocidad de consumo del GSH hepático puede sobrepasar 
la de su síntesis > ello conducirá a una depleción de este tripéptido. La depleción 
del GS H precede a cualquier fenémeno hepatotóx1co, ya que los cambio-; en el 
cociente GSI l/GSSG juegan un importante papel en el estrés oxidat1vo y en la 
muerte cel ular. La cocaína in 1-fro promueve una débil disminución en la concen­
tración del OSI 1 c2WO que es más acusada en el grupo inducido con fcnobarbi tal 
<.t0%) <Figura 1) ( 18). La destrucción celular selectiva en el área portal inducida 
por cocaína en ratones pretratados con fcnobarbital ha de ser la responsable de la 
menor concentración de GSH en esre grupo experimental, ya que en esta zona el 
GSH se encuentra en cantidades do~ veces superior que en el área penvenosa (49. 
50). Altemat1\amente. se ha demosrrado que d fenobarbicaJ incrementa el transpor­
te electrogénico del GSH a la bilis (54), por tanto. debe esperarse una di-;mmución 
intracelular de glutHtion. La demostración de la compartimenración nuclear del GSH 
en hepatocitos (55). refuerLa el inrerés de este tripéptido. ya que se ha descrito una 
diferencia de concentración entre el núcleo y el ci toplasma (aproximadamente 3). 
Ademá-; la compartimentación del GSH es crítica para proteger frente al estrés 
oxidativo. En este aspecto solo el GSH mitocondrial parece ..,er relevante y la 
regulación de -;u concentración se controltt por diversos mecanismos complejos 
C56). Al contrario que el glutation el malondialdeh1do. metabohto marcador de la 
lipoperox1dación. -.e Clc\a en los dos grupo-; e-.tudiados. siendo el cambio -;1gnifi­
ca1ivamen1e mayor en el grupo pretratado con fenobarbiial (Figura 3J. 

La acti vidad de la catalasa disminuye notablemente por efecto de la cocaína en 
ambos grupos. aunque en el inducido por fcnobarbital la disminución fue aün mayor. 
ya que el fenob:irbita l por sí mismo promueve un descenso en esta uctividad (5 1. 
52). Sin embargo. la-; do-; formas, citos61tca }' mitocondrial de supenhido dismu­
tasa apena' e\penmentan variaciones. El equ1lihrio entre la catalasa y la SOD es 
extremadamente importante en la., células. Ln fallo en la elimmac1on de 11 O_ 
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puede conllevar a la fom1ación del radical hidroxilo (OH ). catalizada por la propia 
actividad SOD (57). La adaptación al estrés O\idativo es un mecanismo importante 
mediante el cual las células pueden hacer frente a las fluctuaciones en los nivelei. 
de oxidantes (58). La respuesta adaptativa al C"itrés oxidativo implica la expresión 
de muchos genes lo que indica que se requieren proteínas sintetizadas de nuevo 
para dicha adaptación (59). Quizás e<,ta falta de coordinación entre las act1v1dades 
de la catalasa > la SOD. sea la responsable de la hepatotox1c1dad de la cocaína a 
través de la excesiva producción de especies activas de oxígeno, con lo cual serían 
estas especies y no a los metabolitos reactivos derivados de la cocaína, los induc­
tores de la lesión. Como enzima generador de equivalentes reductores en forma de 
NADPH. la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se encuentra involucrada en los pro­
cesos de desintoxicación. La oxidación hepática de la cocaína es un proceso secuen­
cial que consume NADPH, por tanto no es de extrañar que la actividad de este 
enzima .,ufnera alteraciones. La disminución de la actividad G6PDH. por efecto de 
la cocaína. contrasta con la práctica no \'artac16n por esta misma droga en ratones 
pretratados con fcnobarbital (51. 5~>. La'> células ubicadas en la 10na perivenosa del 
acino son las que contienen mayor cantidad de G6PDH por tanto la cocaína al 
destruir selectivamente las células de e<,ta zona. hace descender la cantidad de este 
enzima. la cual se repone durante la regeneración postnecr611ca {50). 

Una de las consecuencias de la administración de cocaína in 1-ii'o. no descrita 
con anterioridad, ha sido la de muerte celular por apoptosis. detectada por un pico 
hipod1ploidc de DNA y por fragmcnt:1ción del DNA en gel de agarosa en hepato­
citO'> de rala'> a la., 12 horas de la admi111\lración de la droga. La población de 
células que \Ufnó la apoptosl\ fue mayor en hcpatocitos de ratón pretratados con 
fenobarbital. un 31 e~ de la población. -.crsu., un 13 q. en los no 1ra1<1do..., {Figu­
ra 5 l La., p1e1a-. ol ígonucleosómicas producida., por la degradación ele cromatina. 
proceso que caractenLa a las célula .... que '>Ufren apoptosis. se detectaron en muestras 
de hepatoc1tos de animale-. control > prctratados con fenobarbual. por electroforesis 
en gel de agarosa. En la Figura 5 se mue-.tran los fragmentos de DNA en los 
hcpaiocitos corre .... pondientes. La presencia de fragmentos de DNA indica que en la' 
dos condiciones. la actividad endonucleasa, en la que se encuentra implicado el 
nivel de calcio ci1oplasmá1ico. se clev1) por efecto de la cocaína } que los picos 
hipodiplo1des obtenidos por ci1ome1ría de llu.10 corresponden a células apop1ó1icas 

La muerte celular por apoptosis se com.1dera que e!> un medio importante para 
regular la función y número de células El fenobarbital sobre el hígado produce una 
hipcrph1,1a debido al aumento del nllmero de hepatocitos C60>. El e.xce..,o resultante 
de célula .... th.:.,pue.., de la retirada del fcnobarb11al, marca el 101c10 de un proceso que 
conduce a la apop1os1s de ciertas célula.,. De ser así. el pico de 111c1dencrn de 
apoplosis en hígado prctratado con renoharb11al ocurre 2 días despué-; del tratam1en­
to final (60). En nuestros experimentos. los picos de apoptosi'> 111ducidos por cocaí­
na aparecieron a las 12 horas en los do1., grupos. El pico hipodiplo1de correspondien­
te al grupo tratado solo con cocaína. puede ser considerado como un 11po cspontüneo 
de muerte celular promo\ ida por los metaholttos de la cocaína. Sin embargo. el pico 
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cocaína FEN + cocaína 

O hr ! O hr 

12 hr ~ 12 hr 

<U: <2C 

Figura 5. (A) Distrih11ció11 del DNA en la población hipodiploide <2C. caracterí.mca de apop­
tosis en hepatacitus aislados de ratón a la.\ 12 horas de la administración de 1111a dosis suhletal 
de cocaína (60 mg/Kg). (8) Frag111e111ació11 del DNA en gel de agarosa Líneas I y 3 corres­
ponden a liepatocitos de ratón co11trol y µretratado con fe11oharhital. respecf/lw11e11te. Líneas 2 
y ./ corre.1po11de11 a hcparocuos de ratón comrol y prerratado con /enoharhital a las 12 lloras 
de la ad111i11istraci611 de cocaína (Casca/es et al , 199./) ( 18). 

de células hipodiploides evidenciado en animales pretratados con fenobarbital pue­
de ser debido. en parte, a la reducción apoptótica del exceso celular en hígado 
hipertrófico inducido por fenobarbital. La apoptosis in 1fro es muy rápida y la 
discriminación histológica entre apoptosis y necrosis es difícil. Esto explica el 
porqué, a pesar de los valores de un 13% y 31 % de hepatocitos hipodiploides 
detectados por cicometría de flujo por efecto de la cocaína en ratones no tratados 
y pretratados con fenobarbital. respectivamente, no se detectaron cuerpos apoptóti­
cos en los cortes de hígado teñidos con naranja de acridina. Sería interesante estu­
diar la contribución relativa de apoptosis y necrosis en la lesión hepática inducida 
por cocaína y responder a la pregunta que emerge de nuestros resultados, si las 
células apoptóticas derivan de las poblaciones diploides o de las tetraploides. 

La capacidad del hígado para metabolizar los xenobióticos deriva de su conte­
nido celular en citocromo P-450 (61 ). La disminución de citocromo P-450 inducida 
por cocaína, descrita también para otras sustancias hepatotóxicas (62) es el resul­
tado de la destrucción del grupo hemo, en el que parece encontrarse implicada la 
hemo oxigenasa (63). Las monooxigenasas depend ientes del NADPH. responsables 
del metabolismo de la cocaína. se encuentran ubicadas en el retículo endoplásmico 
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liso ( 14). Este retículo predomina en el área perivenosa e incrementa preferente­
mente en este área por efecto del fenobarbital (60). y los enzimas dependientes del 
NADPH predominan también en la misma área. No está claro el medio que utiliza 
el fenobarbital para 'iensibilizar a los hepatoc1tos periportales a la cocaína. 

Los cambios en la concentración relativa de NADPH y GSH median probable­
mente el efecto del fenobarb1tal > están probablemente implicados en el cambio de 
localización de la lesión. En nuestros experimentos, el fcnobarbital no es hepato­
tóxico. como se deduce por los niveles de la actividad sérica de ICDH o de la 
histología hepática. pero algunos parámetros de lesión hepática. tales como ATP. 
MOA 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. Ademá5. se ha descrito (54. 56) que el feno­
barbital incrementa el eílujo del GSH ) este efecto puede ser un mecanismo po­
tencial por el cual el fenobarbital incrementa la hepatotoxicidad de los fármacos. 
Por tanto. los cambios obseí\ados entre ambos grupos han de ser interpretados 
ten1tmdo en cuenta la localización de la Lona del acino hepático lesionada ) tam­
bién la heterogeneidad en la distribución intraacmar de los enzimas y metabolitos 
implicados. Cabe de<;tacar que los enzimas de dei.toxificación se ubican en la 1ona 
penvenosa. mientras que el GSH de la zona penportal es do., veces superior al de 
la pcrivenosa. 

Recientemente se ha propuesto que la cocaína eleva su propio metabolismo a 
través de la producción de norcocaína catalizada por el CYP3A. mientras que el 
CYP2B 1 O, también inducido juega un menor papel en la hepatotoxicidad de la 
cocaína (8). La mducción de la N-desmetilación de la cocaína por la activación del 
CYP3A. puede demar en inesperadas interacciones con otros fánnacos en cocainó­
manos crónicos. 

5. COCAINA. ETANOL Y ESTRES OXIDATIVO 

El abuso combinado de cocaína > etanol ocasiona concentraciones plasmá11cas 
de cocaína más elevadas y prolongadas. lo cual potencia el efecto tóxico y fanna­
cológico de la cocaína. e incrementa la severidad de la lesión hepática asociada a 
esta\ dos drogas. La presencia de etanol durante el uso de la cocaína origina la 
formación de un metabolito. el cocaetileno. que presenta una hepatotoxicidad mayor 
que la cocaína (64-66). La lesión hepática que origina el cocaetileno surge de la 
situación de estrés oxidati vo consecuencia de los radicales libres y especies activas 
de oxígeno acumulados en el metabolismo oxidativo de ambas sustancias. La cx­
posu.:ión crómca al etanol se ha observado que retrasa la velocidad de elimmación 
de la cocaína y del cocaetileno. Debido a la relevancia clínica de estos datos resulta 
de interés primordial el estudio de la caracterización de factores que afectan la 
inhibición del metabolismo htdrolítico de la cocaina por el etanol > la conversión 
de la cocaína en cocaetileno (67). 
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La convers1on de la cocaína en cocuetileno se ha demostrado en rata <68). en 
ratón <64. 69) ) en humanos (69. 70). evidenciando la existencia de carbo:\ileste­
rasas m1crosóm1ca-. que cutalizan la transesterificación del éster 2-carbox1mc1ílico 
de la cocaína en su derivado 2-carboxietílíco. El cocaetilcno se detectó por pnmera 
vc1 en orina de cocainómanos que consumían alcohol ( 12. 19. 46. 64). Su afin idad 
por los receptore-. de dopamina es s imilar a la de la cocaína. así como su capacidad 
para mhibir la mcorporación de la dopamina en los sinaptosomas. pero su tox1c1dad 
es mayor. La capacidad del cocaetilcno para generar especies reactiva.., de oxígeno 
en presencia de 1\IADPH. oxígeno molecular) c itocromo P-450. es incluso ..,upcnor 
a la de la cocaína <7 1 ). Se ha demostrado que las especies reac1ivas de oxigeno 
generadas en e l metabolismo oxida11vo de la cocaína. responsables de su hepato­
toxicicJad. se e levan cuando la cocaína se ingiere simu ltáneamente al etanol. 

El metaboli ... mo de la cocaína )' el etanol implica tre.., clases de reaccione'>: 
ftíclrtílisis. tramt',\terifi<'aCl<Ín ) '\r-clt•.\f11t'tilació11. La h1drohs1s de la cocaína ) el 

ETANOL 

CH,_ 

~:_;~ CD CD - -
COCAINA COCAETILENO 

M H H 

A:/:" <D A:/º'"·'"' 
o-~-@ oJ-<Q) 
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f-igura 6. Metabolismo de la cocaína en presencia de etanol. lmpltrn tres daw.\ ti<' real'Cit>· 
11<•1 l11clrtílw.1. tr<111sc.\/<'nflcul'ití11 1 N-cle.\1111•fllactú11 la l11drúl1.11.1 ch' la cocuína 1 1•1 ronlt'tileno 
¡•sta n1111l1:ada ¡m1 la nirho.11/<'Jfl;ru.m lwpútwa Lü 11orcocw11a v 1•/ 11m·c·ocaettlt•1111 .wn .1111tra­
ttJ.\ tft'l 1111s11111 e11:111w _1 tfan /u~ar a la hc11:oi/11onTgo11111<1. f/1elrol1.11s <'.\f'llllla1w11 f'll<'tf1· ocurrir 
1·11 lm ,:_\/('H'.\ mcti/1c11.\ y <'tilico.\ de 1•s111.\ c11111¡>1u:.ttos. El 1•11111111 inltih¡• l<1s rean·ion!'s n11alt:u· 
.t/11.1 ¡>111 la curhmtl!'.\/1•ra111. ( J J carhc111fc.,tcra.1¡1 ltepárica i11/11hitf,1 f'"r d L'la1111I ( ! J tn111.\1'.1f<"­

njicacuí11i11d11ácla11or d <'111110/ cucai11a ···> c11cu1·1ile110' 11off11n1i11u a 11orcocuc1ih•1111 (3J N­
ch-.11111·1tlan1Í11 n11ali:wle1 por 1111 e11:111111 1k11c11c/11•11u.' del ntP./'iO clircucmtt'lllf.' v cle.1¡111ó cft• la 
o.11dantÍ11 ele la c11cai11a et .111 dcnrnc/11 N·o.11cl11 catult:ada pm 1111<1 F·\D-11umoo.11g<'ll<1.1ll . 
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cocaetileno a benzoilecgonina está catalizada por una carboxilesterasa presente en 
hígado humano (70). La norcocaína y el norcocaetileno son sustratos del mismo 
enzima y pueden oiiginar benzoilnorecgonina. El etanol inhibe las reacciones hidro­
líticas de la carboxilesterasa e induce simultáneamente la transesterificación etílica 
de la cocaína con formación del cocaetileno (70). El etanol puede también inducir 
la transesterificación etílica de la norcocaína a norcocaetileno. La N-desmetilación 
de la cocaína a norcocaína está catalizada. bien directamente, por un enzima depen­
diente del citocromo P-~50, o después de la oxidación de la cocaína a su derivado 
N-óxido. por una FAD monooxigenasa ( 10). La N-desmetilación de la benzoilecgo­
nina a benzoilnorecgonina ha sido demostrada en rata (72). 

La transesterificación de la cocaína a cocaetileno está catalizada por una car­
boxilesterasa incspecífica (73). La misma enzima hepática cataliza la hidrohsis de 
la cocaína a bcn;wilecgonina. metabolito sin actividad estimulante psicomocora. 
Esta esterasa se inhibe por etanol. de manera que el etanol suprime Ja inactivación 
de la cocaína en su conversión a benzoi lecgonina y cataliza la transesterifica­
ción etílica con la cocaína para fommr el cocaetileno. metabolito farmacológica­
mente activo. Esta desviación en el metabolismo de la cocaína, inducido por el 
etanol puede explicar el porqué la ingestión de etanol incrementa la toxicidad de la 
cocaína (70). 

