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TiTULO ABREVIADO
Short title

Bases moleculares del estrés oxidativo.
Molecular bases of oxidative stress.

RESUMEN
Abstract

Los radicales libres son compuestos
fisioldgicamente producidos, lo que los convierte
en elementos fundamentales para la vida.



Para conseguir una o6ptima concentracién de
especies radicalarias es necesario que su
produccion y los mecanismos antioxidantes
endogenos y exogenos estén perfectamente
equilibrados.

La ruptura del equilibrio homeostatico induce el
conocido estrés oxidorreductivo o alteracion
redox celular, mecanismo subyacente en la
patogenia de la mayoria de las enfermedades y
procesos clinicos, entre estos destacan los
procesos inflamatorios, cardiometabdlicos,
neurodegenerativos, envejecimiento y cancer.

Mediante este trabajo se pretende realizar una
revisiébn sobre los mecanismos y moléculas
implicadas en la produccién de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, analizando las
bases moleculares de su acciéon sobre
macromoléculas y mecanismos biolégicos para
mantener el éptimo balance redox.

El objetivo es la descripcion de los procesos
oxidorreductivos que pueden inducir
desequilibrios iniciadores de patologias para
establecer las bases moleculares en las que se
encuentran implicados los procesos redox.

Free radicals are compounds produced
physiologically, fact which makes them essential
elements for life.

To achieve an optimal concentration of radical
species is necessary that their production and
the endogenous and exogenous antioxidant
mechanisms are perfectly balanced.

Disruption of this homeostatic balance induces a
mechanism known as oxidoreductive stress or
cellular redox alteration, an underlying
mechanism in the pathogenesis of the vast
majority of the diseases and clinical processes

such as inflammatory, cardiometabolic,
neurodegenerative, aging and cancer
processes.

This document is a review of the mechanisms
and molecules involved in the production of
reactive oxygen and nitrogen species (ROS and
RNS) and analyze the molecular bases of their
action on macromolecules and biological
mechanisms to maintain optimal redox balance.

The aim is the description of the oxidoreductive
processes that can induce initiating imbalances
of pathologies to establish the molecular bases
in which the redox processes are involved.
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PALABRAS CLAVE

Estrés oxidativo; estrés nitrosativo; mitocondria;
sistemas de defensa antioxidante.

Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

ATP: adenosin trifosfato

CD: dienos conjugados

EQ: estrés oxidativo

EN: estrés nitrosativo

GC-MS: cromatografia de gases-espectrometria
de masas

GCS: y-glutamil cisteinil sintetasa

GPx: glutation-peroxidasa

GR: glutation reductasa

GSH: glutation reducido

GSSG: glutatiéon oxidado

GST: glutation-S-transferasa

G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
HPLC: cromatografia liquida de alta eficiencia
HNE: 4-hidroxinonenal

LC-MS: cromatografia liquida-espetrometria de
masas

LDL: lipoproteinas de baja densidad

MDA: malonaldehido

NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NF-kB: factor nuclear-kB

NOS: éxido nitrico sintasa

NO: 6xido nitrico

ORS: estrés oxidorreductivo

PUFA: acidos grasos poliinsaturados

ROS: especies reactivas de oxigeno

RL: radicales libres

RNS: especies reactivas de nitrégeno

RS: receptores scavenger

TRX: tiorredoxina

8-0x0-dG: 8-oxo-2-desoxiguanina

Introduccion

Desde hace varios siglos se conoce al oxigeno
como elemento vital para el metabolismo
energético mitocondrial. Estd implicado en
practicamente todas las células de nuestro
organismo en procesos bioquimicos clave para la
conversion oxidativa de los combustibles quimicos
de nuestra dieta en energia biologicamente
utilizable, adenosin trifosfato (ATP).
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Otto Warburg, Premio Nobel de
Fisiologia-Medicina en 1931, describié los
sistemas enzimaticos que forman parte del proceso
respiratorio que media esta conversion y su
discipulo Hans A. Krebs, descubridor del ciclo que
lleva su nombre, contribuyé con una genial vision
del metabolismo intermediario al establecer la
conexion definitiva entre el final de los esqueletos
carbonados de los tres principios inmediatos y la
liberacion de anhidrido carbonico, en el proceso de
la respiracion celular, siendo galardonado con el
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1953 (1).

Por otra parte, desde la primera aparicion en la
literatura cientifica del término “estrés oxidativo”
(EQ), utilizado por Ernst Beutler en la década de
los setenta, y posteriormente definido por Helmut
Sies como un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
capacidad defensiva de los sistemas antioxidantes,
la investigacion biomédica ha demostrado la
presencia de este fendmeno como mecanismo
subyacente en la patogenia de muchas
enfermedades y procesos clinicos, entre los que
destacan por su incidencia e importancia los
procesos inflamatorios en  general, las
enfermedades cardiometabdlicas, los trastornos
neurodegenerativos y el cancer, asi como todas
aquellas enfermedades asociadas al
envejecimiento.

Durante los ultimos anos el EO ha experimentado
cambios, tanto conceptuales como en su aplicacion
practica. Hoy sabemos que el equilibrio
homeostatico intra y extracelular puede verse
afectado por una sobreproduccion de moléculas
oxidantes, pero también por un exceso de agentes
reductores, habiéndose introducido el término de
estrés oxireductivo (ORS), definido como el
mecanismo de alteracion redox celular, a partir del
cual se generan toda una serie de patologias
asociadas. De esta forma, ha podido definirse un
nuevo concepto, la “patologia o enfermedad redox”
(figura 1).

