ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS o ERO) y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar rapidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafo resultante. En términos quimicos, el estrés oxidativo es un gran aumento en la
reduccién del potencial celular o una gran disminucién en la capacidad reductora de los pares redox
celulares como el glutatién. El estrés oxidativo severo puede causar la muerte celular y ain una oxidacion
moderada puede desencadenar la apoptosis, mientras que si es muy intensa puede provocar la necrosis.

Todas las formas de vida mantienen un entorno reductor dentro de sus células. Este entorno reductor
es preservado por las enzimas que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de energia
metabolica. Desbalances en este estado normal redox pueden causar efectos toxicos a través de la
produccion de perdxidos y radicales libres que dafian a todos los componentes de la célula, incluyendo las
proteinas, los lipidos y el ADN. Los radicales libres tienen una configuracién electrénica de capas abiertas
por lo que llevan al menos un electrén desapareado que es muy susceptible de crear un enlace con otro
atomo o molécula.

Un aspecto particularmente destructivo del estrés oxidativo es la produccion de especies reactivas del
oxigeno, que incluyen los radicales libres y los perdxidos. La mayoria de estas especies derivadas del
oxigeno se producen en un nivel bajo en condiciones normales de metabolismo aerdbico y el dafno que
causan a las células es reparado constantemente. Sin embargo, bajo los graves niveles de estrés oxidativo
que causa la necrosis, el dafio produce agotamiento de ATP impidiendo la muerte celular por apoptosis
controlada, provocando que la célula simplemente se desmorone. La fuente mas importante de oxigeno
reactivo en condiciones normales en organismos aerdbicos es probablemente la pérdida de oxigeno
activado de las mitocondrias durante el funcionamiento normal de la respiracién oxidativa.

Algunas de las menos reactivas de estas especies (como el superéxido) pueden ser convertidas por
una reaccién redox con metales de transicién en quinonas, especie radical més agresiva que puede causar
extenso dafio celular. Las quinonas pueden hacer un ciclo redox con sus conjugados semiquinonas e
hidroquinonas, en algunos casos, catalizando la produccién de superéxido desde perdxido de hidrégeno. El
estrés oxidativo generado por el agente reductor acido urico puede estar implicado en el sindrome de Lesch-
Nyhan, accidentes cerebrovasculares y el sindrome metabdlico. Del
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probablemente la reaccion de Fenton y la reaccién de Haber-Weiss, en el que se producen radicales
hidroxilo de la reduccién del hierro y peréxido de hidrogeno.

Otros enzimas capaces de producir superéxido son la xantina oxidasa, NADPH oxidasa y citocromo
P450. El perdxido de hidrégeno es producido por una amplia variedad de enzimas incluidas monooxigenasas
y oxidasas.

Oxidante Descripcion
Oy Estado de reduccién de un electrén de O,, formado en muchas reacciones de
Anidn superéxido autooxidacion y por la cadena de transporte de electrones. Es poco reactivo, pero puede

liberar Fe** de proteinas ferrosulfuradas y de la ferritina. Sufre dismutacién para formar
H.O, espontaneamente o por catalisis enzimatica y es un precursor para la formacién de
* OH catalizado por metales.

H,0, Estado de reduccion de dos electrones, formado por la dismutacién de «O, o por
Peréxido de hidrégeno reduccién directa de O,. Soluble en lipidos y por ende capaz de difundir por membranas.



OH Estado de reduccién de tres electrones, formado por la reaccion de Fenton y la
Radical hidroxilo descomposicidn de peroxinitrito. Extremadamente reactivo, ataca la mayoria de los
componentes celulares.

ROOH Formado por reacciones de radicales con componentes celulares como lipidos y
Hidroperdxido organico nucleobases.
N
RO-, alcoxi- Radicales organicos centrados en oxigeno. Formas lipidicas participan en
ROOQOe-, peroxi- reacciones de peroxidacion de lipidos. Producido en presencia de oxigeno por adicién de
radicales a dobles enlaces o eliminacion de hidrégeno.
] HOCI Formado a partir de H,O, por la mieloperoxidasa. Soluble en lipidos y altamente
Acido hipocloroso reactivo. Rdpidamente oxida constituyentes de proteinas, incluyendo grupos tiol, grupos
amino y metionina.
OONO Formado en una rapida reaccién entre O, y NO-. Liposoluble y similar en
peroxinitrito reactividad al acido hipocloroso. Su protonacién forma acido peroxinitroso, que puede
N O~ someterse a escision homolitica para formar radicales de hidroxilo y de diéxido de
{, e oz
@) ®) nitrégeno.