Dada la concurrencin del abuso de etanol y cocaína, las implicaciones en la 
salud humana de estas do:. drogas es cada vez mayor. Se estima que un 70% dt: los 
adictos a la cocaína ingieren bebidas alcohólicas, debido a que la cocaína y alcohol 
producen efectos eufóricos más intensos y duraderos y que este uso combinado 
elimina las secuelas desagradables (cefaleas y migrañas) de la cocaína. La coadmi­
nistración de cocafoa y etanol influye sobre Ja velocidad de eliminación y sobre el 
perfil metabólico de la cocaína. El abuso combinado de cocaína y etanol da lugar 
a concentraciones plasmáticas de cocaína más elevadas y más prolongadas que 
pueden potenciar los efectos toxicológicos y farmacológicos de la cocaína. La ex­
posición crónica a etanol retrasa la velocidad de eliminación de la cocaína y el 
cocaetileno. El retraso en la eliminación origina su acumulación 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: elevación 
de la peroxidación lipídica y de la actividad de los radicales libres y necrosis 
hepatocelular (74). A su ve¿, la cocaína actúa elevando la concentración de etanol 
en sangre, bien porque inhibe su metabolismo hepático o porque eleva su absorción 
gastrointestinal. Aunque el etanol se metaboliza por una forma de citocromo 
P4502E 1, diferente a la de la cocaína. parece que una parte de cocaína puede ser 
metabolizada por el CYP2EI (46). 

La formación de cocaetileno incrementa la mortalidad de la cocaína debido a 
que la LD,11 para el cocaetileno es significativamente menor que para la cocaína 
(65). La ingcsti6n aguda de etanol eleva la hepatotoxicidad de la cocaína en hcpa­
tocitos humanos en cultivo (75). El incremento de la concemración hepática y 
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plasmática de cocaína se debe a la inhibición por el e tanol de la hidrólisis de la 
cocaína a benzoilecgonina. catalizada por la carboxilesterasa. Al inhibir el metabo­
lismo hidrolítico, e l metabolismo de la cocaína se desvía hacia el oxidativo y con 
ello se eleva la hepatotoxicidad. Esto ocurre también con otros inhibidores de la 
carboxi lesterasa (40). La formación de norcocaetileno y la elevada concentración de 
benzoilnorecgonina apoyan esta posibilidad {76). 

De acuerdo con lo anteriormente descrito en relación a cocaína y alcohol puede 
resumirse lo siguiente (65, 71 ). La letalidad del cocaerileno es s ignificativamente 
menor que la de la cocaína. lo que aumenta la mortalidad y el riesgo de muerte 
súbita en 18 veces. El cocaetileno se ha detectado en orina, sangre, cerebro e hígado 
de autopsias de individuos muertos de sobredosis. 

Las razones que promueven a los adictos a la cocaína a ingerir etanol son la 
potenciación de la estimulación psicomotora y la eliminación de los efectos cola­
terales debidos a la capacidad vasoconstrictora de la cocaína y sus metabolitos. Por 
ello, es difícil evitar el abuso de estas dos drogas cuyo efecto hepatotóxico sinérgico 
está comprobado. El uso de agentes terapéuticos capaces de inhibir o retardar la 
peroxidación lipídica, de agentes antioxidantes. pueden ser clínicamente efectivos 
en la prevención de la lesión hepática inducida por alcohol y cocaína. 
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1. INTRODUCCION 

La ciclosporina A <CsA) es un potente agente inmunosupresor que fue identi­
ficado inicialmente por Borel et al. en 1976 ( 1 ). A este descubrimiento le siguieron 
una serie de estudios demostrando. en modelos e.\perimentalc-,, la efectividad del 
fármaco en la pre\'Cnción del rechazo de órganos (2). Las propiedades farmacoló­
gicas de la CsA. han sido decisivas para el logro del éxito de los trasplante'>. \in 
embargo. su utilización terapeútica se ve disminuida por sus efectos secundarios 
adverso .... que incluyen neuro. ncfro y hepatotoxicidad (3). Aunque han sido fre­
cuentemente estudiados los mecanismos responsables de su actuación sobre el si'>­
tema inmune. no ha ocurrido lo mismo con los mecanismos que conducen a la 
toxicidad y la forma de prevenirlos. 

2. FARMACOLOGlA DE LA CICLOSPORINA 

La ciclosporina A <CsA) pertenece a una familia de péptidos cíclicos producidos 
por un hongo. el Tolvpocladi11111 i1¡fla111m ga111s. también denominado como Tncho­
demw polyspon1111 o Cyli11drocar¡w11 l11cidi11111. Está constituida por 11 aminoácidos 
de naturaleza lipofílica que impiden la solubilidad de la CsA en medio acuoso. 
Presenta un aminoücido de 9 carbonos mu} e-;pccial. ubicado en la posición 1. y una 
llamativa ausencia de otros grupos funcionales (4). El nitrógeno de todos los grupos 
amido est<í unido a hidrógeno o est<Í metilado y la actividad biológica es muy 
sensible a alteraciones en la configuración estereoquímica y a modificaciones de los 
residuos en las posiciones l. 2. 3. 1 O y 11. La CsA contiene un sólo residuo 
D-am1noácido en la posición 8 y el residuo metil-amido entre las posiciones 9 y 10 
cst<í en la configuración cis. en 1anto que todos los dem<Ís residuos metil-amido 
están en la forma tra11s (figura 1 ). 

Debido a las propiedades de la CsA como potente agente inmunosupresor, su 
principal uso terapeútico va dirigido a la reducción de la incidencia de los recha­
zos que pudieran originarse después de un trasplante de órganos (5. 6). Su efecto 
inmunosupresor se debe a la interferencia con las funciones normales de las células 
T (7). ya que inhibe Ja producción de interleuquina-2, la cual interviene en la 
proliferación y diferenciación de dichas células (8, 9). 
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Figura 1. Estrucwra de la cidmpori11a A 

La respuesta inmune se inicia cuando los antígenos específicos. presentados por 
las células presentadoras de antígenos (APC), se unen al receptor de las células T 
(TCR). Así se activa una cascada de señalizaciones que incluye la fosforilación a 
nivel de un residuo de tirosina que acti va la fosfolipasa C-y (PLC-y) y con ello la 
hidrólisis del fosfatidil-inositol difosfato (PIP1 ) en inositol trifosfato (IP,) y diacil­
gliccrol (DAG). El IPJ origina un aumento de Ca2

• citosólico responsable de la 
activación de la actividad fosfatasa dependiente de calcio de la calcineurina, como 
paso crucial de la activación y traslocación nuclear de la subunidad del factor de 
trascripción citoplasmático NF-A Te ( 10). Por otra parte el DAG activa la proteína 
quinasa C (PKC) que induce la subunidad nuclear de este mismo factor (NF-ATn). 
Otro factor de transcripción involucrado es el NF-KB proteína heterodimérica cons­
tituida por las subunidades p50 y p65 y estabilizada por unión a una tercera pro­
teína. la lKB. La desfosforilación de esta última por la calcineurina libera el NF-KB 
que se trasloca al núcleo. Tanto el complejo formado por las dos subunidades del 
NF-AT como el NF-KB se unen a la zona promotora del gen que codifica para la 
lL-2. La IL-2 sintetizada se libera al exterior celular uniéndose a su receptor IL-2R. 
El proceso de señalización mediado por esta unión implica la activación de JAK­
quinasas. STA Ts (transductores de señal y activadores de transcripción). RAFTs 
(dianas de la FKBP y rapamicina) y quinasa p70'6k. responsables de que las células 
progresen de G 1 a S (figura 2). 

El mecanismo por el cual la CsA ejerce su acción inmunosupresora se debe a 
la formación de complejos ciclofilina A-CsA que actúan a nivel de la calcineurina 
bloqueando su actividad fosfatasa y con ello la activación de los factores de trans­
cripción mencionados anteriormente ( 11-14 ). 
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La ciclofilina A (CypA) es una proteína de bajo peso molecular ( 18 kDa) de la 
familia de las inmunofi linas. Se trata de una molécula esferoidal consistente en 
ocho cadenas antiparalelas de lámina-~. dos a-hélice y una serie de bucles y giros 
( 15). La CsA se une a la CypA mediante los aminoácidos situados en las posiciones 
1, 2, 3, 9, 1 O y 11, lo que implica un cambio conformacional de C'Í.\ a tram en la 
amida localizada entre las posiciones 9 y 10 ( 16) (Figura 3). 
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Figura 3. Complejo formado por la ciclospori11a A y la ciclofili11a A. La orientación de las 
molérnlas es tal que la región del complejo imeracciona con la calci11e11ri11a cara a cara. 

Durante casi 30 años. los agentes citotóxicos perm1t1eron efectuar con éxito 
trasplantes de aloinjertos. Sin embargo, Ja introducción de la ciclosporina y su 
empleo en combinación con otros inmunosupresores aumentaron las posibilidades 
de éxito en los trasplantes de órganos, que permitió prolongar Ja vida a miles de 
pacientes cada año ( 17). Aunque los trasplantes que predominan son los renales, la 
frecuencia y el éxito de los trasplantes cardíacos y hepáticos aumentan de forma 
continua ( 18). La tasa de superviviencia de 1 año de injertos de riñones procedentes 
de cadáveres fluctúa entre el 70 y el 85%. mientras que en el caso de los injertos 
hepáticos es superior al 60%. En algunos centros, la tasa de supervivencia de 1 año 
después de un trasplante cardíaco supera el 80%. El trasplante de médula ósea se 
ha convertido en el tratamiento de elección para muchos pacientes con anemia 
aplásica, leucemia no Iinfocítica aguda y un síndrome grave de inmunodeficiencia 
combinada. La CsA se emplea como fármaco alternativo del metotrexato para pre­
venir la evolución de la enfermedad del rechazo de injerto en estos pacientes: 
algunos protocolos emplean ambos agentes ( 19). 

La CsA presenta además 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 eritrocíticas (21 ), uveítis 
(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 Ja dermatitis atópica (27). Se ha observado que coestimula la produc­
ción de anticuerpos IgE y Ja regulación de los receptores Fe 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 administración 
de CsA dentro de las 6 primeras semanas de su iniciación, puede revertir de forma 
temporal esta condición, presumiblemente por inhibición de una reacción 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 Ja ubicuidad en Ja distribución 
de las ciclofilinas. Una variedad de infecciones parasitarias. que incluyen la esquis­
tosomiasis y el paludismo, responden a este compuesto, posiblemente por una ac­
ción directa sobre el parásito (30). La CsA también puede restablecer la sensibilidad 
de líneas celulares y de tumores experimentales resistentes a distintos agentes qui­
mioterapeúticos que se emplean para el tratamiento del cáncer, que induce la sobre­
expresión de P-glicoproteínas (el producto del gen mdr, gen de la multirresistencia) 
(31 ). Se cree que el mecanismo de este efecto no está relacionado con el mecanismo 
responsable de la inmunosupresión, dado que tanto los análogos activos como los 
inactivos de la ciclosporina pueden provocarlo. 

La CsA es objeto de importantes interacciones farmacocinéticas y farmacodiná­
micas que complican su utilización clínica. Fármacos como la fen itoína pueden 
reducir las concentraciones de CsA en sangre a niveles subterapeúticos, mientras 
que otros como Ja eritromicina aumentan su concentración a niveles potencialmente 
tóxicos. Aunque es bien conocido que ambos agentes producen alteraciones en el 
metabolismo hepático de xenobióticos, existen evidencias que sugieren que modi­
fican la absorción intestinal de la CsA (32). La metoclopramida, fármaco que es­
timula el vaciamiento gástrico, incrementa la absorción de la CsA (33), mientras 
que el anestésico isoflurano, por reducción del flujo sanguíneo y la movilidad in­
testinal, disminuye su absorción (34). Existen evidencias de que antagonistas del 
calcio como el diltiazem (35), el verapamilo (36) y la nicardipina (37) incrementan 
también las concentraciones sanguíneas de CsA en pacientes con hipertensión 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 hipertensión. neuro, nefro y hepato­
toxicidad (39-41 ), la CsA es el agente inmunosupresor más utilizado en la terapia 
de los trasplantes. Según evidencias experimentales parece ser que la alteración en 
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la homeostasis del Ca2
' se encuentra implicada en esta toxicidad. pues uno de los 

objetivos de este fármaco es la mitocondria. orgánulo 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 transición de la permeabilidad». 
El mecanismo por el cual se produce este hecho. es la unión 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 nucleótido trans­
locasa evitando así la apertura de este canal iónico (44). En general esta excesiva 
acumulación de Ca2• causa alteraciones en las funciones mitocondrialcs (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 síntesis de A TP y RNA 
(46-48). Como consecuencia de la inactivación de las deshidrogenasas. se produce 
un aporte insuficiente de electrones que causa la caída de los niveles de GSH 
mitocondrial (49). Esto explicaría que las células renales sean más sensibles que 
los hepatocitos a la acción de la CsA, pues contienen niveles basales menores de 
GSH (50). 

La ciclosporina A, en función de la dosis y la duración del tratamiento. da lugar 
a alteraciones bioquímicas y estructurales en el hígado (51, 52). Las alteraciones 
bioquímicas comprenden la elevación 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 daño directo sobre las células hepáticas. sino 
que es debido a un desequilibrio en la secreción biliar originado por la interacción 
del fürmaco con las proteínas trasportadoras de sales biliares (55) o por modifica­
ciones del metabolismo del colesterol (56). 

4. CICLOSPORINA A Y ESTRES OXIDATIVO 

Experimentos in 1•itro han demostrado que la CsA induce una disminución en 
los niveles de GSH que desemboca en una situación de estrés oxidativo acompaña­
da de una peroxidación lipídica y disminución de los grupos tiólicos proteicos. 
ocasionando en última instancia la muerte celular por necrosis (57). 

Sometiendo cultivos primarios de hepatocitos a concentraciones crecientes de 
ciclosporina A (0, 0,5, 1, 5, 1 O, 25 y 50 µM). comproban1os que su efecto citotóxico 
depende tanto de la concentración de la droga como de la duración del tratamiento. 
Este efecto citotóxico se detectó por evaluación de los niveles de lactato deshidro­
genasa (LDH) liberados al medio. La LDH es un enzima citosólico utilizado como 
marcador de la ruptura de la membrana plasm<Ílica y por consiguiente de la necrosis 
celular. Su actividad fue incrementando paulatinamente. dependiendo de la concen­
\.'\?.."-\~\\,\\~.,,'<.i. "Ml;.'<\'\\u.t ·q,..\()'\t<;,. ..,,\'&~"~"~·~wQ .... l.:.Q\\ \a l.:QN:e\\ttac1ón de 5ll ~·" <k GA 

a las 2-> horas de cultivo (TabJa J). 
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Tabla l. Efectos citotóxicos d e 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 incubación. Los resultados 
son media ± SEM de tres placas procedentes de dos experimentos represen-

tativos (* p < 0,001). 

Concentración de 
Tiempo 

CsA (µM) 3 horas 18 horas 24 horas 

o 6.9 ± 0,5 13,8±0,9 19,4 ± 1,1 
0,5 6.9 ± 0,6 14.2 ± 1,0 20,0 ± 1,4 
1 7,3 ± 0,6 18,3 ± 1,3 32,I ± 3.0 
5 6.7 ± 0,6 21,5 ± 1,9 32,4 ± 3,1 

10 6,4 ± 0,5 22,6 ± 2,0 34,6 ± 3,3 
25 6,3 ± 0,4 22,8 ± 2,0 34,3 ± 3,2 
50 7,3 ± 0,8 25,5 ± 2,1 39,7 ± 3,6* 

La citotoxicidad de la CsA podría ser consecuencia de la generación de especies 
reactivas de oxígeno <ROS). ya que se ha demostrado que la administración conjunta 
con antioxidantes como la vitamina E o el glutation. es capaz de inhibir la peroxida­
ción lipídica inducida por el inrnunosupresor (58). Estas especies se generan posible­
mente, tanto a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial, como en el retículo en­
doplásmico 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 Hp2 y otra de 0 2· por cada molécu la de CsA biotransformada (59). 