No obstante, pese al conocimiento de que las
alteraciones redox representan un mecanismo
distorsionador de las sefales de transduccién y
expresion génica y su vinculacion con los procesos
degenerativos y comorbilidades asociadas, la
aplicacion de los productos de oxidacion en la
investigacion translacional no ha conseguido
respaldo suficiente para su incorporacion como
herramienta diagndstica y aplicacion clinica.

El EO, es actualmente, un término clasico dentro
de la investigacion basica y clinica translacional, y
podemos afirmar que ha alcanzado su maxima

expresion e importancia durante las dos ultimas
décadas del siglo XXI. ElI ejemplo mas
representativo de esta inequivoca relevancia es el
descubrimiento del factor HIF1 (Hypoxia Inducible
Factor 1) por los investigadores merecedores del
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2019, los
profesores Gregg Semenza, William Kaelin y Sir
Peter Ratcliffe, al descubrir la maquinaria
molecular que regula la expresidon de genes
sensibles a los cambios en los niveles de oxigeno.

1. Mitocondria y funcién mitocondrial como
mecanismo generador de radicales libres
(RL)

Las mitocondrias son organulos que aparecen en
la mayor parte de las células eucariotas cuyos
origenes los encontramos en la teoria
endosimbionte y que estan formadas por la
membrana mitocondrial externa (MME), muy
permeable y rica en porina, proteina responsable
de la estructura de los canales acuosos que se
encuentran en la bicapa lipidica y que le confiere
permeabilidad a moléculas pequefias (<5.000 Da);
la membrana mitocondrial interna (MMI), altamente
impermeable, incluso al paso de iones y moléculas
pequenas, condicion que se asocia a su capacidad
para favorecer el gradiente de protones entre la
matriz  mitocondrial (MM), espacio interno
delimitado por la MMI, y el espacio intermembrana

(EN(1).

La MMI posee numerosos pliegues hacia el interior
[lamados crestas mitocondriales, donde se sittan
los complejos funcionales de la cadena de
transporte de electrones (CTE) y la ATP sintasa.

En la MM se encuentra el ADN mitocondrial, los
ribosomas y las enzimas fundamentales para las
rutas metabdlicas.

Entre las funciones mitocondriales encontramos la
degradacion de acidos grasos mediante la
B-oxidacion y el almacenaje de calcio intracelular.
La principal finalidad de las mitocondrias es la
biosintesis de ATP, su génesis esta facilitada por la
actividad de la CTE junto a la ATP sintasa en el
proceso denominado fosforilacion oxidativa (FO),
responsable de la formacion del 90% de las ROS
que acontecen globalmente en la célula (2).

Clasicamente se ha considerado a los complejos |
y Il de la CTE como los dos centros primordiales
generadores de ROS, donde se producen grandes
cambios en la energia potencial de los electrones
debido a la reduccion del oxigeno, siendo el
potencial redox generado en ellos crucial para la
formacion de RL.



Los ultimos estudios sugieren que la produccion de
ROS por el complejo Il alcanza niveles similares al
complejo | mediante mecanismos en los que se
encuentran implicados succinato y ubiquinona
(3,4).

El complejo | es multimérico, formado por 45
cadenas polipeptidicas y contiene un flavin
mononucledtido (FMN) como grupo prostético
(cofactor) y 8 grupos de hierro-azufre que estan
implicados en la formacion de ROS.

El complejo Il esta formado por 11 subunidades.
Tres de estas, el citocromo B, el C1 y la proteina
Riskie, tienen funcion transportadora de electrones
y poseen grupos prostéticos. En este complejo, se
produce un conjunto de reacciones mas abstracto
donde participa el ciclo de ubiquinona (ciclo Q) en
su estado de ubisemiquinona (semireducida), en la
génesis de radical superoxido (O.,-) en la MMI y
MME. En la figura 2 (5) se muestra la estructura de
la mitocondria.

Diversos mecanismos de disfuncién
mitocondrial han sido identificados en diferentes
grupos de patologias como uno de los
mecanismos implicados en la génesis de las
mismas (6-9).

2. Tipos de RL

En los seres vivos, los RL provienen de procesos
fisiologicos principalmente asociados al oxigeno.

La medicién directa de la concentracion de RL es

compleja y no asequible a la mayoria de los
laboratorios. La resonancia paramagnética de

Tabla 1:

I ARTICULO CIENTIFICO ORIGINAL

electron espin libre es una técnica dificultosa
basada en la absorcién electromagnética de la
radiacién por una muestra paramagnética, tales
como las especies con uno o mas electrones
desapareados, cuando ésta se localiza en un
campo magnético. Incluye la estabilizacion de las
especies radicalarias y su posterior medicién (10).

Debido a la dificultad intrinseca de esta
metodologia, los esfuerzos se han centrado en la
medicion de los procesos de EO y estrés
nitrosativo (EN) mediante vias alternativas. La
medicion de los productos estables de reacciones
de las ROS y especies reactivas de nitrogeno
(RNS) con macromoléculas puede determinarse
mediante tecnologia relativamente sencilla y
habitualmente disponible en los laboratorios
clinicos.

a. ROS

Las ROS pueden ser generadas endogenamente
mediante la cadena de transporte electrénico
mitocondrial 'y oxidasas NADPH, o bien
exégenamente por radiacién, contaminantes del
aire y ciertos xenobidticos que experimentan ciclos
continuos de reduccion-oxidacion.