Ante el peligro que representa el dafio oxidativo, las células se encuentran habilitadas con
mecanismos de proteccion: preventivos, secuestradores y reparadores de este deterioro. Los
antioxidantes celulares mejor estudiados son las enzimas superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatiéon
peroxidasa. Antioxidantes enzimaticos menos estudiados (pero probablemente muy importantes) son la
peroxirredoxina y la sulfirredoxina. Otros enzimas que tienen propiedades antioxidantes (aunque esta no es
su funcion primordial) incluyen la paraoxonasa, la glutatién S-transferasa, y la aldehido deshidrogenasa.

En el ser humano, el estrés oxidativo esta involucrado en muchas enfermedades, como la
aterosclerosis, la enfermedad de Parkinson, encefalopatia midlgica, sensibilidad quimica mdultiple, y la
enfermedad de Alzheimer y también puede ser importante en el envejecimiento. Los radicales hidroxilo
pueden dar lugar a modificaciones de los aminodacidos (e.g. la formacién de meta-tirosina y orto-tirosina a
partir de fenilalanina), hidratos de carbono, iniciar la peroxidacién de lipidos, y oxidar nucleobases. Sin
embargo, las especies reactivas de oxigeno pueden resultar beneficiosas ya que son utilizadas por el
sistema inmunitario como un medio para atacar y matar a los patégenos, a través de la fagocitosis. También
son utilizadas en la sefalizacién celular, denominada sefalizacion redox.

Este desequilibrio y predominio de los radicales libres se debe a multiples causas: las endégenas
(producidas por el propio organismo en su funcionamiento) tales como la respiracién mitocondrial; la
activacion de polimorfonucleares; el metabolismo de &cido araquiodénico; las acciones enzimdticas, entre
otros. Otras causas, las exdgenas, se deben a factores externos: contaminacién ambiental; obesidad,
sedentarismo, habitos toxicos; estrés prolongado; desconocimiento nutricional; exposicion indebida al sol o a
diversas enfermedades como la diabetes, artritis, enfermedad de Crohn’s, SIDA o danos sobre el sistema
nervioso central, cancer, hepatitis A, B y C; insuficiencia renal crénica, asma, enfermedades
cardiovasculares y dafio por isquemia-reperfusion. Se ha demostrado cientificamente que la presencia de
este tipo de estrés oxidativo es causa o consecuencia de mas de 250 enfermedades.
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Figura 1. Esquema que muestra el efecto que producen las ROS sobre la peroxidacién lipidica.

Medicion de estrés oxidativo
v' Concentracion de glutation peroxidasa (GSH-PXx): se realizara basandose en el consumo
de NADPH a 340nm, coenzima involucrada en la reaccién catalizada por la glutation reductasa (GSSG-
R) (Lawrence and Burke, 1976).
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v' Concentracion de glutation (GSH): El glutation
es un tripéptido que contiene un enlace péptidico inusual _5H
entre el grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la '
cadena lateral del glutamato. El glutation es un antioxidante — po~ ] T
que ayuda a proteger las células de especies reactivas de NH, 0
oxigeno. El glutation es nucleofilico en azufre y ataca los
aceptores conjugados electrofilicos. Los grupos tiol (SH-) se mantienen en un estado reducido a una
concentracién de aproximadamente ~ 5 mM en células animales. En efecto, el glutatién reduce cualquier
enlace disulfuro (-S-S-) formado dentro de proteinas citoplasmaticas de cisteinas, al actuar como un
donante de electrones. En el proceso, el glutation se convierte en su forma oxidada disulfuro de glutation
(GSSG). El glutation se encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya que la enzima que
vuelve de su forma oxidada, la glutation reductasa, es constitutivamente activa e inducible por estrés
oxidativo. De hecho, la proporcion de glutation reducido a glutation oxidado dentro de las células a
menudo se utiliza cientificamente como una medida de la toxicidad celular.

H.O; + 2GSH = GSSG + 2 H,0.

La determinacién de GSH se realizar4 en homogenados preparados en &cido tricloroacético al
5% en HCI 0.01 M (método de Ellman). Este método consiste en la reaccién del acido 5, 5-ditiobis-2-
nitrobenzoico con tioles alifaticos a pH 8, para producir un mol del anién 5-tio-2- nitrobenzoico por cada
mol de reaccionante. Dicho anidn es un producto coloreado con absorbancia a 412 nm.

v' Lipoperoxidacion en tejidos animales: Los radicales libres atacan a los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares y lipoproteinas transformandolos en acidos grasos
peroxidados, los cuales sufren un acortamiento de su cadena lateral liberando Malondialdehido (MDA),
de tal manera que la concentracién sérica de MDA, es proporcional a los acidos grasos poliinsaturados
oxidados y por lo tanto un buen indicador de peroxidacion lipidica.
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La determinacion se basa en la reaccién colorimétrica de peréxidos lipidicos con TBA (acido
tiobarbiturico) para dar malondialdehido (MDA) a 532 nm.