Con el objeto de determinar la generación de dichas especies reactivas de oxíge­
no, utilizamos técnicas de microscopía confocal que permiten diferenciar, mediante 
el uso de íluorocromos específicos. tanto la producción de radical superóxido como 
la de peróxido de hidrógeno y peróxidos de bajo peso molecular. La hidroetidina 
(HEt) en presencia del 0 2 ·da lugar a etidio que se intercala en el DNA formando un 
complejo fluorescente responsable de la emisión roja (60). La 2',7'-dicloroíluores­
cina diacetato (DCFH-DA) en el interior de las células viables es desacetilada origi­
nándose el compuesto 2',7'-diclorotluorescina que en presencia de peróxidos se oxi­
da dando lugar a 2',7'-diclorofluoresceína que íluoresce en el espectro verde (61 ). En 
el caso de la DFCH-DA se incubó junto con yoduro de propidio (IP) con el fin de 
evaluar la viabilidad celular al ser un tluorocromo intercalante del DNA que sólo 
penetra en células muertas (emisión en la banda del rojo). 

Los resultados obtenidos nos muestran que los niveles de radical super6xido 
permanecen conscantes. mientras que la generación de peróxidos aumenta progre-
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Figura 4. Producción de radical superóxido analizada por microscopía con/ ocal. Imágenes 
11/J/enidas al i11cuhar las células con liidroetidina durante 30 111i11. (AJ control y (8) CsA 50 ~tM. 
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Figura 5. AT1álisis por microscopía confoca/ de la producción de peróxidos. lmáge11es obre-
11idas al incubar las células con yoduro de propidio y diclorof/uorescina diacelato durante 30 
min. (A) comrol y (8) CsA 50 ~tM 
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sivamente con la concentración de CsA (Figuras 4 y 5). Esto nos lleva a proponer 
un desequilibrio entre los enzimas del sistema de defensa antioxidante hepático, ya 
que la superóxido dismutasa es capaz de actuar eficientemente sobre el radical 
superóxido. en tanto que catalasa y glutation peroxidasa no son lo suficientemente 
eficaces en la eliminación de los peróxidos. Esca pérdida de la acción concertada 
que debe existir entre la SOD y la catalasa. rrae como consecuencia la acumulación 
de Hp2 que vía SOD genera el radical hidroxilo (OH). altamente reactivo y res­
ponsable de las lesiones celulares (62). 

El estudio comparativo de la citotoxicidad y la producción de especies reactivas 
de oxígeno. nos permite concluir que la generación de ROS precede a la manifes­
tación de la toxicidad. 

El estudio de las variaciones del DNA celular en poblaciones hepatocelulares se 
considera un análisis de gran precisión en dererminaciones sobre la citotoxicidad y 
la genotoxicidad de xenobióticos (63). Mediante técnicas de citometría de flujo es 
posible cuantificar la proporción de células que se encuentran en cada fase del ciclo 
celular, así como los cambios producidos por agentes químicos sobre la ploidía de 
las células, cuando se marca el DNA celular con compuestos fluorescentes, tales 
como el yoduro de propidio. Así podemos distinguir. según la intensidad de fluo­
rescencia emitida, las células con contenido normal de DNA (2C). correspondiente 
a la fase GifG1, células con el doble del contenido normal de DNA (.+C), fase 
G/M, y células con valores intermedios, asignadas a la fase S del ciclo celular. Los 
núcleos apoptóticos pueden reconocerse por la aparición 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 análisis cuantitativo de los picos hipodiploides de cada uno de los histogra­
mas muestra que el porcentaje de células apoptóticas aumenta progresivamente con 
la dosis de CsA hasta alcanzar su máximo valor con la concentración de 1 O ~tM 
( 17 .04% ). A concentraciones superiores se registra un descenso hasta alcan1ar un 
8,75% que se corresponde con la concentración de 50 µM, donde se acentuaba el 
efecto necrótico de la CsA. De los resultados citométricos obtenidos se desprende 
también la aparición de un porcentaje considerable de células apoptóticas en los 
controles (8,50%). Esto puede reflejar el hecho de que los cultivos no contengan 
todas las citoquinas y los factores de crecimierno apropiados. Sin embargo. estos 
resultados coinciden con estudios de otros autores que demuestran que los hcpato­
citos en cultivo sufren un proceso de ruptura del DNA muy lento. pero que se 
incrementa con la durnción del cultivo (64). 

La muerte celular por apoptosis puede ocurrir después del tratamiento con una 
gran variedad de compuestos tóxicos. unas veces precediendo a la aparición de la 
necrosis y otras coexistiendo con ella. Dependiendo de las células. la dosis y/o los 
estímulos desencadenados, puede observarse apoptosis, necrosis o ambos fenóme­
nos (65). En el caso de la CsA vemos como al iniciarse la situación de estrés 
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Figura 6. Análisis del co11te11ido del DNA por citometría de flujo. Las células tratadas con 
CsA se procesaron según las i11dicacio11es del kit Kinesis 50 pam determinación del ciclo 
celular. Los histogramas son de 1111 e.\perime11to represematfro y se corresponden a las células 
tratadas con co11ce11tracio11es crecientes de CsA (A) comrol. (8) 0.5 µM. (C) I µM. (D) 5 µM. 
(EJ 10 ~tM. (F) 25 µM y (G) 50 µM de CsA. 

oxidativo se induce la muerte celular por apoptosis, mientras que cuando la situa­
ción se hace más 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 
interacción directa de las especies reactivas de oxígeno con el DNA, sino que éstas 
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incian una serie de cvenros que conducen en última instancia su fragmentación. Por 
un lado, el proceso de peroxidación lipídica inducido por las especies reactivas de 
oxígeno origina modificaciones de la permeabilidad de las membranas biológicas 
que interfieren en la homeostasis del Ca2

• de tal modo que se activan las endonuclea­
sas dependientes de Ca2

• responsables de la fragmentación del DNA (66). Por otro 
lado. las especies reactivas de oxígeno inducen la activación de la poli-ADP-ribosa 
transferasa y la acumulación de p53, ambos asociados directamente con la apoptosis 
(67). Finalmente, mediante la activación del factor NF-KB se induce la transcripción 
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 bcl-2 y los 
antioxidantes endógenos. que cuando son insuficentes o ineficaces dejan vía libre a 
la cascada de reacciones que finalizan en Ja apoptosis (69) (Figura 7). 
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Figura 7. El esrrés o.\idaril-o como meditulor de fa apoprosis. 

5. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS 

Ca2 • 1' 

Desde el descubrimiento de la CsA, la búsqueda de otros agentes inmunosupre­
sores ha sido objeto de un intenso trabajo. Así en 1984 se aisló del Streptomyces 
ts11k11hae11sis el FK-506. también llamado tacrólimus, macrólido con una potencia 
inmunosupresora 100 veces superior a la ciclosporina A in l'itro (70). Se ha demos­
trado que la toxicidad del FK-506 en hepatocitos en cultivo es inferior a la de la 
CsA (7 1) y que produce menor lesión a nivel gastrointestinal y miocárdico en 
perros, y a nivel neuronal y renal en ratas. Esto lo convierte en el agente inmuno-
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supresor de elección en trasplantes de intestino delgado (72); sin embargo en otros 
tipos de trasplances presenta ciertas complicaciones terapeúticas, 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 utilización de la CsA, y como en la 
toxicidad de la misma juega un papel crucial el estrés oxidativo, una posible pers­
pectiva terapeútica sería la administración conjunta de antioxidantes. Se ha demos­
trado que la incubación de CsA con antioxidantes como ditiotreitol, agente reductor 
que evita la disminución del cociente GSH/GSSG, ácido ascórbico y a-tocoferol 
potentes inhibidores de la peroxidación lipídica, disminuye sus efectos tóxi­
cos (58). 
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La enfermedad inflamatoria intestinal comporta un proceso inflamatorio cróni­
co, del intestino delgado o grueso, que se origina mediando una susceptibilidad 
genética todavía no bien definida, por la acción de antígenos 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 linfático de las placas de Peyer e inician una 
serie de acontecimientos que despiertan una respuesta inflamatoria que, por motivos 
todavía 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», h 1 ó h2 (3). configurarían las dos variantes clínicas, la deno­
minada enteritis regional (enfermedad de Crohn) y la colitis ulcerosa, de la enfer­
medad inflamatoria intestinal. 

El macrófago y el granulocito liberan una serie de citoquinas comprometidas en 
desencadenar la activación de los linfocitos intestinales (4). En las fases de activi­
dad de la enfermedad, gran número de neutrófilos 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
miotácticos, ocasionan efectos destructores. 

Los neutrófilos y monocitos de los pacientes con enfermedad inflamatoria intes­
tinal tienen alteraciones funcionales intrínsecas combinadas con la existencia en el 
suero de factores inhibidores de la actividad quimiotáctica, que se modificarían con 
los fármacos habitualmente utilizados en el tratamiento de la enfermedad inflama­
toria intestinal. 
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La unión de los fagocitos a la pared endotelial que precede a la migracton 
tisular, está mediada por las denominadas moléculas de adhesión como la LFA-1 
(lymphocyte function associated antigen 1, CDI la) que se une a la ICAM-1 (inter­
cellular adhesion molecule 1, CD54). cuya expresión aumenta de modo muy impor­
tante en las células endoteliales en las fases de actividad de la enfermedad, aJ 
tiempo que se eleva la expresión de CD 11 a en los fagocitos mononucleares (5). 

Los macrófagos 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 (lL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF alfa). La interleu­
quina 1 ocasiona fiebre, estimula la síntesis de las proteínas reactantes de fase 
aguda y participa en la activación linfocitaria. 

La IL-1 y el TNF alfa, comparten estas funciones y ambos en grado diverso 
activan la quimiotaxis de macrófagos y granulocitos, inducen la síntesis de molé­
culas de adhesión, preparan y activan los macrófagos, activan los linfocitos T y B 
aumentando la actividad del sistema inmunitario, incrementan la síntesis de prosta­
glandinas por los fibroblastos, macrófagos y células endoteliales, aumentan la pro­
ducción de citoquinas por los macrófagos y del PAF (factor de activación plaque­
tario), en las células endoteliales. 

Además debe señalarse la importancia en la enfermedad inflamatoria intestinal 
de otras citoquinas y mediadores como la interleuquína 2 (IL-2), el leucotrieno 84 
(LTB4), las prostaglandinas E2 e 12 (PGE2, PGI2) y el tromboxano A2. 

Los granulocitos y macrófagos producen también metabolitos tóxicos del oxí­
geno, que sin duda contribuyen al amplio daño tisular evidenciado en la enfermedad 
inflamatoria intestinal. 

Aunque el oxígeno se identifica por J. Priestley en el siglo XYill, hay que 
esperar a la década de los años 60, para establecer la toxicidad de los radicales 
libres dependientes del oxígeno. Un radical libres es una molécula o un átomo con 
un electrón desapareado en su órbita más externa. Los organismos producen en 
condiciones nom1alcs radicales libres de oxígeno (RLO), que rápidamente son re­
ducidos por los pertinentes sistemas enzimáticos a agua. 

Cuando la capacidad de neutralizarlos se ve disminuida o es desbordada apare­
cen los efectos tóxicos. Por tanto, el fiel de la balanza oxidativa se mantiene de una 
parte por la acción de los prooxidantes (drogas, sustancias contaminantes, radiacio­
nes, etc) y de otra por los antioxidantes (superoxido disrnutasa, catalasa, glutation, 
etc), siendo este equilibrio obligatorio para mantener en el organismo el adecuado 
grado de tensión oxidatíva. El desequilibrio con la producción de RLO, altamente 
reactivos puede originar la lesión y muerte celular. 

Ejercen su toxicidad, medianle la desnaturalización de los ácidos nucléicos (6), 
despolimerización del ácido hialurónico de los mucopolisacáridos y del coláge-
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no (7). así como por la desintegración de las membranas celulares y de organelas 
intracelulares mediante la peroxídación lipídica con formación de enlaces entre 
lípidos. puentes disulfuro y liberación de malondíaldehido por oxidación de los 
ácidos grasos (8). 

En condiciones normales los electrones e hidrogeniones liberados por el meta­
bolismo de la mayor parte del oxígeno (99 %) en el ciclo de Krebs, son captados 
por el sistema citocromo oxidasa, originándose una reducción tetravalente completa 
y simultánea del oxígeno sin creación de productos intermedios: 

Una pequeña parte del oxígeno ( 1 %) sufre una reducción univalente y secuen­
cial, ocasionando la aparición de metabolitos intermedios que son RLO: el anión 
superoxido, el peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo. 

El radical superóxido (02··¡ se puede generar por reacciones enzimáticas (xan­
tina oxidasa. citocromo P-450, etc), no enzimáticas (del oxígeno con la cistina o la 
riboílavina o activado por la luz) y por la autooxidación mitocondrial. 

El peróxido de hidrógeno (Hp2) es producido por reacciones enzimáticas (glu­
cosa oxidasa, diaminoácido oxidasa), no enzimáticas (autooxidación del ácido as­
córbico catalizada por el cobre) y de modo espontáneo o por la acción de la supe­
róxido dismutasa (SOD). 

El radical hidroxilo (OH) puede formarse por radiolisis del agua mediante la 
acción de las radiaciones ionizantes; también por la reducción del agua oxigenada 
en presencia de ciertos iones metálicos, según la reacción de Fcnton, y sobre todo 
por los iones ferrosos presentes en la trasferrina. lactoferrina, hemoglobina y ferri­
tina; puede por último originarse mediante la reacción de Haber-Weiss. 

Las radiaciones ionizantes activan muchas moléculas y entre ellas al oxígeno, 
originándose singlctes y tripletes excitados de oxígeno que pueden iniciar reaccio­
nes de oxidación. La activación de un átomo de oxígeno en estado basal por una 
determinada cantidad de energía (9), provoca el salto de un electrón aparcado 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 oxígeno. 
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El ácido hipocloroso (CI Off) es otro radical libre, altamente tóxico, que se 
genera por la activación de la mieloperoxidasa de los granulocitos por el peróxido 
de hjdrógeno, en presencia del ión cloro (CI") y que es capaz de oxidar a los grupos 
sulfuidrilos (-SH). 

Con independencia de esta fuente leucocitaria, hay que recordar también que se 
generan radicales libres de oxígeno en los siguientes sistemas biológicos: 

Degradación espontánea y mediada por la monoaminooxidasa (MAO) y 
catecol-o-metiltransferasa (COMT) de las catecolaminas liberadas en las 
terminaciones sinápticas. 

- Transporte mitocondrial de electrones. 

Sistema ciclo y lipooxigenasa del ácido araquidónico. 

Sistema xantina oxidasa de primordial importancia en la isquemia intes­
tinal (10). 

El proceso de formación y liberación de los RLO por los granulocitos y macró­
fagos, conocido en la literatura sajona como «respiratory burst», es el resultado de 
dos procesos biológicos: la preparación y la activación. Las células fagocitarías 
resultan preparadas tras la exposición a una serie de moléculas como los peptido­
gl icanos, proteasas, citoquinas, etc. ( 11 ). La preparación no es suficiente para la 
producción de radicales libres de oxígeno, aunque propicia un incremento de la 
concentración del calcio intracelular, entre otros efectos metabólicos. La activación, 
por un segundo estímulo, de las células preparadas ocasiona la liberación de aniones 
superóxido y los metabolitos tóxicos del oxígeno, que de él inevitablemente se 
derivan. 