Estas especies en los sistemas biologicos se
clasifican en radicalarias o no radicalarias (tabla 1).

Entre el 1-2% del Oz que consumimos se reduce a
través de vias sucesivas de ganancia de un
electron, convirtiéendose en el anion radical
superéxido (O2:-), considerado precursor de
muchas de las ROS (11).

El radical hidroxilo (.OH) es una especie
mas reactiva/oxidante que el O2'- vy, por ello,

Principales ROS con importancia biolégica encontradas en los sistemas vivos.

ROS Radicales Simbolo ROS No Radicales Simbolo
Superoxido 0, Oxigeno singlete o - (14g)
Hidroxilo -OH Peroxido de hidrogeno H,O0,
Hidroperoxilo HO- , Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo ROO- Ozono 0,
Alcoxilo RO-

Hidroperadxido HOO-

Anion carbonato CO- 3~
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considerada la responsable de los efectos
citotoxicos de las ROS.

Las reacciones de las ROS con biomoléculas
generan productos secundarios electrén-deficientes
lo que les confiere alta reactividad, iniciando de nuevo
un ciclo de oxidacion.

b. RNS

Dentro de las RNS, la considerada mas importante
es el oxido nitrico (NO-), por su implicancia como
molécula de sefalizacion en procesos bioldgicos,
tales como el control de la presion sanguinea, la
inhibicion de la agregacion plaquetaria y la
neurotransmision.

Se forma a partir de la conversién de la L-arginina
en L-citrulina, gracias a la éxido nitrico sintasa
(NOS), enzima de la que encontramos cuatro
isoformas: nNOS, tipo | o neuronal, eNOS, tipo Ill o
endotelial, mitNOS o mitocondrial, localizada en la
mitocondria, todas constitutivas y reguladas por la
concentracion intracelular de calcio libre, la iINOS,
tipo 1l o inducible, no regulada por calcio sino por
citocinas o productos bacterianos (12).

Las RNS en los sistemas biolégicos también
pueden clasificarse en especies radicalarias 0 no
radicalarias (13) (tabla 2).

El NO- es considerado el precursor de las RNS
generadas en su mayoria por su reactividad con las
ROS.

3. Reacciones quimicas generadoras de
radicales

Dentro de las reacciones mas relevantes se
encuentran la generacion de peréxido de
hidrogeno (H,0,).

A partir del O, mediante el radical hidroperoxido a
pH 7,4 se genera O,'-, este puede transformarse
en peroxido de hidrégeno (H,O,) gracias a la
enzima superéxido dismutasa (SOD).

Si el H,0O, interactua con Fe*? (reaccion de Fenton)
forma .OH, un fuerte oxidante que es convertido en
agua por la enzima catalasa (figura 3)(14,15).

Fe *+H,0, = Fe**+ ‘OH + "OH [Fenton reaction]
OH+H0; 2 07 +H++H50
Fe *Fe?

0;"+H;0;, — > OH' +0OH" +0; [Haber-Weiss reaction]

El H,0, es la ROS intracelular mas abundante y un
importante agente de sefalizacion intracelular,
este difunde libremente y puede reaccionar con el
O,- para formar .OH mediante la reaccion de
Haber-Weiss.

Cu”?+ABMet(S) > ABMet(S) +Cu*
Cut+0,> Cu™2+0;

O+ 05 + 2H+ 2 H,0,

Cu+ + H30; = Cu*?+ "OH + OH [Fenton reaction]
Cu™+AB> AR +Cu”

AR + Lipid protein = HNE Carbonyl + A

Tabla 2:
Principales RNS de importancia biologica encontrados en los sistemas vivos.
RNS Radicales Simbolo RNS No Radicales Simbolo
Oxido nitrico NO- Peroxinitrilo ONOO-
Dioxido de nitrogeno NO ;- Acido peroxinitroso ONOOH
ICation nitroso NO+
Cation nitronio NO ,+
f[Cation nitroxilo NO-
Tetraoxido de dinitrogeno N,O,
Trioxido de dinitrégeno N,O;
Cloruro de nitrilo NO,CI




0; [oxigens)

|- e+ H

r
OH; [radieal
hidroperéxido)

! pH=7.4

Loo

PR L

[radical peroxila) (lipide radical)

“"H:] 0 [radical
superdxido]+H

Vitamina E

LOOH Fe'* + H0;

H;0; (peréxide de
hidrédgeno)

Fe " + HO +OH

HO + OH[radical

=

hidroxila

e+ H*

» CAT

H;0 [agua) + O:

Figura 3.

Representacion de las reacciones quimicas moleculares

mas relevantes a nivel intracelular implicadas en la

formacién de ROS. Adaptada de Reacciones originarias de ROS.

Las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss
juegan un importante papel en el EO y estan
involucradas en numerosas patologias (16).

Ademas, el radical O,- esta implicado en tres tipos
de reacciones quimicas: abstraccion de hidrégeno
y reacciones de adicion y de oxidacion, tal y como
se muestra en la figura 3.

Cuando la producciéon de este radical O,-
excede la capacidad detoxificadora, éste puede
reaccionar con NO- produciendo ONOQ", otra
especie potencialmente oxidante que participa
en la progresién de patologias vasculares,
lesiones por isquemia-reperfusién, inflamacion,
shock circulatorio, el dolor y la
neurodegeneracion (17).