Revisando los aspectos específicos referentes a los radicales libres de oxígeno 
en la enfermedad inflamatoria intestinal encontramos, que ya Suematsu (12) publicó 
en 1987, que los monocitos aislados de la sangre periférica de pacientes con enfer­
medad de Crohn, producen una aumentada «explosión respiratoria» cuando eran 
estimulados in vitro. Hallazgos similares se producen al estudiar pacientes afectados 
de colitis ulcerosa, con la descripción de una correlación entre el grado de actividad 
de la enfermedad medido con los índices clínicos habituales y la preparación 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 Croh11, 
capaz de preparar células fagocíticas pierde su capacidad al retirar mediante croma­
tografía de afinidad con polimixina B, el lipopolisacárido del E coli 0119:Bl4 
(LPS) presente en grandes cantidades en los sueros de pacientes afectos de enfer­
medad inflamatoria intestinal ( 14). 
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Grisham y Granger (15) demuestran el aumento de radicales libres de oxígeno 
derívados de los granulocitos en la lámina propia del intestino isquémico. Los 
monocitos aislados del colon inflamado tienen una respuesta de «explosión respi­
ratoria» incrementada en tanto, que ésta está disminuida en los macrófagos de la 
lámina propia en un colon normal; también, en la enfermedad inflamatoria intes­
tinal los macrófagos tienen una expresión 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 interferón gamma 
(IFN gamma) ni el LPS sean capaces de inducir en estas células receptores 
IL-2 (16). 

El lipopolisacárido LPS. como hemos comentado, jugaría un papel primordial 
en la preparación de los monocitos, incluso en sangre periférica y en el desencade­
namiento de la reacción inflamatoria mucosa en la enfermedad inflamatoria intes­
tinal. También pueden tener un papel en Ja preparación de los macrófagos las 
proteasas (11), mediadores lipídicos como el LTB4 (11), agregados de inmunoglo­
bulinas ( 17), N-fonnil-metilpéptidos bacterianos como el FMLP ( 18), además de 
los muramildipéptidos (19) y de los peptidoglicanos (20). 

La liberación de radicales libres de oxígeno por las células fagocitarías, meca­
nismo normal en la defensa antimicrobiana del organismo, pasaría aquí a ser uno 
de los agentes del gran daño tisular de la enfermedad inflamatoria intestinal, al 
tiempo que una amplia serie de potentes y específicos mediadores de la reacción 
inflamatoria. Los linfocitos T y B, también podrían ser liberadores de radicales 
libres de oxígeno tras ser preparados y activados por el LPS. 

Otros péptidos bacterianos quimiotácticos pueden también mediar en esta reac­
ción inflamatoria. Los complejos peptidoglicanos/polisacáridos derivados de la 
pared bacteriana, son metabolizados a muramildipéptidos por enzimas producidos 
en las células inflamatorias. Podrían actuar sinérgicamente en el primado y activa­
ción celular, no sólo con el LPS sino también con el interferón gamma o la inter­
leuquina-1. El paso de peptidoglicados a la circulación sistémica determinaría la 
aparición de anticuerpos IgM y los complejos antígeno/anticuerpo resultantes se­
rían, en gran modo, responsables de manifestaciones sistémicas en la enfermedad 
inflamatoria intestinal del tipo de artritis, afección del polo anterior oftálmico y de 
las alteraciones cutáneas. 

El más activo de esos péptidos bacterianos sería el formilmetilpéptido (FMLP) 
que se encuentra en el sobrenadante de cultivos de E coli y otras enterobacterias, 
se une a receptores altamente específicos de los leucocitos humanos, que pueden ser 
bloqueados por la salazopirina (21 ), ocasionando Ja liberación de radicales libres de 
oxígeno y en1imas lisosomales, aumentando la adhesión endotelial, la quimiotaxis 
así como la liberación de leucotrienos y otros mediadores lipídicos del grupo de los 
eicosanoides (22). 
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Podemos concluir con Schereiber, que el intenso compromiso de un número de 
diferentes compuestos de la pared bacteriana en el incremento de la regulación y en 
la activación crónica del sistema inmunitario en la enfermedad inflamatoria intes­
tinal, se considera hoy día como un componente esencial en la fisiopatología de esta 
entidad morbosa (23). 

Estos datos fisiopatológicos aparte de explicar, en parte, la actividad de fárma­
cos empleados, desde hace años, en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria 
intestinal (21) como la salazopirina o el ácido 5 aminosalicílico (5 ASA), abren 
nuevos horizontes terapéuticos como los estudios preliminares, con buenos resulta­
dos, de inactivación de los radicales libres de oxígeno, 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 liberación de leucotrieno B4 en Ja mucosa inflamada (26). 

Un compuesto en experimentación, el K-76, ácido monocarboxílico derivado 
del cultivo del hongo Stachybotrys complementi , inhibe la liberación de leucotrie­
nos, inhibe el factor C5 y el factor I del complemento, controla la producción del 
factor de necrosis tumoral, inhibe la liberación de histamina por los mastocitos e 
induce células T supresoras. Estudios iniciales en pacientes parecen alteradores, en 
combinación con los corticoides (27). 

Ensayos clínicos 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 citometría de flujo: Concepto y bases técnicas 

La citometría de flujo es, básicamente, un método analítico que permite la 
medida de emisión de fluorescencia y dispersión de luz, inducidas por la ilumina­
ción apropiada de células o partículas microscópicas, a medida que desfilan, de una 
en una y arrastradas por un flujo portador, frente a un sistema de detección. En 
algunos sistemas, además, las células o partículas pueden ser separadas físicamente. 
de acuerdo a las propiedades exhibidas. 

La citometría de flujo aprovecha el desarrollo de un amplio número de molé­
culas fluorescentes, que se unen específicamente a moléculas celulares, se acumulan 
selectivamente en compartimentos celulares o que modifican sus propiedades a 
través de reacciones bioquímicas específicas. De esta forma, la citometría de flujo 
permite detectar y cuantificar estructuras y funciones de células individuales o 
partículas biológicas aisladas, a elevada velocidad y siguiendo una aproximación 
multiparamétrica. Estas características la convierten en una técnica especialmente 
valiosa para caracterizar poblaciones celulares heterogéneas a través de un amplio 
rango de propiedades biológicas. 

Debido al creciente número de parámetros biológicos analizables y al desarrollo 
de citómetros de coste accesible, dotados de sistemas informáticos, a la vez de uso 
relativamente sencillo y de alta capacidad operativa, la citometría de flujo tiene en 
la actualidad un amplio abanico de aplicaciones en muchos campos básicos y clí­
nicos, donde se requiera identificar células o partículas biológicas, caracterizar sus 
propiedades y respuestas funcionales y, en algunos casos, separarlas físicamente. 

1.1.1. Componentes de un citómetro de flujo 

Los componentes básicos de un citómetro de flujo, que con mayor o menor 
complejidad técnica, se encuentran en la mayoría de los instrumentos actuales son: 

a) Sistema hidráulico: Rodea la suspensión celular en flujo, con una vaina 
externa, formada por un fluido libre de partículas, que mueve la muestra, a veloci-
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dad constante y controlada, a través de la zona de detección («Cámara de flujo»). 
donde las células o partículas son expuestas, una a una. al haz iluminador (Figu­
ra 1 ). 

Flujo de Células 
Fluido 

Sefteles 
Fluorescentes .... ~~-.,.. 

Figura 1. Detalle de una cámara de flujo típica. (Tomado y modificado de Purdue Flow 
Cytometry CD-ROM. 1•0/. 1 J 

b) Sistema de iluminación: Produce un haz de luz que ilumina la muestra. La 
mayor parte de los citómetros utilizan luz láser, por ser coherente, monocromática, 
polarizada, estrecha, estable y de intensidad conocida, aunque hay sistemas que 
disponen de lámparas de mercurio. 

c) Sistema óptico: Enfoca la iluminación de las partículas de muestra. detecta 
la luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia emitida, a medida que las 
partículas atraviesan el haz luminoso. 

d) Sistema ele<·trónico: Proporciona una iluminación de intensidad constante, 
detecta y amplifica la respuesta de las partículas en forma de pulso analógico, 
transforma las señales en forma digital y controla el proceso de separación celular 
(«Cell Sorting»). 

e) Sistema de adquisición y análisis de datos: En la mayor parte de los citó­
metros modernos. es compatible con ordenadores personales y sistemas operativos 
comunes (plataformas MS-DOS, Windows y Macintosh). Permite la adquisición 
multiparamétrica de datos y el análisis en tiempo real y en modo de lista (matrices 
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Figura 2. Esquema de w1 citomérro de flujo con dos láseres y capacidad de separación. 
FACStar PLUS (8ecto11-Dicki11son). 

de datos no correlacionados), así como el análisis restringido a subpoblaciones 
seleccionadas («acotamiento»). Los datos se presentan en forma de histogramas 
monoparamétricos o representaciones biparamétricas de la distribución, junto con 
información estadística de las distribuciones. Existen diferentes programas comer­
ciales de apoyo, utilizables en ordenadores independientes y, recientemente, se 
dispone de interesantes programas de dominio público recuperables en Internet. 

El esquema de un citómetro de flujo típico se n:iuestra en la Figura 2. 

1.1.2. Características del análisis por citometría de flujo 

En sentido estricto, cualquier citómetro de flujo mide exclusivamente propieda­
des ópticas, es decir, luz emitida por fluorocromos o dispersada por las partículas 
en flujo. La conexión entre las propiedades biológicas de interés y los parámetros 
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ópticos detectables se establece (Figura 3) con el uso de marcadores fluorescentes 
adecuados, como los que aparecen clasificados. de forma amplia. en la Tabla l. Se 
puede obtener información extensiva acerca de las propiedades ópticas y biológicas 
de un elevado número de fluorocromos en los catálogos y publicaciones de las 
compañías que los fabrican. 

Tabla l. Tipos de marcadores fluorescentes usados en citometría de flujo. 

1. Moléculas con reactividad química. 

2. Moléculas con especificidad estructural. 

3. Indicadores y quelantes fluorescentes. 

4. Substratos de enzimas. 

5. Macromoléculas y polímeros fluorescentes. 

Tabla Il. Pa rá metros biológicos a nali7.ables por citometría d e flujo. 

ESTRUCTURAS QUE NO FUNCIONES QUE NO REQUlEREN 
REQUIEREN MARCADORES EXOGENOS 
MARCADORES EXOGENOS 

Volumen celular Estado redox 
Textura celular Viabilidad celular 
Pigmentos fluorescentes 

ESTRUCTURAS QUE REQUIEREN FUNCIONES QUE REQUIEREN 
MARCADORES EXOGENOS MARCADORES EXOGENOS 

Macromolécu las Viabilidad celular 
Metabolitos de bajo peso Integridad de la membrana plasmática 
Receptores específicos Transporte e intemalización 
Regiones específicas en Potenciales de membrana 
macromoléculas Actividades enzimáticas específicas 
Organos subcelulares Síntesis de DNA 

Movimientos iónicos 
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Lineas de 350 457 488 514 610 632 
cxcltacl6n 300 nm .ioo nm SOOnm 600 nm 700nm 

...---~~~~--~~~~~~~~~~ 

de léser 
habituales on/ugado PE· TR 

o/o Texas (TRJ 

Pl(Yoduro 
de Propldlo) 

E (Flcoerltrlna) 

j~ lTC (lsotloclanato 
------e Fluoresceína) 

Figura 3. Caracrerísricas especrromérricas de algunos fluorocromos de uso frecuenre en ciro­
merría de flujo. (Tomado v modificado de Purdue F/ow Cyromerry CD-ROM. 1·0/. 1) 

La correcta aplicación de los marcadores íluoresccntcs permite detectar y cuan­
tificar sitios estructurales o seguir funciones dinámicas en las células. Sin embargo. 
algunas funciones o estructuras de interés biológico pueden ser estudiadas sin ne­
cesidad de incorporar marcadores fluorescentes exógenos, puesto que se pueden 
relacionar con la presencia de moléculas fluorescentes endógenas o con interaccio­
nes físicas específicas entre las células y la luz. 

De acuerdo con las aplicaciones específicas de los fluorocromos y las propie­
dades de autofluorcscencia, se pueden clasificar los parámetros biológicos analiza­
bles por la mayor parte de los citómetros de flujo como se muestra en la Tabla II. 

Los parámetros indicados en la Tabla II pueden ser estudiados a través de otros 
métodos analíticos, incluso utili7ando los mismos marcadores fluorescentes (p.ej., 
espectrofluorimetría, microscopía confocal, etc.). Sin embargo, las características 
técnicas especiales de la citometría permiten obtener un grado de información sobre 
estos parámetros que es, probablemente, único entre las técnicas actuales de análisis 
biológico. como se muestra en la Tabla III. 
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Tabla 111. Información generada en el análisis por citometría de flujo. 

1. Intensidad de expresión de parámetros en una población celular. 

2. Heterogeneidad de expresión de parámetros dentro de una población celular. 

3. Relación entre parámetros en una población celular. 

4. Relación de parámetros en células individuales. 

5. Evolución de parámetros dinámicos. 

6. Correlación con parámetros determinados con otras técnicas tras separación 
celular. 

1.2. La citometría de flujo: Aplicaciones generales 

El desarrollo tecnológico (óptica, electrónica, anticuerpos, tluorocromos) que ha 
acompañado a la citometría de flujo desde su aparición como técnica accesible en 
los años setenta, ha supuesto una reducción en la complejidad de los instrumentos 
y una gran expansión en su número y en el rango de aplicaciones, tanto básicas 
como clínicas. De forma general, la mayor parte de las aplicaciones actuales se 
pueden situar entre las categorías descritas en la Tabla IV, teniendo en cuenta que 
muy pocas aplicaciones pertenecerían exclusivamente a un área concreta. Así. en 
disciplinas como la inmunología, hematología y oncología, en las que la citometría 
de flujo se aplica fundamentalmente a la rutina clínica, han aumentado notablemen­
te los aspectos de investigación básica. Por otra parte, las aplicaciones desarrolladas 
en el laboratorio b<1sico, especialmente en biología molecular y fisiología celular, se 
han adaptado a estudios clínicos y biotecnológicos. 

Tabla IV. Areas actuales de aplicación de la citometría de flujo. 

1. Rutina clínica. 

2. Investigación clínica. 

3. Investigación básica. 

4. Biotécnología. 

5. Investigación del medio ambiente. 

6. Microbiología clínica y básica. 

Por último, hay que destacar el interesante desarrollo de la citometría de flujo 
en el estudio de microorganismos, en aplicaciones biotecnológicas, ecológicas y 
clínicas. 
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El desarrollo tecnológico ha permitido aumentar la resolución y la sensibilidad 
de los citómetros de flujo haciendo posible su utilización para el estudio de micro­
organismos. 

Dentro de la Microbiología, la aplicación que ha tenido mayor aceptación es la 
de la detección de microorganismos en distintos medios, ya sean provenientes de 
alimentos o de pacientes. Esto va unido a los intentos de identificación de especies 
mediante citometría de flujo, aunque actualmente, no se ha podido avanzar mucho 
en este tema. 

En estudios específicos a determinados microorganismos, sin embargo, el desa­
rrollo de aplicaciones ha llegado a ser tan amplio como en mamíferos. Se puede 
estudiar el ciclo celular en levaduras y en bacterias, el estado metabólico, la presen­
cia o ausencia de detem1inados enzimas, la viabilidad de los cultivos, la cantidad 
total de proteínas, la cantidad total de ácidos nucléicos, la expresión de determina­
dos genes, la respuesta antes detenninados agentes antimicrobianos, etc. 

2. MOLECULAS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DEL ESTRES 
OXIDATIVO POR CITOMETRIA DE FLUJO (CDF) 

Dado que el análisis por CDF utiliza células, en este caso vivas, hay que tener 
en cuenta que el análisis de la actividad oxidativa puede ser complicada por la 
posibilidad de hallar múltiples formas de oxígeno reactivo en Ja misma célula. 
Además, el óxido nítrico puede producir los mismos cambios en las propiedades 
ópticas en el fluorocromo utilizado, iguales a las producidas por otras moléculas 
que reaccionan con el oxígeno. Agentes bloqueantes e inhibidores de enzimas pue­
den ayudar a dilucidar la especie responsable del cambio óptico producido en la 
sonda. 

El análisis cuantitativo es difícil debido principalmente a tres razones: 

1. La concentración variable de metales que pueden catalizar o inhibir reaccio­
nes de los radicales libres. 

2. A la alta concentración intracelular de glutation el cual puede fonnar radi­
cales tiol o sulfinilo o atrapar o reducir especies de oxígeno. 