4. Acciones bioldgicas y efectos toxicos:
modificacion oxidativa de lipidos, proteinas
y acidos nucleicos

Actualmente sabemos que el balance oxidativo
celular es fundamental para la regulacién
metabdlica y por tanto para la vida. Si el equilibrio
entre los sistemas oxidantes y antioxidantes se
desplaza a favor de los primeros, por produccion
excesiva de ROS o RNS o por disminucién de los
mecanismos antioxidantes, se induce una
situacion conocida como EO o EN (18).

El EO/EN afecta inicialmente a macromoléculas y
posteriormente a las funciones de los distintos
compartimentos intracelulares, lo que puede
desembocar en la muerte celular o apoptosis (19).

ARTICULO CIENTIFICO ORIGINAL
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Cuando el oxigeno reacciona con los electrones
desapareados de las moléculas se transforma en
ROS con funciones cruciales para mantener la
homeostasis celular, la sefializacién y respuestas
biolégicas como la diferenciacion, migracién vy
proliferacion celular. También ejercen su funcion a
través de la regulacion redox los canales ionicos y
los factores de transcripcion, elementos necesarios
para los procesos biosintéticos (20,21).

Se puede afirmar que las ROS tienen un
comportamiento dual, la exposicion prolongada a
concentraciones elevadas de RL puede producir
dafios en las macromoléculas, provocando una
disrupcion del sistema biolégico, pero una
concentraciéon moderada es fundamental para la
regulacion de las cascadas de sefializacion.

Esta especificidad biolégica se logra mediante la
cantidad, duracion y localizacion de la produccion
de ROS.

El acumulo de ROS/RNS puede reaccionar
quimicamente con macromoléculas, tales como
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucléicos, originando como consecuencia de su
interaccion efectos citotoxicos (13,22,23) (tabla 3).

4.1. Modificaciones lipidicas

En la ultima década se ha consolidado la teoria oxidativa
de la arteriosclerosis que considera la lesion arterial
inicial, la estria grasa y su progresion a la placa de
ateroma intimamente asociadas al acumulo de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), que han sido
minimamente oxidadas a macrofagos (24).

La oxidacion de LDL esta mediada por RL que producen
numerosos cambios estructurales, dependientes de un
evento inicial comun: la peroxidacion de los acidos grasos
polinsaturados (PUFA) en las particulas LDL.

Tabla 3:

El proceso resultante del ataque a los lipidos de
membrana por las ROS se denomina peroxidacion
lipidica, donde el protagonista es el radical O,-. La
lipoperoxidacion cambia las propiedades de la
membrana, pudiendo inactivar sus receptores o
enzimas, para alterar la funcion celular normal (25).

Algunos de los productos de la lipoperoxidacion
mantienen una reactividad importante en la iniciacion
de reacciones en cadena, propagando el poder
oxidante de las ROS a estructuras préximas y alejadas
del foco inicial.

Uno de los productos finales mas importantes es el
malonaldehido (MDA), muy toxico por su alta
reactividad con proteinas y ADN. EI MDA produce
modificacion de las bases nitrogenadas generando
productos altamente mutagénicos y carcinogénicos
(18).

Este proceso también genera aldehidos insaturados,
isoprostanos y sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico capaces de deshabilitar las proteinas
celulares (26).

La LDL-oxidada por si misma ya es un estimulo
potente para la formacion vascular de ROS,
generando un circulo continuo, las ROS sustraen un
hidrogenion (H*) de un doble enlace en los PUFA e
inician la oxidacion de LDL, y posteriormente se da
una reordenaciéon molecular que forma dobles enlaces
conjugados, conocidos como dienos conjugados (CD)
(27).

Tras la primera fase de iniciaciéon se da una segunda
fase rapida de propagacion que implica la abstraccion
de otro H* por el radical peroxil (LOO-) de otro PUFA,
formando los hidroperdxidos lipidicos.

Sigue una fase de descomposicion en la que se
rompen los dobles enlaces formandose aldehidos. Los

Efectos del darfio oxidativo en macromoléculas. Adaptada de la cita bibliografica (20).

Dario oxidativo en lipidos

- Mediante diferentes mecanismos de reaccién de ROS con acidos grasos de la membrana lipidida genera desestructuracion de la membrana y finalmente la muerte celular

- En los alimentos la peroxidacion lipidica causa el desarrollo de olores y sabores desagradables

Dafio oxidativo en poteinas

- Modificaciones especificas en aminoacidos

- Fragmentacion de la cadena peptidica

- Agregacion de productos reticulados

- Alteracion de la carga eléctrica

- Incremento de la susceptibilidad a la proteolisis

- Destruccion de la funcidn enzimatica por la oxidacion de los centros Fe-5 causada por el O+,

- La oxidacidon de aminodacidos especificos de proteinas actiia como marca para la degradacion por proteasas especificas

- La oxidacion de aminodcidos especificos conduce a la reticulacion

Dafio oxidativo en DNA

- Deleciones, mutaciones y translocaciones en DNA

- Ruptura de las hebras de DNA

- Reaccidn cruzada entre DNA y proteinas




principales son: MDA, 4-hidroxinoneal (HNE) y
hexanal, que pueden reaccionar con los grupos
amino de la Apo B100.

Durante el proceso de oxidacién de LDL también se
producen cambios en su mitad proteica, roturas del
esquema peptidico y derivatizacion de algunos
aminoacidos (28).