3. La presencia de otros agentes colectores de radicales libres, como la esper­
mina. 

La rodamina, fluoresceína y otros fluorocromos pueden ser químicamente redu­
cidos a formas "blancas", sin color no fluorescentes. Estos derivados reducidos son 
fácilmente oxidados por algunas especies de oxígeno reactivas a la forma parental 
fluorescente. De esta fonna pueden ser utilizados como pruebas fluorogénicas para 
detectar actividad oxidativa en células y tejidos. 
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Sin embargo, su oxidación puede no ser discriminada fáci lmente entre las diver­
sas especies rea e ti vas de oxígeno celulares ( l ). 

Comenzaremos por describir las características de los compuestos fluorescentes 
comúnmente utilizados en citometría de flujo que son. el Diacetato de Diclorodi­
hidrofluoresceína (OCFH). el Di hidroetidio (HE) y la dihidrorodamina 123 
(0Rhl 23). También veremos los compuestos derivados de la rosamina y el ácido 
cis-Parinárico utilizado para estudios de peroxidación lipídica (Figura 4). 

Tabla V. Características de los fluorocromos más utilizados en citometría 
de flujo para la detección del estrés oxidativo. 

FLUOROCROMOS Detectan /.. excitación A emisión 
(nm) (nm) 

Potencial de 
Rhl23 membrana! 488 530 

mitocondrial 

DCFH Actividad 488 530 
peroxidasa 

DRhl 23 Actividad .+88 530 
peroxidasa 

HE o · 
2 y SOD 488 630 

El DCFH se utiliza habitualmente para detectar las especies reactivas de oxíge­
no en neutrófilos y macrófagos. También se utiliza para estudiar el estrés oxidativo 
en fenómenos toxicológicos. así como para caracterizar estudios de estrés oxidativo 
dependiente de hipoxia en levaduras. y para estudiar los efectos de la isquemia y 
reperfusión en pulmón y tejido cardíaco. También se ha utilizado para la caracte­
rización de mutantes termosensibles de Sacclzaromyas cerel'isiae, efectos tóxicos 
en hepatocitos de rata y para seguir el efecto del TGF-B sobre hepatocitos fetales 
de rata. 

Como se describe en la Tabla V se puede utilizar en todos los citómetros de 
flujo al ser excitado a 488 nm. esta es la causa de que sea de los más utilizados. 

El DCFH reacciona con el peróxido de hidrógeno intracelular. esta reacción es 
mediada por peroxidasas, citocromo e o Fe~·. De hecho se utiliza como substrato 
fluorescente para cn1imas peroxidasas. 
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Dihidrorodamina 6G R=H Dihidrotelrametilrosamina 

Dihidroe1idio Yoduro de Propidio 

Acido cis-Parinárico 

Figura 4. Estructura molec11lar de los f/11orocro111os 111ás utili:ados para est11diar el estrés 
oxidatii·o por cirometría de flujo. El yoduro de propidio está i11c/11ido co1110 .fluorocromo discri­
minador de cél11/as m11ertas. 
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L1 DRhl23 es el producto de la reducción del fluorocromo específico de mi­
tocondrias Rodamina 123 (Rh 123), y no es fluorescente ni está cargado. Este tinte 
difunde pasivamente a través de la mayoría de las membranas celulares y es oxi­
dado a Rh 123 que está cargada positivamente, que se locaJiza en la mitocondria. Se 
utiliza de igual forma que el DCFH, aunque es más sensible que éste. También se 
utiliza para detectar peroxinitritos (el anión formado cuando el óxido nítrico reac­
ciona con el anión superóxido o el peróxido de hidrógeno) (2, 3, 4). 

El dihidr oetidio (HE). también conocido como hidroetidina, se utiliza habitual­
mente para analizar la explosión oxidativa de los macrófagos, aunque también se ha 
observado que se oxida significativamente en leucocitos no activados, tal vez de­
bido al desacople de la fosforilación oxidativa. Se ha observado en células no 
linfoides que su fluorescencia depende de la cantidad de anión superóxido produ­
cido por la NADPH oxidasa ligada a la membrana de la mitocondria. Por el con­
trario, el DCFH y la DRh 123 no pueden ser oxidadas por el anión superóxido. 
(Figura 5) (5. 6). 

El HE citosólico fluoresce en el azul, pero una vez oxidado a etidio, se intercala 
en el DNA celular y fluoresce en rojo (Tabla Y). Se utiliza en conjunción 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 DRh 123. Además 
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 
excitación exige láseres que no son frecuentes en los citómetros de flujo normales 
analizadores (Tabla VI). 

Tabla VI. Caracter ísticas de los tluorocromos derivados de la rosamina 
y de la rodamina , con longitud de onda de emisión la rga. 

FLUOROCROMOS EXCITACION EMISJON UTILIZACION 

Dihidrorodamina 6G 528 nm 551 nm fluoresce al oxidarse 
Dihid rotetra metil-
rosamina 550 nm 574 nm fluoresce al oxidarse 

CM-H2TMROS 551 nm 576 nm acumula en mitocondria 

CM-H2XROS 578 nm 600 nm acumula en mitocondria 

El ácido cis-Parinárico se utiliza para detectar la peroxidación lipídica en células 
vivas. La gran cantidad de insaturaciones que presenta el ácido cís-Parinárico, le 
hacen fácilmente susceptible de peroxidación, disminuyendo su fluorescencia, sien­
do posible cuantificar la peroxidación lipídica que se produce en determinados 
estados { 1 ). Su excitación necesita lámparas de Xe-Hg o láseres con emisión UV. 

Las sales de tetrazolium, se utilizan para detectar el porencial redox de las 
células, para ensayos de viabilidad, proliferación y citotoxicidad. Algunas sales 
producen moléculas fluorescentes, una vez son reducidas, por lo que se pueden 
utilizar en citometría de flujo, tanto para conocer el estado de las células como el 
potencial redox en respuesta a diversos agentes ( 1, 7). 

Ocra forma de estudiar el estrés oxidativo por CDF consiste en la cuantificación 
de glutation, utilizando sondas fluorescentes. Se han utilizado varias a lo largo de los 
últimos años. (naranja de mercurio, OPT, etc.) (8). La sonda más preferida desde 
hace años, es el monoclorobimano, que se excita a 325-340 nm y emite en azul. Es 
capaz de encrar en las células vivas y no es fluorescente hasca que se conjuga con el 
glutarion. Actualmente existen en el mercado orras sondas fluorescentes que se ex­
cita con láseres de Argón normales, permitiendo su uso en citómetros de flujo ana­
lizadores normales. Aunque pueden tener problemas de autofluorescencía ( 1, 8). 

2.1. Aproximación experimental 

Para explicar un poco más la mecánica de la detección del estrés oxidativo por 
CDF. vamos a exponer un caso práctico. Supongamos que queremos determinar 

349 



como afecta una concentración elevada de chocolate sobre el funcionamiento del 
hígado. Una vez establecido el plan de ingesta, se sacrifican los anímales siguiendo 
el procedimiento habitual, obteniéndose una suspensión de hepatocitos, parte de los 
cuales son puestos en cultivo para un tratamiento posterior. El resto se tiñe con 
DCFH o con DRh 123 (en el caso del hígado funciona mejor el DCFH. ya que su 
fluorescencia sólo depende de la cantidad de peróxidos y de peroxidasas. La fluo­
rescencia final de la DRh 123 depende de la actividad rnitocondrial, con lo cual 
tenemos otro parámetro complejo). Se suele añadir una cantidad adecuada de Yo­
duro de Propidio (IP) para cuantificar la muerte celular (9). 

Otra alícuota de hepatocitos en suspensión se puede teñir con HE para comparar 
su señal con la obtenida con el DCFH. En este caso no es necesaria la adición de 
IP. ya que ambos fluorocromos emiten en la misma longitud de onda. Observando 
la señal producida por cada uno de los fluorocromos podemos establecer si existe 
variaciones en la cantidad de peróxidos y de anión superóxido, específicamente con 
el HE, en los hepatocitos que provienen de animales control y los que provienen de 
animales con dicta rica en chocolate. Generalmente, se suele esperar un aumento de 
la cantidad de peróxidos en los animales tratados, ya que el chocolate suele ser un 
potente agente oxidante. El tratamiento de los datos lo analizaremos más adelante 
en el capítulo indicado (Epígrafe 4). Comparando las señales del HE con las del 
DCFH podemos establecer si el efecto es sólo sobre los peróxidos citoplásmicos, o 
es también por el aumento del anión superóxido proveniente de la actividad de la 
NADPH oxidasa mitocondrial (Figura 5). 

Al mismo tiempo. podemos saber si alguna de las concentraciones de chocolate 
afecta más 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 plasmáticas de células vivas, sólo 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 más o menos resistentes a otros 
agentes tóxicos, es decir, estudiar posibles efectos sinérgicos de otros compuestos 
(lípidos sintéticos, por ejemplo). Este tipo de estudios es más sencillo en cultivo al 
tener un mayor control sobre los parámetros a estudio. Además se pueden utilizar 
otras técnicas como la microscopía confocal (ver Capítulo específico) para visua­
lizar los efectos de los agentes utilizados. 

Otros parámetros se pueden estudiar en este caso. adem~\s del estrés oxidativo. 
y que pueden estar relacionados con él. como Ja cantidad de glutation. variaciones 
en la cantidad de albúmina intracelular. mediante el uso de anticuerpos, el ciclo 
celular. la aparición de apoptosis, las variaciones del potencial de membrana mito­
condrial. fluctuaciones del pH intracelular. etc. 

La citometría de flujo pennite estudiar varios parámetros a la vez, y célula a 
célula, con lo que la cantidad de información obtenida puede ser enonne. 
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3. APLICACIONES 

3.1. Fisiológicas 

Uno de los usos más habituales de la CDF en el estudio del estrés oxidativo es 
el análisis de la explosión oxidativa de los neutrófilos y macrófagos 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 explosión oxidativa y la intensidad de la misma. en función de la cantidad 
de fluorescencia emitida por cada célula. Se basan en la utilización de DRh 123 e 
HE como substratos de las peroxidasas ( 1 1, 12). De esta forma se ha podido esta­
blecer el efecto de citoquinas anti-inflamatorias o promotoras de la inflamación 
sobre la explosión oxidativa en neutrófilos de pacientes con Vil I y afectación de 
pulmón ( 14). 

" ADP. 
~AD 

Fagosoma 

Figura 6. Prod11C'Cia11 de pero.\ldos d11ral/fc' la e.\p/osuí11 11.\/datfra e11 los fagonto.1. 

Dentro de la fisiología normal de las células se ha utilizado la CDF para cuan­
tificar los cambios en la cantidad de peróxidos en diferentes tipos celulares en 
función de la edad. incluso en mitocondrias ( 15). También se ha estudiado el efecto 
de substancias naturales. como extractos de Ginko hifofw. sobre el estrés oxidarivo. 
generalmente en neuronas enfrentadas a altas cantidades de peróxido de hidrógeno 
( 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 
esrudio del estrés oxidativo y apoptosis ( 17. 18). Por cercanía y lo poco habitual del 
estudio, detallaremos el caso de cultivos de hepatocitos fetales de rata tratados con 
TGF-~ ( 19). El TGF-f~ inhibe el crecimiento de estas células, pero puesto en con­
centraciones mayores es capaz de inducir muerte por apoptosis (Fig. 7-1 ). Estudios 
de expresión génica demuestran que el mRNA para c-fos está aumentado en las 
células tratadas con TGF-~ , además se comprobó que AP-1, un factor de transcrip­
ción activado durante el estrés oxidativo, en respuesta a la expresión de c-fos, 
también aumenta su presencia en el núcleo de estas células. Se estudió mediante la 
fluorescencia debida al DCFH el momen10 en el que aparece la inducción de espe­
cies reactivas de oxígeno y se constató que siempre preceden la muerte por apop­
tosis inducida por el TGF-~ (Figura 7-2). De esta forma se pueden estudiar otros 
efectos del estrés oxidativo sin medir directamente las especies reactivas de oxíge­
no. sino otro parámetro, presumiblemente afectado, como es la señal de DNA, las 
variaciones de calcio intracelular o el pH (20, 21, 22) 
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Figura 7-1. Demostración por citometría de flujo de la apopfl/sis producida por el TGF-fl en 
hepatocitos fetales de rata. En el panel A se presel/fa el ciclo celular de hepatociws control 
(arriba) y de ltepatocito.\ tratados con TGF-jl (ahajo}, donde se muestra la apanctón de células 
ltipod1plmdes, e.\ denr células que han muerto por apoptosis. En el panel 8 se muestra la 
confirmación del proreso apoptótico inducido por el TGF-jl en los ltepatocuos medial/le 1111 gel 
de agarosa que presema la fragmemación típica del DNA de las células apoptó11cas. 
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Figura 7-2. Medida del estrés oxidaril'o mediante 1inció11 con DCFH. de hepatocitos fewfes de 
rata tratados y sin tratar con TGF-fJ. En el panel inferior se presenta el resultado de cm 
experimento tipo donde fa fluorescencia proveniente del las células control (pe1fi/ opaco). es 
menor que fa fluorescencia de los flepatocitos tratados (pe1fif transparente). En el panel supe­
rior se representa el tiempo donde fa fluorescencia de fas células tratadas es mayor a las 5-8 
floras del tratamiento. mientras que la apoptosis es máxima a las 8-12 horas del mismo. con lo 
que se demuestra que el estrés oxidativo precede al proceso apo¡u6tico. 
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3.2. Toxicología 

La CDF y la existencia de sondas fluorescentes que sean sensibles a los cambios 
de cantidad de peróxidos intracelulares, son muy útiles para el estudio de los efectos 
de agentes tóxicos sobre determinadas células, sobre todo en hepatocitos, que son 
las células destoxificantes por excelencia. Múltiples estudios se han realizado sobre 
el efecto de diversos agentes tóxicos (alcohol, cocaína, tioacetamida, etc.) en 
los cuales se ha utilizado DCFH para cuantificar el aumento o disminución que 
el agente tóxico produce en los hepatocitos, ya sea in 1•ivo o en cultivo (23. 24, 
25. 26). 

También se ha utilizado la CDF para estudiar otros parámetros que pueden ser 
afectados por el agente tóxico, como el ciclo celular (midiendo Ja cantidad de DNA 
a lo largo del tiempo y estudiando Ja aparición de aneuploidías, o las variaciones 
que sufre el potencial de membrana mitocondrial durante el mismo tiempo, etc). 
Estas experiencias son descritas en otros capítulos de este libro. por lo que sólo son 
mencionadas aquí. 

3.3. Microbiología 

La utilización de la CDF y de fluorocromos para estudiar el estrés oxidativo en 
microorganismos, no está muy desarrollado. Se ha utilizado DCFH para estudiar el 
aumento de peróxido de hidrógeno 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). Según nuestras observacio­
nes es un dato importante ya que algunos mutantes líticos en detenninadas condi­
ciones aumentan la cantidad de peróxidos, medido por CDF, antes de perder la 
permeabilidad selectiva de la membrana (30). 

Sin embargo. la cuantificación de peróxidos es un parámetro importante cuando 
se estudia el efecto de antibióticos sobre microorganismos patógenos, ya que, algu­
nas veces ocurre que el efecto del antibiótico va precedido por un aumento de 
peróxidos intracelulares, una especie de respuesta al estrés producido por el agente 
antibiótico (Figura 9). Este es uno de Jos campos donde se ampliará más la detec­
ción de peróxidos en Microbiología. 

4. ANA LISIS DE DATOS Y CUANTIFICACION DE RESULTADOS 

Como se ha mencionado en la parte dedicada a la introducción a la CDF, existen 
diversos programas informáticos que realizan el análisis de los datos. Este análisis, 
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Figura 8-1. E.~tudio tomparativo de la tamidad de peróxidos e11 cepas mllfantes 1er111ose11sibles 
de Saccharomyces cerevisiae. utili:ando DCFH. columna de la derecha y DRhl23. columna de 
la i:t1uierda. Se ohsen•a que a mayor tiempo puestos a la temepratura 110 permisi11a de 37ºC. 
mayor es la camidad de peróxidos en las cepas 327 y 918. mientras que los controles (Dí) 110 

l'aria la se1íal fluorescente. Los resultados son similares con las dos sondas utili:adas. 

generalmente, se basa en la obtención de porcentajes y de intensidad media de 
fluorescencia. Por lo tanto, el análisis de los resultados se basa en la comparación 
de los porcentajes en cada una de las situaciones y, según el estudio que se realiza, 
el de las medias de intensidad de fluorescencia. Para que estos resultados tengan 
validez estadística, es necesario la repetición de cada experimento un número de­
terminado de veces para poder realizar algún análisis de comparaciones de medias 
o de comparación de distribuciones, en el caso de análisis temporales, tales como 
curvas de crecimiento. 

Por lo general, se repiten los experimentos un mínimo de 5 veces, dependiendo 
un poco de la variabilidad que presentan las observaciones. De esta forma, los 
resultados obtenidos. aJ comparar las medias mediante una t de Student, por ejem­
plo, son lo suficientemente significativos como para no presentar problemas de 
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Figura 8-2. Representación tridimensional de la cantidad de peróxidos (DCFHJ en abcisas. la 
jT11oresce11cia debida al Yoduro de Propidio (IPJ en ordenadas y del 111ímerto relatfro de células 
en el eje Z. de las dos cepas termosensibles y el control. Se puede obsen•ar como aumenta la 
población IP+ e11 las cepas termosensibles, mie111ras que en la cepa control 110. 

interpretación. Esto significa que los resultados se presentan en tablas y, dependien­
do del tipo de experimentación, se añade algún gráfico representativo del compor­
tamiento citométrico de las células (Figuras 8-2, 1 O. 11). 

Cuando los datos proveníentes de los controles presentan variaciones importan­
tes debidas a cuestiones intrínsecas del sistema, se suele utilizar el porcentaje de 
variación respecto del control. De esta forma, si las variaciones absolutas entre el 
control y el problema, no se discriminan entre distintos experimentos, pero sí dentro 
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Figura 9. Demostración del efecto del calcof/uor sobre las cepas termosensihles. tanto sobre 
la producción de peróxidos como sobre la muerte celular. al 11tili:ar como fluorocromo l lidroe­
tidio. En el caso de las células muertas la camidad de fluorocromo que se incorpora es mayor. 
y debido a la presencia de anión superóxido en las cé/11/as se oxida a etidio que se une al DNA. 
ff 11orescie11do en mayor 111edida que las células vivas. Demro de estas últimas es posible disrin­
guir el distillto compona111iento en cuanto a la peroxidación, observando como se despla:a el 
pico de la i:quierda en cada caso. Nótese que los pe1fi/es de la cepa control DI no aumentan 
en ninglÍn momento, demostrando que a las concemraciones utili:adas de antibiótico (siempre 
por debajo de la CM/) 110 se afecta su viabilidad. ni se produce 1111 aumemo de la canridad de 
peróxidos. Panel derecho. Cuantificación de la cantidad de peróxidos producidos por las 3 
cepas estudiadas a l y a 4 horas de incubación con calcofluor. Se representa la inrensidad 
media de fluorescencia en cada caso. medida como unidades arbitrarias. Se obtiene de este 
modo. una represenranón semicuamitatfra en la que se puede comparar el comportamiento de 
las cepas termosensihles con el de la cepa control y sacar las co11c/usio11es correspondiemes. 

del mismo experimento, se comparan las variaciones en cada caso, pudiendo rea­
l izarse, igualmente, estudios estadísticos (Figura 11 ). 

En el caso específico del análisis del estrés oxidativo las variaciones de un 
experimento suelen ser grandes, debido a las características de las moléculas a 
estudiar y del material utilizado (ver epígrafe 2). Sin embargo, las variaciones entre 
los controles y las muestras problemas suelen ser constantes dentro de cada expe-
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Figura 1 O. Cua111ificació11 del efecto del TGF jJ sobre la viabilidad de las células en rnlrivo. 
en función de la concentración urili:ada (arriba) y del tiempo de incubación para cada concen­
tración (abajo). La cuamificación se reali:a media/lle el análisis por CDF del porce111aje de 
células positivas para IP, es decir, de células que han perdido su permeabilidad seleetil'a y 
permiten el paso de las moléculas de IP, las cuales se unen a los ácidos nucléicos de doble 
cadena y fluorescen al ser excitados con lu: de 488 nm. Se roma el porcentaje de células IP+ 
del control como 100 y se representa el de los demás casos en función suya. por lo que las 
posibles variaciones debidas al experiemnro se diluyen y se observa sólo el efecto de la subs­
tancia a estudio. 8) Distinta representación de los datos obtenidos como en A) pero en este c·aso. 
las sustancias son 1•arias. por lo que se represeman 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 variación respecto del control (Figura 10). 

Lo primero a tener en cuenta en este tipo de experimentos es utilizar en el 
análisis estadístico los datos provenientes de células vivas, por lo que importante 
utilizar por defecto siempre lP para discriminar células muertas. Se debe acotar la 
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Figura 1 1. Repre.\e11tació11 del análisis 1111tltiparamémco (tam01ío. complejulad, fluoresce11na 
debida al DCFI/ v fluorescencia debula al IPJ del esirés o.ndati1·0 en hepatuc1tos fll"<J\'t!lllellfes 
de raws tratadas co11 cornína durame 2./h. AJ llwo,iirama hiparamétrico del tamaiio (FSC-H. 
en abcisas) y de la complejidad celular (SSC-11) e11 ordenadas. Se ohsen·a11 dim11ws nubes de 
p11111os (j7eclws) que mm•stran el tamwío hl'tero.~h1eo que preseman los hepatodtos recién 
extraídOJ del M¡¡ado. 111us1rando distinto gmdo th- maduración. B) Histograma biparamétrico de 
la fluorescencia debido al DCFH (Fll-11. ordenadas) y al IP (FLJ-H. abci.w.1) de las mi:mws 
células repre.1·e11todo.1 en A). En color 1•erde ,1'(' muestran los células que son pusi1fros para el 
IP, es decir 111uer1w. y en rojo las negmfras para el IP. es decir. 1'Íl'as. Demro de ésu1s células 
comprobamos que e.1isten distintas poh/acio11e.1 en fu11ció11 de la fluorescencia que 1ie11e11 debida 
al DCFH. CJ l/isrograma uniparamétrico de la fluorescencia debida al DCFll de las células que 
están fuera de las st'leccio11adas como positi1·as para IP. es decir las de color rojo e11 el 
histograma B) D(• esta forma comprobamos que la heterogeneidad que prese11ta11 es ros hepa­
tocitos e11 rntmm a la w1íal de DCFH. 1·islu111brada e11 el histograma 8), se puede ccmtabili:ar 
en el luswgrama CJ 1\1 I represema las células nuh pos1tl\'as para DCFH. es decir. la.1 que esrán 
sufriendo el estrés O.\lda111·0. Debajo de CJ se represe111an los datos tal cual lm da t•l programa 
infor111á11co. Se ol1t1e11e el "k de células que e.1tá ''" M 1 \' la imensidad medw de j711oresce11cia. 
Esws daros .1011 lo.1 que .1e pueden represenwr y los que se usan para comparar el co111porta-
111ie11to de las C'élula.1 frente a disti111os esrímulo.1, t•n esre caso la cocaí11a. 

población de células vivas, es decir, IP negativas. Una vez acotada esta población. 
el análisis de los datos puede ser más o menos automático, al disponer los histogra­
mas de análisis acotados para esta población y obteniendo automáticamente los dos 
datos de importancia. que son el porcentaje de cé lulas positivas y la intensidad 
media de fluorescencia. en cada caso. Se toman estos datos y se realiza el análisis 
estadístico, obteniendo los datos finales en forma de tabla. 
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Más complicado puede presenrarse el análisis de los datos provenientes de 
poblaciones heterogéneas, habitual cuando se trata con células obtenidas de cultivos 
primarios o directamente del animal. La complicación es más conceptual que del 
análisis, ya que hay que encontrar explicación a las distintas poblaciones. En estos 
casos, es necesario realizar un análisis multiparamétrico para encontrar otras posi­
bles diferencias entre estas poblaciones. Suele ocurrir que se corresponden con 
células de distinto tamaño, sobre todo cuando provienen directamente del animal. 
Esto implica que se puede tratar de macrófagos (que suelen tener un alto nivel basal 
de peróxidos) y de otro tipo celular, generalmente el que se intenta estudiar. Por lo 
tanto, si acotamos por tamaño (31 ), podemos aclarar la situación. 

Hasta la fecha no se ha descrito ningún método para obtener datos absolutos de 
cantidad de peróxidos 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 enzimáticos de extractos (todas las cé­
lulas) y medido por fluorimetría o colorimetría. En el caso de poblaciones mezcla­
das o con distinta cantidad de peróxidos y que respondan de distinta fonna a los 
estímulos del experimento, se obtienen datos erróneos, que no se corresponden, 
posteriormente, con los obtenidos por CDF. 

Aunque no cuantitativos, Jos datos obtenidos por CDF han sido lo suficiente­
mente útiles como para ser aceptados por la comunidad científica de forma general 
(ver bibliografía básica). 

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTJV AS 

Como hemos tratado de exponer, la citometría de flujo es una herramienta 
determinante a la hora de estudiar el estrés oxidativo. 

Se han comercializado productos para medir específicamente la explosión oxida­
tiva en los neutrófilos y macrófagos por CDF, llegando a ser de uso universal. La 
cuantificación relativa de los peróxidos celulares de los neutrófilos, se ha convertido 
en una forma usual de estudiar determinadas patologías linfopoyéticas. Se ha llegado 
a aplicar a estudios sobre efectos inmunosupresores en pacientes anoréxicas. 

En investigación básica la CDF ha sido clave para observar efectos diferenciales 
en distintos tipos celulares, (Datos Portolés), y para el estudio toxicológico del 
hígado. Además de su utilización rutinaria para el estudio de la relación entre 
apoptosis y el estrés oxidativo ( 19, 20, 21 ). 

Esto es sólo una ínfima parte de todas las posibilidades que ofrece la citometría 
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 tecnologías (nuevas porque no se han 
utilizado hasta ahora en este campo), como la microscopía confocal (ver capítulo 
sobre estudio del estrés oxidativo por microscopía confocal) abren una nueva fase 
del estudio de los radicales libres. No sólo nos permiten una cuantificación más 
exacta y resolutiva por citometría de Jlujo, sino que permitirán la localización de las 
células que más responden ante determinados estímulos en un cultivo primario, y 
la posible compartimentalización celular de la respuesta ante el agente productor del 
estrés oxidativo. 

Esto lo podremos realizar utilizando la microscopía confocal con las mismas 
células a las cuales hemos utilizado para el estudio por CDF. Es decir, obtendremos 
un dato semicuantitativo por CDF y una confirmación y una localización de lo que 
hemos observado en el citómetro, mediante la microscopía confocal. El futuro está 
ya aquí. 

6. BIBLIOGRAFIA 

1. Haugland RP. Handbook of tluorcscent Probes and Research Chemicals. Molecular Probcs 
lnc. 6.' De .. Orcgon. 1996. 

2. Trayncr ID ( 1995). Quantita1ive Mulliwell Mycloid Differentiation Assay Using D1chloro­
dihydrofluorescein Diacetate (H20CF-0A) or Dihydrorhodamine 123 (H2Rl23). J lmmu-
110/ Meth 186: 275-278. 

3. Szabo C. Salzman AL. lschiropoulos H ( 1995). Pcroxynitritc-Mcdiatcd Oxidation of Di­
hyclrorhodamine 123 Occurs in Early Stages of Endotoxic and Hcmorrhagic Shock and 
lschemia-Repcrfusion lnjury. FEBS Leu 372: 229-234. 

4. lsch1ropoulos H. Szabo C. Salzman AL ( 1996). Reacttons of Nitric Oxide and Peroxynt1ritc 
wi1h Organic Molecules and Ferrihorscradish Peroxidase: lnterference wi1h 1he Dcterrnma-
1ion of Hydrogen Peroxide. Free Rad Biol Med 10: 373-379. 

5. Rothc G. Yalet. G ( 1990). Flow Cytometric Analysis of Respiratory Burst Ac1ivi1y in 
Phagocytes wi1h Hydroethidine and 2'.7'-Dichloroíluorcscin. J Leukocyre Biol 47: 440-448 

6. Miles AM ( 1996). Modulation of Superoxide-Depcndent Oxida1ion and Hydroxyla1ion 
Rcac1íons by Nilric Oxide. J Biol Chem 271: 40-45. 

7. Lópe1.-Amorós R. Mason DJ } Lloyd D. Use of 2 oxonols and a íluorescent 1e1ra1ol1um 
clye 10 monitor siarvation of Escheric/1ia coli in seawa1er by t1ow cytometry. J. Microhinl 
Merhods 22: 165-176. 

8. Hcclley DW y Chow S ( 1994). Evalua1ion of Mcthods for Measuring Ccllular Glu1a1hione 
Contcnl Using Flow Cy1ometry. Cyromerry 15: 349-353. 

9. Oc la Fuente JM. Alvarc1 AM. Nombela C y Sánchcz M ( 1992). Flow cy1ometric analysis 
of Sacclwromyces are1·isiae au1olyttc mu1ants and protoplasts. Yea.\t 8: 39-45. 

1 O. Rothc G. Emmenclorffer A. Osser A. Roesler J y Vale! G ( 1991 ). Flow Cytomc1ric Mea­
surcment of the Rcspiratory Burí.! Activity of Phagocytes Using Dihydrorhodaminc 123. 
J /11111111110/ogy Merli 138: 133-135. 

11. Yowells SJ ( 1995). Flow Cy1omc1ric Analysis of the Granulocytc Rcspiratory Burst: A 
Comparison Study of Fluorescent Probcs. J Jnm11111<1/c>gv Merh 178: 89-92. 

12. Pcnicarari S. Prcsani G. E Banfi E ( 1994). A Ncw Flow Cytomemc Assay for thc Evalua­
tion of Phagocy1osis ancl the Oxidativc Bursts in Wholc Blood. J /111m11110/ Merh 170: 117-
121. 

13. Filatov MY. Yarfolomeeva EY. lvanov El (1995), Flow Cytotluoromctric Dc1cc1ion of 
lnllammatory Proccsses by Measuring Respiratory Bursl Reactton of Peripheral Blood 
Ncu1rophils. Biochem Mol Med 55: 116-120. 

361 



14. Gougerot-Podicalo MA. Elbim C. Chollet-Manin S ( 1996). Modulat1on of the oxidative burst 
of human neutrophils by pro- and anti-inflammatory cytokines. Parllol Biol 44: 36-41. 

15. Sastre J. Plá R. Juan G. MiJlán A. Pallardó F. García de la Asunción J, Martín JA. O'Connor 
E. Droy-Lefaix MT y Viña J ( 1996). Prevention by Ginko biloba extrae! (EGb 761) of age­
associated impairment of Brain mitochondria. 

16. Oyama Y. Chit...ahisa L. Ueha T. Kanemaru K. Noda K (1996). Ginkgo biloba extraer 
protects brain ncurons against oxidative stress induced by hydrogen peroxide. Brain Res 
712: 349-352. 

17. Ni Y, Zhao B. Hou J, Xin W (1996). Preventivc cffect ofGinkgo biloba extract on apop­
tosis in rat cercbcllar neuronal celb induced by hydroxyl radicals Neurosci. Le11 214: 115-
118. 

18. Packham G. Ashmun RA. Cleveland JL (1996), Cytokines Supprcss Apoptosis lndependent 
of lncreases in Reactive Oxygen Levels. J lmn11111ology 156: 2792-2795. 

19. Sánchez A, Alvarez. AM, Benito M, Fabregat 1 ( 1996). Apotosis induced by transforming 
growth factor beta (TGF-B) in fetal hepatocyte primary cultures: involvement of reactive 
oxigcn intermediates. J Biol Chem 271. 7416-7422. 