Tras la oxidacion se produce un incremento en la
carga negativa de las particulas LDL, posiblemente
debido a la formacion de bases de Schiff entre
grupos amino cargados positivamente y grupos
aldehido, estas son reconocidas por los receptores
scavenger (RS) de los macréfagos, presentes en la
intima media de las arterias.

La oxidacién de LDL ocurre principalmente dentro
de la intima arterial y las células implicadas en la
formacion de la placa de ateroma son los
monocitos, que al madurar en el espacio
subendotelial se transforman en macréfagos.

En el estado de macréfagos adquieren la
capacidad de reconocer e internalizar la
LDL-oxidada, a través de los RS que a diferencia
del receptor de LDL nativa (R-LDL) su actividad no
es inhibida por altos niveles de colesterol
intracelular, lo cual, afadido a una ineficiente
degradacion, contribuye a la acumulacién masiva
de colesterol (29).

4.2. Modificacion
proteinas

oxidativa de las

Entre las acciones mas conocidas de los RL esta la
oxidacion de la estructura principal y de las
cadenas laterales de las proteinas que
interaccionan con la cadena lateral de otros
aminoacidos generando el marcador de oxidacién
proteica grave mas utilizado, los carbonilos, para

cuya medicion se han desarrollado varios ensayos.

Las proteinas representan casi el 70% de las
dianas de ROS/RNS y sus reacciones con algunos
de estos RL pueden producir oxidacion,
hidroxilacion de grupos aromaticos y aminoacidos
alifaticos de cadenas laterales, nitracion de
residuos de aminoacidos aromaticos, oxidacién de
grupos sulfhidrico, etc.

La importancia de estos procesos radica en la
génesis de cambios conformacionales,
degradacion y desarrollo anémalo de las proteinas,
lo que provoca alteraciones importantes en
multiples  funciones  biolégicas: actividades
enzimaticas, transmision de sefales, regulacién
metabdlica y genética, etc.
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Los aminoacidos cisteina y metionina son
particularmente susceptibles al ataque por las ROS.

En lo que se refiere a los ensayos relacionados con
la oxidacion peptidica cabe destacar que la medida
de glutation reducido (GSH) y de glutation oxidado
(GSSG), asi como de las proteinas S glutationadas
en sangre, se considera un indicador del estatus
del EO en humanos.

La depleciéon de GSH total (GSH+2 GSSG +
glutation unido a proteinas,) asi como una
disminucion de la relacion GSH/GSSG son
indicadores de EO/EN, relacionados con diversas
patologias entre las que destacan las
enfermedades neurodegenerativas (30,31).

Las RNS inducen modificacién en proteinas,
destaca la modificacion en el aminoacido tirosina
por su papel en la transduccion de sefiales en
fendmenos como la fosforilacién. El analisis de
productos de nitracibn como la 3-nitrotirosina
(NO,-Tir), marcador estable de oxidantes
derivados de NO-, o los productos halogenados de
tirosina como cloro-tirosina o 3-bromotirosina y
cuya medicion mediante métodos tales como
HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion),
GC-MS (cromatografia de gases-espectrometria
de masas), LC-MS (cromatografia
liquida-espectrometria de masas) se han utilizado
para el estudio del EO/EN implicados en patologias
ya mencionadas en este trabajo (32-34).

4.3. Dano oxidativo en ADN

Las ROS generadas bajo diferentes condiciones
pueden danar el ADN celular, concretamente los
radicales hidroxilos, generan una amplia variedad
de productos, formados por modificacién de las
bases y azucares que pueden medirse por HPLC,
GC-MS, LC-MS y técnicas inmunoquimicas (35).

Las modificaciones de las bases nucleotidicas se
producen frecuentemente en la guanina, dando
lugar a la base modificada, 8-oxo-2-desoxiguanina
(8-0x0-dG), altamente mutagénica. Su presencia
en las estructuras de ADN induce la incorporacion
de bases nucleotidicas erréneas por la ADN
polimerasa durante la replicacién y por ello es la
molécula medida usualmente. Un problema que se
plantea es la limitada disponibilidad de tejido
humano para obtener ADN y que en ningun caso
se sabe en qué parte del ADN se produce el dafio
oxidativo.

En resumen, la degradacion de las bases
nitrogenadas, transformacion, ftranslocacién y
reticulacion de las proteinas, se traducira en
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Tabla 4:

Reacciones moleculares de las ROS con macromoléculas.

Macromolécula Modificacion

modificacion

Especie causante de la

Producto

Ruptura de la doble cadena ‘OH

8-hidroxi-deoxiguanosina

Oxidacién de bases puricas y

pirimidinicas

*OH (reaccién de Fenton)

8-hidroxiguanina,  8-hidroxiguanosina, 8-hidroxiadenina,

glicol timina, fapy-guanina, 5-hidroxiuracilo y fapy-adenina

Desaminacion  del DNA:
DNA Otras ROS
transicion GC a AT

Transiciones GCa TA ONOO-

8-oxo-deoxiguanosina, 8-nitrodesoxiguanosina

Transiciones GCa TA, GCa AT

N203
y AT aGC
Peroxidacion lipidica ‘OH HNE, MDA, hidroperdéxidos, isoprostanos
Eliminacién H* o insercién en
NO>»
Lipidos los dobles enlaces
Induccién del ONO- NO-

Reaccion con las ROS

NO- ANTIOXIDANTE

Formacion de AGEs
Glucidos ‘OH
(Advanced Glycation Ends)

Los aldehidos o cetonas de estructuras glucidicas pueden
reaccionar con grupos amino de proteinas formando "bases
de Schiff" generadores de “productos Amadori” precursores

de AGEs (acumulables en el cerebro envejecido)

Oxidaciéon de proteinas y
Proteinas y 02"y -OH
aminoacidos libres.

aminoacidos

Oximas. Aldehido y 4cido carboxilico de proteina

Reaccion con grupos tiol

Hidrégeno + ONOOH

Cisteina y un anion hidroxilo

alteraciones funcionales relacionadas con el
envejecimiento,  carcinogénesis,  enfermedades
neurodegenerativas, autoinmunes y cardiovasculares,
entre otras (36).