20. Peled-Kamar M. Lotem J. Okon E. Sachs L. Groner Y (1995). Thymic abnormalities and 
enhanced apoptosis of thymocytes and bone marrow cells in transgenic mice overexpres­
i.tng Cu!Zn-superox1de dismurase: 1mplications for Down syndromc. EMBO J 14: 4985-
4993. 

21. Zamzami N, Marchctti P. Castcdo M. Decaudin D. Macho A. Hirsch T. Susin SA. Petit PX, 
Mignotte B y Kroemcr G (1995). Scquential reduction of mitochondrial transmembrane 
Potential and generation of reactive oxygen specics in early programmed cell dcath. J Exp 
Med 182. 367-377. 

22. Verhaegen S. McGowan AJ. Brophy AR. Femandes RS. Coner TG ( 1995), lnh1b1t1on of 
apoptosis by antioxidants in the human HL-60 leukemia cell line. Biochem. Pharmacol 50: 
1021-1029. 

23. Cascales M, Alvarez. AM. Gaseó P. Femándcz.-Simón L. Sanz N y Boscá L (1994). Co­
eaine-induced liver injury in mice elicits spccific changes in DNA ploidy and induces 
programmed death of hepatocytcs. llepatology 20: 992-1001. 

24. Sanz N. Díez-Femández C. Femández.-Simón L. Alvarez AM y Cascales M (1995). Rela­
tionship bctwecn antioxidant systems. intracellular thiols and DNA ploidy in livcr of rats 
during experimental cirrhogencsis. Carcinogenesis 16: 1585-1593. 

25. Fogt F, Nanji AA ( 1996). Alterations in nuclear ploidy and cell phasc distribution of rat 
liver cells in experimentaJ alcoholic liver disease: relationship to antioxidant enzyme gene 
cxpression. To.Hrnl Appl Pharmacol 136: 87-93. 

26. Díaz-Femández C. Boscá L. Femándcz-Simón L. Alvarez AM y Cascales M ( 1993). Re­
lauonship between genomic DNA and parameter' of liver damagc during necrosis and 
regeneration induccd by thioacctamide. Hepatolo~y 18: 912-918. 

27. Yurkow EJ y McKcnzie. MA (1993) Characterization of hipoxia-dependent production in 
cultures of Sacdtaromyces cere1·isiae using flow cytometry: a moclel for ischemic tissue 
destruction. Cwometrr 14: 287-293. 

28. López-Amoró~ R. Co;,,as 1 y V1ves-Rego 1 ( 1995). Flow cytometric assesment of Esclie­
richia coli and Salmonella typlumorium starvation survival in scawatcr using. rhodamine 
123. propidium iodide, and oxonol. Appl. Envirom. Microbio/ 61: 2521-2526. 

29. Alvarcz Barrientos A. O'Connor Blasco JE y Sánchez Pérez M ( 1996), La citomctría de 
flujo y el estudio de microorganismos de importancia industrial y clínica. Industria Far­
maceiítica 5: 87-90. 

30. Gutiérrez Blázquez.. D ( 1995), Uso de la citometría de flujo y de la microscopía confocaJ 
para la caracterización fenotípica de mutantes de levaduras. Memoria Master Biotecnolo­
gía, Univ. Complutense de Madrid. 

31. Portolés. MT, Arahuetes. RM y Paganí. R ( 1994), lntracellular calcíum alterations and free 
radical formation cvaluated by llow cytometry in endotoxin-trcated rat liver Kupffer and 
endotheliaJ cells. Eur J Cell Biol 65: 200-205. 

362 



6.1. Bibliografía básica en citometría de flujo 

Howard M. Shapiro ( 1995), Practical Flow Cytometry. 3~ ed. Wiley-Liss. New York. 
Lloyd D. ed. (1993). Flow Cytometry in Microbiology. Springer. London. 
Ken D. Bauer, Kenneth Aul!. eds. ( 1993). Clinical Flow Cytometry: Principies and Applications. 

Williams & Wilkins, Baltimore. 
J. Paul Robinson. cd. (1993), Handbook of Flow Cytornetric Methods. Wiley-Liss. New York. 
Alicc L. Givan ( 1992). Flow Cytornetry: First Principies. Wilcy-Liss. New York. 
Andreas Raadbruch ( 1992). Flow Cytornetry and Cell Sorting. Springer. Berlin. 
James V. Watson ( 1991 ). lntroduction to Flow Cytometry. Cambridge Universi1y Press. Cam­

bridge. 
Myron R. Melamed et al.. eds. ( 1990), Flow Cytometry and Sorting, 2~ ed .. Wiley-Liss, New 

York. 
Michael G. Orrncrod. cd. ( 1990). Cuide to Flow Cytornctric Mcthods. A Practica) Approach. IRL 

Press. Oxford. 

363 



MICROSCOPIA CONFOCAL Y ESTRES OXIDATIVO 
EN CELULAS 

ROBERT C. CALLAGHAN1, JOSE ENRIQUE O'CONNOR 2 

Y ALBERTO AL V AREZ BARRIENTOS 3 

Departamento de Patología 1 y Departamento de Bioquímica y Biología Molecular 2
, 

Universidad de Valencia. 
Centro de Citomctría y Microscopía Confocal. Universidad Complutense de Madrid 1 

SUMARIO 

1. BASES DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL 
2. APLICACIONES AL ESTUDIO DEL ESTRES OXIDA TIVO 
3. TECNICAS DE TINCION E INDICADORES FLUORESCENTES 

3.1. Detección de radicales libres 
3.2. Detección del daño oxidativo 

4. ESTRES OXIDA TIVO INDUCIDO POR ETANOL 

4. 1. Aplicación de la microscopía con focal 
4.2. Generación de radicales libres en la mitocondria 
4.3. Generación de radicales libres en el retículo endoplásmico 

5. ESTRES OXIDATIYO Y DAÑO NEURONAL 
5.1. Aplicación de la microscopía confocal 
5.2. Daño neuronal excitotóxico 
5.3. Péptido B-arniloide de la enfermedad de Alzheimer 

6. ESTRES OXIDATIYO Y MUERTE CELULAR 
6.1. Aplicación de la microscopía confocal 
6.2. Factor de necrosis tumoral-~ (TNF-B> 
6.3. Transición de permeabilidad mitocondrial 

7. BIBLIOGRAFIA 

365 



1. BASES DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL 

Una extensa y detallada descripción del fundamento y metodología de la mi­
croscopía confocal puede hallarse en manuales especializados ( 1. 2). 

La característica esencial de un sistema de imagen confocal es que la zona de 
iluminación y la de detección están siempre confinadas en un mismo punto del 
espécimen en cualquier momento. Si el punto es tan pequeño que sus límites están 
impuestos por la difracción. la resolución conseguida en este caso es mayor que la 
obtenida en un sistema convencional. La resolución lateral puede acercarse al 

máximo teórico, incrementando 0,7 veces la re­
solución convencional. 

Sin embargo, la propiedad fundamental y dis­
tintiva de la imagen confocal es que sólo lo que 
está enfocado es detectado. Las áreas de la mues­
tra. fuera de foco. aparecen negras. y no contri­
buyen a la formación de la imagen. 

Existen muchos diseños de sistemas de ima­
gen confocal. Uno de los más utilizados es la epi­
iluminación, 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 recoma desde la muestra, como 
resultado de la refracción o de la fluorescencia. 
vuelve a pasar a través de la lente y es dirigida 
hacia una segunda apertura, lo cual permite que 
una porción de haz de luz pase a un detector tal 

Figura l. S1ste111u de imagen como un fotomultiplicador (Figura 1 ). 
rn11focal de epi-1l11111111ació11. 

Como es comprensible. un sistema de imagen confocal no produce una imagen 
óptica completa del espécimen. Para obtener una imagen completa es necesario que 
el punto de detección sea «pasado», o que barra, la superficie del campo de visión. 
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Figura 2. Sistema de imagen cvnfocal 
del r1jm de barrido del /Ja: de lu:. 

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 electrónicamente a partir 
de las señales seriadas provenientes de los 
fotomultiplicadores (Figura 2). 

La fuente de luz que se suele utilizar es 
un haz de láser, ya que permite obtener imá­
genes de alta resolución 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 limitación, ya que, no 
permite trabajar con todo tipo de fluorocro­
mos. sino sólo con aquéllos que son capaces 
de excitarse a la longitud de onda del láser. 
Otra limitación impuesta por los láseres es el 
precio. ya que láseres potentes necesarios para 
trabajar con excitación ultravioleta son caros 
y, generalmente, refrigerados por agua. El 
importante desarrollo de láseres de estado 
sólido de baja potencia permitirá, en un futu­
ro próximo, eliminar estas limitaciones. 

Las aplicaciones de la microscopía confocal son las mismas que las de Ja micros­
copía de fluorescencia o la de campo 
claro o la de contraste de fases, con las 
ventajas del aumento de resolución y 
la capacidad de aumentar los conrras­
tes sin disminuir la resolución. Al tra­
bajar con imágenes electrónicas se 
pueden realizar reconstrucciones tridi­
mensionales o, dependiendo del pro­
grama. realizar estudios de amllisis de 
imagen. Permite, en el caso de la fluo­
rescencia. trabajar con varias f'luores­
cencias a la vez, dependiendo del nú­
mero de foromultiplicadorcs que posea 
el sistema. 

Figura 3. Imagen trasmnirida de barrido de 
1111 rnltfro de células epire/iales. 

Si trabajamos en un sistema de imagen confocal de epi-iluminación, unido a un 
microscopio invertido, se pueden aplicar las ventajas de la microscopía confocal al 
estudio de cultivos celulares in situ. Esta aplicación requiere objetivos de una aper-
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tura numérica alta y que tengan una distancia focal que pemüta enfocar a través del 
plástico de los soportes de cultivo sin pérdida de resolución y emisión de t1uores­
cencia (Figura 3). 

2. APLICACIONES DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL AL ANALISIS 
DEL ESTRES OXIDATIVO 

La aplicación de la microscopía confocal al estudio del estrés oxidativo tiene 
dos vertientes distintas. Por un lado, se aplica a la visualización directa de la pro­
ducción de radicales libres mediante la utilitación de fluorocromos que reaccionan 
de forma más o menos específica con los distintos tipos de radicales generados 
dentro de la célula. Por otra parte. pueden detectarse las alteraciones celulares 
producidas por la acción 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 microscopía confocal 
frente a la microscopía de fluorescencia convencional es la detección 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 detección y reconstrucción tridimensional de los sitios intracelulares donde se 
genera el estrés oxidativo, y el análisis de las alteraciones específicas producidas 
por los radicales libres en la célula. A este hecho se le une la capacidad, compartida 
con la microscopía de fluorescencia convencional, de poder analizar células indivi­
duales posibilitando el estudio de la heterogeneidad celular con respecto a la gene­
ración y respuesta al estrés oxidativo en una población celular. Adem¿ís. el empleo 
de una combinación adecuada de distintos lluorocromos permite el análisis multi­
paramétrico de las células individuales seleccionadas. A pesar del indudable valor 
de la aplicación de la microscopía confocal al estudio del estrés oxidativo. es muy 
reducido el número de trabajos que han utilizado esta metodología. Ello se debe. sin 
duda. a la falta de técnicas específicas y lluorocromos adecuados para el análisis de 
este fenómeno. La aparición de nuevos procedimientos de tinción y fluorocromos 
más adecuados. con una menor difusibilidad y una mayor fotoestabilidad. penniten 
augurar un empleo creciente de esta técnica en el estudio del estrés oxidativo. 

3. TECNICAS DE TINCION E INDfCADORES FLUORESCENTES 

3.1. Detección de radicales libres 

La detección específica de radicales libres es problemática debido a la coexis­
tencia de múltiples formas de oxígeno reactivo dentro de una célula individual. 

Como marcadores se utilizan generalmente dihidro derivados de compuestos 
fluorescentes. tales como la fluoresceína. la rodamina o el etidio (ver capítulo sobre 
Citometría de flujo y estrés oxidativo). Esta modificacitín química convierte a estas 
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moléculas en compuestos no lluorescentes o con distintas características espectra­
les, que pueden revertir a los compuestos fluorescentes originales por la acción de 
las especies reactivas permitiendo la detección de la actividad oxidativa en células 
y tejidos (3-5). La oxidación de estos compuestos no permite diferenciar claramen­
te las distintas especies reactivas. Se ha descrito que tanto la diclorodihidrolluores­
ceína como la dihidrorodamina 123 no son capaces de reaccionar directamente con 
el radical superóxido. pero son capaces de reaccionar con el peróxido de hidrógeno 
en presencia de peroxidasa, citocromo c o iones Fe2

+ (6, 7). El dihidroetidio (tam­
bién conocido comercialmente como hidroetidina), a diferencia de los anteriores, es 
además capaz de reaccionar directamente con radicales superóxido (7. 8). El dia­
cetato de diclorodihidrotluoresceína (H2DCFDA) ha sido el tluorocromo más uti­
lizado en los estudios de microscopía confocal. Este compuesto apolar se incorpora 
a las células donde es convertido en diclorodihidrotluoresceína (H2DCF) por acción 
de las esterasas intracelulares. La H2DCF. que no presenta fluorescencia, se con­
vierte rápidamente por la acción de los radicales libres en dicloroíluoresceína. al­
tamente fluorescente. La H2DCF es oxidada por radicales peróxido pero no por 
radicales superóxido ni hidróxilo, aunque puede reaccionar también con otras espe­
cies reactivas como el óxido nítrico. La principal desventaja de este compuesto es 
que el producto de la oxidación. la diclorofluoresceína, no se retiene adecuadamente 
en el interior de la célula, hecho que dificulta la detección o cuantificación de 
procesos oxidativos lentos. Para evitar este problema se ha propuesto la utilización 
de esteres derivados de la H2DCFDA, que presentan una mejor retención dentro de 
la célula. como el carboxiéster o el recientemente introducido clorometiléster. La 
dihidrorodamina 123 es producto de la reducción de un nuorocromo específico para 
las mitocondrias, el cation lipofílico rodamina 123. Este compuesto apolar y no 
fluorescente atraviesa libremente la membrana plasmática, siendo reducido a roda­
mina 123. que se concentra en las mitocondrias por acción de los radicales libres. 
Como en el caso de la H2DCFDA reacciona directamente con el peróxido de hidró­
geno, pero no reacciona directamente con los radicales superóxido. La dihidroroda­
mina 123 es más sensible que la H2DCFDA para algunas aplicaciones (9) y se ha 
utilizado preferentemente en algunos estudios de microscopía confocal (6) 
(Figuras 4A, B y C) por su mayor retención dentro de la célula, ya que el producto 
de su oxidación. 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 anión peroxinitrito ( 11 ). producido por la reacción del 
óxido nítrico con el radical superóxido o con el peróxido de hidrógeno ( 12). El 
anión peroxinitrito que parece estar involucrado en distincos tipos de patología 
reacciona con grupos sulfhidrilo ( 13), con el ADN y con los fosfolípidos de las 
membranas celulares (14), así como con la cirosina (15) y otros compuestos fenó­
licos ( 16). El dihidroetidio (hidroetidina) es capaz de reaccionar directamente con 
los radicales superóxido oxidándose a etidio. Este compuesto que presenta una 
nuoresccncia azul pasa a tener la nuorescencia roja del etidio tras su oxidación. El 
etidio se acumula en el núcleo, donde se intercala en la molécula de ADN. y en los 
lisosomas ( 17 .18) (Figura 40). Sin embargo. en algunos casos puede depositarse 
también en las localizaciones intracelulares de generación de estrés oxidativo (como 
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Figura 4. Detecció11 dt'I estrés o.\idatirn por 1111< r<>scopía confocal. 111ed1t111te el um de 
111DCFDA e ll1droetidw A) Parénquima hepático correspondieme a un cultfro de hepa1oci10.1 
adultos col/frol re1iido con 111DCFDA. El color a:11I muestra el contorno de las células. BJ 1· 
CJ lde111 pero de un rnltfro tratado con a~emes hepatotóxicos c1 concemraciones que inltihen ¡{, 
producción de peróxidos. Como se oh.~erw1. la intensidad del color 1•erde es mucho menor que 
en A D} Célulm prm·e111e11tes de un culti1·0 de hepatocitos adulws 1rawdo.1 con cocaína y 
te1i1dos con l11droetidio. Se ohse1w1 como están tetirdos los mícleos en aquellas células rompro­
metidas. mientras que en el resto se tine el citoplasma y algunos orgá11ulo.1. 
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es el caso de las mitocondrias) presentando una alta especificidad en la detección 
de radicales superóxido (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 específicamente a las mitocondrias (20). Estos compuestos no fluorescentes 
adquieren una fluorescencia naranja o roja. tras su oxidación por especies reactivas 
de oxígeno y son muy fotoestables. Tienen la gran ventaja, con respecto a los 
anteriores, de mantenerse unidos a la mitocondria tras su fijación. Este hecho per­
mite su estudio combinado con reacciones inmunocitoquímicas, habiéndose com­
probado de este modo su colocalización con la subunidad 1 de citocromo c oxidasa 
mitocondrial, utilizando microscopía confocal (20). Todas las características espec­
trales de estos fluorocromos están descritas en el capítulo de citometría de flujo y 
estrés oxidativo. 

3.2. Detección del daño oxidativo 

El estrés oxidativo produce en las célu las y tejidos la acumulación de funciones 
carbonilo. que tiene lugar en primer término por la acción directa de las especies 
reactivas de oxígeno sobre las proteínas. produciendo la oxidación de los residuos 
de aminoácidos (21 ). En segundo lugar, cuando tiene lugar la peroxidación de 
lfpidos, aparecen carbonilos sobre los fosfolípidos de las membranas celulares, 
originándose al mismo tiempo fragmentos carbonilo reactivos a, ~-insaturados, ca­
paces de unirse a los grupos tiol y amino de las proteínas. La unión a tioles de estos 
aldehídos reactivos ocurre mediante una reacción de adición, que deja libre la fun­
ción carbonilo para subsiguientes reacciones (22). Las funciones carboni lo origina­
das en este proceso lipoperoxidativo pueden ponerse de relieve mediante el reactivo 
fluorescente hidrazida del ácido 2-0H-3 naftoico (NAH) para su observación al 
microscopio confocal (23). Recientemente, se han utilizado técnicas inmunocito­
químicas para visualizar a nivel celular el 4-hidroxinonenal unido a proteínas, sien­
do este un producto específico de la peroxidación de membranas. junto con la 
oxidación de proteínas detectada con un anticuerpo frente a grupos dinitrofenilo, 
tras la reacción de los carbonilos de las proteínas con 2, 4-dinitrofenil-hidrazi­
na (24). Muy recientemente se ha descrito un m~todo aplicado a citometría de flujo. 
con una posible aplicación a la microscopía confocal, para la determinación directa 
de la peroxidación lipídica utilizando derivados lipofílicos de la fluoresceína que se 
insertan en las membranas celulares (25). Otro de los efectos del estrés oxidativo 
es la alteración de los sistemas antioxidantes de la célula. El contenido celular de 
glutation puede determinarse mediante microscopía confocal, utilizando el mono­
clorobimano (MCBL) que se une a las moléculas de glutation adquiriendo fluores­
cencia (26). 
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4. ESTRES OXIDA TIVO INDUCIDO POR ETANOL 

4.1. Aplicación de la microscopía confocal 

La implicación del etanol en la generación de radicales libres data de los estu­
dios de DiLuzio en 1963 (27), en los cuales señalaba que la administración de 
antioxidantes a las ratas evitaba la aparición de hígado graso, tras una inroxicación 
aguda con alcohol. Posteriormente, demostró que se produce un aumento de la 
peroxidación lipídica en homogenados de hígado tras la administración de etanol, 
tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que el etanol o sus metabolitos producen la 
oxidación en el hígado actuando como prooxidantes, reduciendo el nivel de antioxi­
dantes o ejerciendo ambas funciones (28). La microscopía confocal se ha utilizado 
en los estudios sobre el estrés inducido por etanol para demostrar y cuantificar la 
formación de radicales libres a nivel de las células individuales. así como la impli­
cación de los distintos compartimentos intracelulares en su generación (26, 29). 
Dos orgánulos celulares se muestran como máximos generadores de radicales libres 
por la acción del etanol, la mitocondria y el retículo endoplásmico. 

4.2. Generación de radicales libres en la mitocondria 

La cadena respiratoria situada en la membrana interna de la mitocondria es la 
fuente principal de radicales superóxido dentro de la célula. La superóxido dismu­
tasa mitocondrial cataliza la conversión de radicales superóxido a peróxido de hi­
drógeno, que es destruido por la acción de la glutation peroxidasa m1tocondrial. Sin 
embargo, en presencia de hierro, parte de este peróxido puede dar lugar a radicales 
agresivos que produzcan alteraciones estructurales y funcionales de la mitocondria. 
Se ha comprobado que la intoxicación aguda por etanol produce un aumento de la 
generación de radicales superóxido en la mitocondria de los hepatocitos (30). Por 
otra parte, la disminución del cociente NAD./NADH inducida por la administra­
ción aguda de etanol (31) puede acrecentar esta producción de radicales superóxi­
do, al estimular el flujo a lo largo de la cadena de transporte. La medición por 
microscopía confocal del potencial de membrana mitocondrial, utilizando rodamina 
123 como sonda fluorescente. muestra una disminución significativa treinta minutos 
después de la administración de etanol 50mM a hepatocitos aislados. Esta dismi­
nución se atenúa en gran medida en presencia de N.N'-dimetiltiourca, indicando 
que la acción excesiva de especies reactivas de oxígeno lleva a la disfunción mi­
tocondrial (26). 

4.3. Generación de radicales libres en el retículo endoplásmico 

La intoxicación crónica con alcohol estimula la producción microsomal de es­
pecies de oxígeno reactivas (radicales superóxido e hidróxilo. y peróxido de hidró­
geno) en ratas (32-34). La mayoría de los derivados del oxígeno producidos en 
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exceso en el retículo endoplásmico de los animales tratados crónicamente con eta­
nol parecen generarse con Ja intervención del citocromo P450. Este citocromo re­
presenta una familia extensa de hemoproteínas que participan en la transfonnación 
de compuestos endógenos y exógenos a la célula (35). En mamíferos se han iden­
tificado al menos 12 familias y 22 subfamilias distintas del citocromo P450 (36). 
Una de estas isofonnas es el cytocromo P450 inducible por etanol (CYP2E 1 ). que 
parece jugar un papel importante en el aumento de la producción de especies reac­
tivas de oxígeno en los microsomas aislados de animales tratados con etanol, donde 
se observa una correlación entre la producción de derivados del oxígeno y el con­
tenido en CYP2E 1 (33). Se ha demostrado además, utilizando anticuerpos especí­
ficos. la participación del CYP2El en la fonnación microsomal de peróxido de 
hidrógeno dependiente de NADPH (33). Aunque esta enzima se presenta predomi­
nantemente en el retículo endoplásmico de los hepatocitos, se ha descrito también 
su presencia en el cerebro (37,38), demostrándose además su inducción por el 
alcohol en este órgano (38-40). Existe también una correlación entre la inducción 
de CYP2El y el aumento en la forniación de especies reactivas de oxígeno en el 
cerebro de ratas intoxicadas crónicamente con etanol (38). Se ha utilizado micros­
copía confocal para analizar esta correlación en una población específica de células 
cerebrales, los astrocitos. Estas células son las más abundantes del cerebro. ocupan­
do un tercio del volumen del cortex cerebral. Involucradas en múltiples actividades, 
estas células son necesarias para el desarrollo y función del cerebro ( 41 ). Además, 
sistemas enzimáticos específicos permiten a los astrocitos mctabolizar radicales 
libres, además de amonio, glutamato. xenobióticos y metales, protegiendo al cere­
bro de la toxicidad de estos agentes (42). La identificación de los astrocitos se 
realiza, utilizando microscopía confocal, mediante Ja positividad a un anticuerpo 
monoclonal frente a la proteína fibrilar gliaJ ácida (GFAP). La utilización de un 
anticuerpo policlonal frente a la CYP2E 1 permite la detección y cuantificación 
simullánea de esta proteína 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 fluoresceína (FITC) que presen­
tan espectros de emisión distintos (38). El análisis mediante microscopía confocaJ 
muestra la presencia citoplasmática de CYP2El en astrocitos, distribuido preferen­
temente en la región perinuclear. El tratamiento de astrocitos en cultivo con 
etanol 25mM induce un aumento en la expresión de esta proteína en las células 
analizadas. Este aumento en CYP2El se correlaciona con el incremento en Ja pro­
ducción de especies reactivas de oxígeno (de 2.6 a 3.5 veces mayor que el control) 
en las células tratadas con etanol, detenninada con microscopía confocal por la 
oxidación de H2DCFDA (38). La implicación del CYP2El en la generación de 
radicales libres se pudo demostrar. ya que Ja incorporación a las células de un 
anticuerpo frente a esta proteína evitaba en gran medida el aumento de radicales 
libres inducido por el etanol. 
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5. ESTRES OXIDATIYO Y DAÑO NEURONAL 

5.1 . Aplicación de la microscopía confocal 

Es cada vez mayor la evidencia experimental de que el estrés oxidativo se halla 
implicado en la patogenia de enfermedades agudas y crónicas del sistema nervioso 
central (43, 44). El desarrollo de técnicas adecuadas de obtención y cultivo in 1·itro 
de neuronas (45), ha permitido la aplicación de Ja microscopía confocal al análisis 
de los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el daño neuronal. La 
metodología para la detección de radicales libres, función mitocondrial y concen­
tración de calcio intracelular. junto con la detección de componentes del citoesque­
leto en este modelo celular, utilizando microscopía confocal. se hallan detallados en 
una revisión de Mattson et al. (46). 

5.2. Daño neu rona l excitotóxico 

Aunque son múltiples 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 ionotrópicos (44). Esta produc­
ción de radicales libres inducidos por el glutamato se ha comprobado por micros­
copía confocal, utilizando H2DCFDA como indicador llorescente (46). El origen 
del estrés oxidativo originado por la activación de uno de los receptores ionotrópi­
cos. el receptor del N-meti l-D-aspartato (NMDA) ha sido estudiado por microsco­
pía confocal (47). La estimulación de este receptor por NMDA produce un aumen­
to de especies reactivas de oxígeno, que tiene un origen mitocondrial, como se pudo 
comprobar realizando el seccionamiento óptico de las células mediante microscopía 
confocal. utilizando como sonda fluorescente la dihidro-rodamina 123. La interven­
ción de otros sistemas celulares de generación de radicales libres, como la óxido 
nítrico sintasa o las actividades lipooxigenasa y ciclooxigenasa, se descartó utilizan­
do inhibidores específicos de estas enzimas (47). Además. se comprobó que la 
utilización 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 ~-amiloide de la enfermedad de Alzheimer 

Entre los factores no excitotóx1cos que estimulan la producción de radicales 
libres en las neuronas se ha implicado al péptido ~-amiloide. que es el principal 
constituyente de las placas amiloides que aparecen en el cerebro de los enfermos 
que padecen la enfem1edad de AlLheimer (48). El efecto de este péptido sobre 
células neuronales en cultivo se ha estud iado utili!.ando técnicas de microscopía 
confocaJ (49). La inclusión de este péplido en los cultivos produce un incremento 
significativo de la generación de radicales libres (3,5 veces más que las células 
control) después de 24 horas, utilizando H2DCFDA como sonda fluorescente. La 
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detección de grupos carbonilo por microscopía confocal, para cuantificar el nivel de 
daño oxidativo, también mostró un aumento significativo dos horas después de 
añadir el péptido amiloide a los cultivos (tres veces mayor que el control) . Estos 
datos son consistentes con la hipótesis de que el daño oxidativo inducido por el 
péptido amiloide, por medio de radicales libres. contribuye a la neurodegeneración 
observada en la enfermedad de Alzheimer (49). 

6. ESTRES OXIDATIVO Y MUERTE CELULAR 

6.1. Aplicación de la microscopía confocal 

El daño oxidativo inducido por especies reactivas de oxígeno se halla involucra­
do en la inducción de la muerte celular en muy diversas condiciones experimentales 
y fisiopatológicas (43,44.46.50,51 ). La utilización de la microscopía confocal per­
mite detectar y analizar células individuales durante el proceso de muerte celular, 
y evaluar la contribución del estrés oxidativo a este proceso. Esta técnica permite 
también, con la utilización de procedimienros de tinción adecuados, distinguir entre 
los dos tipos básicos de muerte celular, la necrosis y la apoptosis (51-54). Las 
células vivas pueden observarse utilizando fluorocromos como la calceína-AM y la 
BCECF-AM que atraviesan la membrama plasmática y se convierten en compues­
tos fluorescentes, por acción 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 plasmática. 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 Ja 
membrana plasmática se mantiene intacta, aunque puede ser permeable en etapas 
tardías de este proceso (56). La apoptosis puede detectarse por la condensación y 
fragmentación 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 exposición 
de fosfatidilserina en la capa lipídica externa de la membrana detectada con anexi­
na-FITC (58) y por el marcaje fluorescente de la fragmentación oligonucleosómica 
del ADN con deoxinucleótido transferasa terminal (51 ). 

6.2. Factor de necrosis tumoral-~ (TNF-~) 

El TNF-B es una citocina pleiotrópica. producida principalmente por los macró­
fagos activados. con una amplia gama de actividades inflamatorias e irununomodu­
ladoras. Además, la TNF-B produce la muerte selectiva de células tumorales in l'itro 
y tiene una actividad antitumoral in 1'i1'0. Dependiendo del tipo celular sobre el que 
actúa, el TNF-B puede producir necrosis o apoptosis (59). Los mecanismos mole­
culares por los cuales el TNF-0 ejerce su función citotóxica han sido muy estudia­
dos e incluyen la activación de proteínas G, la activación del factor de transcripción 
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NF-KB, la fosforilación de proteínas. la activación de fosfolipasas y la producción 
de especies reactivas de oxígeno (59). El estudio de la participación de las especies 
reactivas de oxígeno se ha realizado utilizando microscopía confocal (6). La detec­
ción de radicales libres utilizando dihidrorodamina 123 y la evaluación simultánea 
de la viabilidad celular con yoduro de propidio en la línea celular de fibrosarcoma 
murino L929. muestra que la respuesta citotóxica mediada por la TNF-~ es asincró­
nica dentro de la población celular. La mitocondria es el orgánulo donde se generan 
estos radicales libres, cuya producción se incrementa poco antes de la muerte ce­
lular, concluyéndose que ambos fenómenos se hallan estrechamente relaciona­
dos (6). La producción acelerada de radicales libres en esta línea celular se corre­
laciona con una disminución de los niveles de glutation mitocondrial (6). Esca 
relación entre la respuesta a la inducción por TNF-~ y los niveles de glutation se 
ha observado también mediante microscopía confocal. imalizando la acción del 
TNF-B sobre la expresión génica en células endoteliales (60). 

6.3. Transición de permeabilidad mitocondrial 

La acción citotóxica del TNF-13 se ha relacionado con la transición de per­
meabilidad mitocondrial (61 ). Este fenómeno se produce por apertura de poros de 
alta conductividad en la membrana inrerna 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 despolarización de Ja membrana in­
terna mitocondrial y se ha implicado, entre los factores patofisiológicos inductores, 
al estrés oxidativo (62). La microscopía confocal permite visualizar este proceso 
mediante la utilización del fluorocromo calceína que se acumula en el citoplasma, 
pero no entra en las mitocondrias en condiciones normales. y la visualización si­
multánea del compartimento mitocondrial con la sonda fluorescente metiléster de 
tetrametilrodamina (63). La inducción de estrés oxidativo con e l oxidante tert­
butilhidroperóxido produce la entrada de calceína en el compartimento mitocon­
drial debido a inducción de la transición de permeabilidad, antes de producirse la 
muerte celular. detectada por la pérdida de integridad de la membrana plasmáti­
ca (63). Se comprueba que esta transición no depende solamenre de la despolari­
zación de la membrana interna mitocondrial, ya que la utilización de desacoplantcs 
de la cadena respiratoria produce la despolarización de la membrana interna, pero 
no induce la transición de permeabilidad ni la muerte en el modelo celular estu­
diado (63). 
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