Asi mismo, las ROS también estan implicadas en
la transduccion de sefiales provenientes de
citocinas 'y del factor nuclear-kB (NF-kB).
Particularmente, constituyen la base molecular del
efecto biocida, mediante la formacion del radical
superoxido y otras especies relacionadas tras la
activacién de neutrdfilos y macréfagos (37-38).

En la tabla 4 se recogen las reacciones que llevan a

cabo las ROS y RNS con las macromoléculas (13,17).

La generacion de ROS/RNS esta presente en
numerosos procesos metabdlicos y destaca por la
intensidad de su produccion la CTE mitocondrial,
donde se genera uno de las ROS de mas
relevancia, el O,'- (15).

5. Sistemas de defensa antioxidante

Para contrarrestar el efecto nocivo de las ROS, los
organismos aerobios cuentan con sistemas de defensa
antioxidante, conformados por enzimas y compuestos
moleculares que evitan la formacion incontrolada y
excesiva de RL y promueven la neutralizacion,
eliminacion y bloqueo de su reactividad en cadena.




Se considera que una sustancia tiene capacidad
antioxidante si  estd presente en baja
concentracion respecto al sustrato oxidable y
puede retrasar o inhibir significativamente la
oxidacion de dicho sustrato.

Los niveles bajos de antioxidantes o su inhibicion,
en el caso de las enzimas antioxidantes, causan
EQO y pueden danar o destruir las células. Por esta
razon los sistemas de defensa antioxidante tienen
un papel clave reduciendo la aparicion de
determinadas enfermedades y patologias vy
potenciando el sistema inmunoldgico.

Existen evidencias epidemioldgicas que sustentan
el papel patolégico de los RL en los procesos
biolégicos y que se han demostrado por la
correlacion entre la incidencia de inflamacion y
degeneraciéon y una baja concentracion de
antioxidantes.

En condiciones fisioldgicas, la concentracion de
antioxidantes es superior a la de especies
reactivas, y la formacién de ROS tiene lugar de
forma continua, pero controlada (39,40).

5.1. Sistema antioxidante endégeno

Los mecanismos antioxidantes enddgenos pueden
clasificarse segun su naturaleza enzimatica o no.

Las enzimas antioxidantes constituyen la primera y
mejor linea de defensa celular frente al dafo
oxidativo y degradan el O,- y el HQO,
transformandolo en moléculas menos nocivas,
mediante mecanismos bioquimicos especificos. La
segunda linea de defensa la forman moléculas no

enzimaticas que actuan también sobre los RL (41).

El sistema antioxidante enzimatico esta
integrado por tres enzimas principales que trabajan
desactivando selectivamente los RL, la SOD,
catalasa y glutation-peroxidasa (GPx). La
proteccion antioxidante eficaz se consigue gracias
a la actuacion sincronizada de estas tres enzimas
principales, apoyada por el resto de antioxidantes,
con un papel no menos importante.

La SOD se encarga de la dismutacion de radicales
O,-a 0,y HO, y esta ultima, aunque es mas
estable, sigue teniendo alta reactividad. Existen
varias isoformas de SOD: la Cu/Zn-SOD
(citosolica, 32 kDa; SOD-1), Mn-SOD
(mitocondrial, 96 kDa; SOD-2) y Cu/Zn-SOD
extracelular (fluidos extracelulares como linfa,
liquido sinovial o plasma, 135 kDa; SOD-3). Es
importante resaltar que los sujetos con sindrome
de Down muestran un aumento de copias de la
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Cu/Zn-SOD generando un incremento de ROS,
concretamente del producto H,O,; este producto, a
pesar de mejorar la estabilidad, sigue manteniendo
su alta reactividad, y sus implicaciones
patoldgicas, lo que se traduce en un incremento del
EO en este grupo de pacientes (42).

Las catalasas llevan a cabo la dismutacion vy
peroxidacion de dos moléculas de H,0, en O,. Es
una de las actividades cataliticas mas rapidas
conocidas, con una constante de Mikaelis (Km) y
velocidad maxima (Vmax) para el agua muy altos,
convirtiéndose en el agente antioxidante mas
efectivo contra esta especie. Presentan también
actividad peroxidasa sobre muchas sustancias
organicas como el etanol.

La GPx cataliza la reduccion de peréxidos (ROOH,
inclusive el H,O,) a alcoholes (ROH),
aprovechando el potencial reductor del GSH. El
GSH presenta actividad para la eliminacion de
lipoperdxidos y xenobidticos, a la vez que se oxida
a GSSG. Su Km para el agua es reducida,
encargandose de la degradaciéon de estas
especies a bajas concentraciones y actuando
como mecanismo complementario de la catalasa.
Existe una GPx selenio-dependiente de
localizacion intralipidica, con accion directa sobre
hidroperéxidos formados en las membranas
celulares.

En este sistema participan junto a la GPx, la
glutatién reductasa, la glutation transferasa,
glutaredoxinas, NADPH y GSH. Respecto a la GPx
selenio-dependiente, existen distintas isoformas
(GPx1 a GPx7 y una probable GPx8 de membrana)
con diferentes localizaciones (citosol, plasma,
liquido seminal, otras).

Otras enzimas como glutation-reductasa (GR),
glutatién-S-transferasa  (GST) y  y-glutamil
cisteinil-sintetasa (GCS) colaboran indirectamente
con la GPx, contribuyendo a regular el GSH
intracelular, uno de los principales antioxidantes
celulares no enzimaticos.

La tioredoxina (TRX) y la tioredoxina-reductasa, de
las que depende el sistema TRX, actuan como
sistema complementario para el control del entorno
redox celular. Este sistema esta involucrado en la
regulacién redox, mediante la catalisis de
intercambios tiol-disulfuro. Como consecuencia se
generan modificaciones de la actividad enzimatica
de varias proteinas o en la transferencia de
electrones a reductasas tiol-dependientes como
las peroxiredoxinas (Prx), con un papel clave en la
degradacion de H,O hidroperéxidos vy

272
peroxinitritos. Las Prx tienen una eficacia catalitica
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notablemente alta, con velocidades de reaccion
similares a las de otras enzimas antioxidantes como
la GPx y la catalasa y estan ampliamente distribuidas
en diferentes organulos (30,43,44).

Tanto el GSH como otras moléculas que contienen
tioles, como la tiorredoxina (Trx), tienen alto poder
reductor y, consecuentemente, antioxidante, ya que
pueden ceder un electrén a las especies liberadoras
de ROS, disminuyendo su reactividad.

La G6PDH cataliza una de las reacciones del ciclo de
las pentosas generadora de NADPH+H+. Su
deficiencia desencadena lesion oxidativa eritrocitaria,
por la limitacion de la produccion de NADPH,
necesario para regenerar el GSH, provocando
acimulo de O, -y H,0,.

Algunos metales, como el selenio, zinc, magnesio,
cobre, hierro, entre otros, forman parte del sitio activo
de las enzimas antioxidantes, de modo que actuan
como cofactores, tratandose pues, de elementos
clave en la defensa y que contribuyen a aumentar la
funcién de estos enzimas. Un ejemplo es el selenio
que forma parte de la GPx. Los restantes elementos
minerales estan implicados en el centro catalitico de
la familia de las SOD (41,45,46).

El sistema antioxidante no enzimatico incluye
compuestos de bajo peso molecular, que actuan
como depuradores de RL. Entre ellos, destaca el
GSH, un tripéptido protector frente a diferentes
especies oxidantes, con un papel clave en
numerosos desordenes neurodegenerativos.

Dentro de sus propiedades figura su capacidad para
conjugarse con compuestos especialmente toxicos,
solubilizarlos y facilitar su excrecién biliar,
otorgandole la capacidad de ser uno de los
antioxidantes enddégenos mas eficaces que nos
ofrece la naturaleza.

Ademas de los sistemas de proteccion antioxidante,
enzimaticos y no enzimaticos, existen otros
mecanismos endogenos que contribuyen a paliar el
posible dafio oxidativo.

Como factores estructurales protectores ante el EO
destacan en los &cidos nucleicos la cromatina
compacta, la presencia de histonas y la formacion de
complejos estables del ADN con las proteinas (47).

El plasma puede estabilizar las ROS de vida media
mayor, como O,- o0 H,0,, previniendo reacciones con
iones metalicos cataliticos que pueden generar especies
mas nocivas. Por esta razon el estatus antioxidante del
plasma es el resultado concomitante de muchos

compuestos e interacciones metabdlicas sistémicas.

5.2. Sistema antioxidante exégeno

Ademas de la defensa enddgena, parece cada vez
mas clara la proteccién que desempefa el
consumo de productos exdgenos, principalmente a
través de la dieta, especialmente frutas y verduras.

Entre ellos se encuentra la vitamina C o &cido
ascorbico, que actua frente a las especies moleculares
O, .OH, H,0, y oxigeno singulete. Su regeneracion a
acido ascarbico utiliza sistemas dependientes de GSH.

La vitamina E o alfa-tocoferol, antioxidante lipofilico, es
eficaz en la defensa y mantenimiento de fosfolipidos de
membrana. El suplemento en la dieta ha demostrado
reduccion del EQ y prevencion de fendémenos asociados
como el deterioro de la funcién mitocondrial. También se
ha relacionado con la longevidad de la especie humana.

Los carotenoides, junto con la vitamina E, son los
antioxidantes mas importantes contenidos en las
membranas celulares. Los principales son alfa y
beta-caroteno, luteina, licopeno, criptoxantina y
zeaxantina, en los que se han descrito efectos
antimutagénicos.

La melatonina es otra de las moléculas bioldgicas
de actualidad a la que se le atribuyen acciones
protectoras y antioxidantes y existen evidencias
que demuestran que puede actuar recolectando
RL. Ademas, regula la expresion génica de
enzimas antioxidantes como la SOD y GPx (48).

Otros compuestos como flavonoides, acidos
fendlicos, acido urico, aminoacidos, coenzima Q,
ubiquinona, entre otros, también forman parte de
este grupo de antioxidantes no enzimaticos
(48,49).

La capacidad antioxidante celular esta
determinada por los sistemas enzimaticos,
mientras que la plasmatica esta asociada a la
concentraciéon de antioxidantes de bajo peso
molecular suplementados en la dieta. Estos
compuestos son rapidamente consumidos vy
necesitan ser incorporados para mantener el
balance frente a las especies oxidantes (41).

5.3. Regulacién de las enzimas
antioxidantes

Los enzimas antioxidantes y sus reactivos se
encuentran simultaneamente en el interior de las
células y tejidos, presentando un amplio rango de
proporciones y actividades. En cada momento, su
regulacion dependera de la concentracion de O,
ambiental y de la existencia de sefiales exdgenas
de naturaleza tanto fisica como quimica. La regulacién



redox involucra una variedad de redes de
sefalizacion complejas, donde la concentracion de
tioles celulares y de ROS parece jugar un papel
fundamental en la determinacién del crecimiento o
muerte celular, asi como en la activacion o
inactivacion de diferentes mecanismos
antioxidantes. La regulacién de los enzimas
antioxidantes puede tener lugar mediante control
de su actividad enzimatica o mediante
mecanismos de control de la expresion génica, que
seran diferentes para cada tipo especifico de
célula, tejido u érgano (30,50,51).

Varios sensores de H,O, y proteinas que participan
en diferentes vias de sefalizacion regulan la
actividad transcripcional, mediante su unién al
ADN en funcion del estado redox de la célula.
Entre ellos figuran los factores de transcripcion
AP-1, FoxO, Nrf2, CREB, HSF1, HIF-1, TP53,
NF-kB, Notch y SP1, que inducen la expresion de
ciertos genes como los necesarios para la
detoxificacion de oxidantes y para la reparacion y
mantenimiento de la homeostasis celular. La
regulacion de estos factores, mediada por H,0,,
puede ocurrir ademas a otros niveles como la
sintesis/degradacién,  transactivacion o el
transporte nucleo-citoplasma.

En general, las respuestas primarias frente al EO se
modulan principalmente mediante la actuacion
combinada de las vias del NF«kB, AP1 vy
MAP-quinasas, siendo la via del Nrf2 también
necesaria para inducir las defensas antioxidantes y
minimizar el dafo oxidativo, cuando este aumenta. Si
estas defensas son insuficientes, la célula acabara
induciendo la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial para disminuir la produccion de ROS, lo
que originara la alteracion del equilibrio redox y
finalmente la apoptosis (50,52).

Junto a esta forma de control, las modificaciones
postrasduccionales  mediadas  por  redox,
topolégicamente confinadas a grupos tiol se
consideran importantes mecanismos moleculares,
mediadores de muchas respuestas antioxidantes.
La  S-glutationilacion es la  modificacion
postrasduccional en los residuos de cisteina y
consiste en la adicion reversible de glutation,
pudiendo producir activacion o inactivacién de la
funcion de la proteina y permitiendo modular
diferentes vias celulares, asi como alterar perfiles
de expresién génica, mediante la unién a
diferentes factores de transcripcion como Nrf2 o
NF-kB.

Por ultimo, los microARN sensibles a redox han
surgido en los ultimos afios como actores clave en
la regulacién postranscripcional de la expresion
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génica mediada por redox. El término “redoximiRs”
se ha acufado para definir el subconjunto de
microARNs que regulan o estan regulados por el
estado redox de la célula (51). Estos se encuentran
implicados en patologias tales como enfermedades
cardiovasculares 0 neurodegenerativas a través de
su implicacion en el sistema GSH/GSSG o el estrés
del reticulo endoplasmatico.

Ademas de las mencionadas, otras enzimas como
la glutamato-cisteina ligasa, necesaria para
sintetizar glutation, y proteinas como acuaporinas
0 los exportadores de GSSG, que facilitan el
transporte de ROS o de sus productos a través de
las  membranas biolégicas, son también
importantes en las respuestas adaptativas al EO y
se encuentran controladas transcripcional,
traduccional y postraduccionalmente. Todos estos
mecanismos consiguen asegurar que, igual que
existe un pH éptimo para cada espacio celular o
subcelular, también existe un patron 6ptimo de
prooxidantes y antioxidantes para cada condicién
fisiolégica (50).

6. Conclusiones

El término EO aparece vinculado al
comportamiento dual del oxigeno por su papel
fundamental en el metabolismo energético y su
implicacion en la toxicidad celular, siendo la
mitocondria el mayor generador de energia y, a su
vez, de ROS.

La reactividad de las ROS y RNS a nivel celular es
contrarrestada por los sistemas antioxidantes
enddgenos principalmente, tanto enzimaticos como
no enzimaticos, y a los sistemas antioxidantes
exogenos, de aporte fundamentalmente dietético.

El desequilibrio entre la producciéon de ROS y RNS
y la actividad de los sistemas antioxidantes se
considera la base fundamental de la patogenia de
la mayoria de las enfermedades.

En este trabajo se recoge una descripcion de los
procesos  oxidorreductivos generadores de
moléculas activas quimica y molecularmente y su
afectacién a las estructuras basicas celulares,
puntal basico de la iniciacion de las diferentes
patologias, con el objetivo de establecer los pilares
para la identificacion de herramientas Utiles en la
identificacién de ROS y RNS que son de utilidad en
el diagnostico de los diferentes grupos de
patologias.
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