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INTRODUCCION



1. EL ENVEJECIMIENTO

El envejecimientoesdefinidopormuchosgerontólogoscomola disminución

progresivade la eficacia de la homeostasis.Datos que corroboranesta definición los

encontramosenel descensolineal y mantenido,dependientede la edad,de la capacidad

máximade la mayorpartede las funcionesfisiológicas,quese produceen el hombrea

partir de los 20 años(Cutler, 1984).Frentea estapérdidadel rendimientofuncional, el

término senescenciasuele hacerreferenciaa los procesosde deterioro que llegan a

constituircausasnaturalesdemuerte(Martin, 1985).

Aunqueaalgunosnoscuesteaceptarlo,el procesodelenvejecimientoes,en el

fondo,tannaturalcomoel de respirar.Sin embargo,apartedesupropianaturaleza,la gran

diferenciaentreambosprocesosradica en que entendemosperfectamentecómo es el

mecanismode la respiración,pero en el casodel envejecimientosabemosmuy poco de

cómo seproducey casinadadeporquéocurre.

Lo que quizáya no resultetannaturalesel elevadlsinianúmerodepersonas

deedadqueviven enla actualidadencualquiersociedaddesarrolladay queesfruto delos

avancestécnicosen medicina,sanidadpública y nutrición. Esto no ocurrecon la mayor

partede las especiesen la naturaleza,que muerengeneralmenteantesde, o en cuanto

comienzanaaparecerlos síntomasdeenvejecimiento.Parecelógico pensarquelaselección

naturalutilice un amplio abanicodeopcionesy combinacionesdeprocesosquegaranticen

la desapariciónde un individuo, ya que éstaes básicaparaevitar la competenciapor la

comiday el espacio.

En poblacion~sprimitivas (como ocurría hacecientosde años) hay pocos

individuosquealcancenla longevidadmáximaporquemuerenantesdebidoaenfermedades

infecciosas,accidentes,predadoreso falta de alimento; ésto no ocurre en sociedades

desarrolladasen las quelos individuosjóvenesmuerenen accidentesnormalmentey son

los ancianoslos que suelenpadecerdistinto tipo deenfermedades,muchasde las cuales
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conducena la muerte.Portanto,en las sociedadesavanzadasseha producidoun aumento

dela vida media(rectangularizaciónde la curva desupervivencia),perola vida máximaes,

probablemente,la misma.

La investigaciónsobreenvejecimientoen la actualidad,presentael aspectode

un amasijo caleidoscópico.Existen multitud de teoríasdistintasy el númerocontinúa

aumentando.Esto se debe al rápidoprogresode los conocimientossobrefenómenos

biológicos,asícomoa la aplicaciónde nuevastécnicasy métodosde investigación.Resulta

obvioquehoy, conel nivel deconocimientosactual,no seesperalaapariciónde unateoría

única,o unacausaprincipal responsabledel fenómenode envejecimiento.Varias teorías

puedencoexistir, porqueno secontradicen,o tambiénporquesoncapacesde explicar

distintos aspectoso formas de envejecimiento (Medvedev,. 1990). El intento de

simplificación que suponeel defenderuna y sólo una de las teoríasposibles sobre

envejecimientorecuerdaalahistoriade los ciegosy el elefantequerelataJohnSaxe,poeta

norteamericanodelsiglo XIX: cadauno de los sabiosciegosdefendíasupropiadefinición

de cómo eraun elefantetras tocaruna partedistinta del cuerpode éste.Todos tenían

razón,peroal mismotiempo todosestabanequivocados(Barash,1983).

Lo que si estáclaro entrela comunidadcientíficaes que cualquierteoría

modernade envejecimientodebesercapazde aplicar,no sólo por qué los organismos

envejecencon el tiempo y llegan a morir, sino también las diferenciasevolutivas de

longevidadentreespeciesy la razónpor la que estosprocesosde envejecimientotienen

velocidadestandiferentesen distintasespecies,tejidoso inclusocélulas(Medvedev,1990).

Cualquierteoríadeenvejecimientodeberlaexplicarelque,aunquelavidamáximaparezca

estarfijada genéticamenteparacadaespecie,la longevidadde cadaindividuo puedeser

alteradaporcondicionesambientales.

Así porejemplo,la longevidadpuedeverseafectadapor la temperatura.Se

sabeque animalescomo los reptileso las insectosviven mása bajastemperaturas.Se

piensaque estehechoesdebidoa la mayor tasametabólicay mayorconsumode oxígeno

a temperaturasaltas;estacorrelacióninversaentrela longevidady lo que Rubnerllamó

“tasadevida” fuepropuestaporprimeravez en 1908. Aunqueestateoríaha sido muchas
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veces criticada debido a sus muchas excepciones,el principio que subyace en su

planteamientocontinúasiendoválido y conectacon otrasteoríascomo,porejemplo,la de

los radicaleslibres; la tasa de metabolismocorrelacionacon la tasade producciónde

radicalesy por tanto con el dañoproducidopor éstos.Los experimentospara intentar

aumentarla longevidadmáximamediantedietasde restriccióncalóricafueronestimulados

en un principio por estasteoríasde “tasa de energíametabólica” (McCay a aL, 1943;

McCartera aL, 1985;Masoro, 1988).

Sehaintentadoclasificartodasestasdiferentesteoríasdedistintasformas.Así,

las clasificacionesmás tradicionalesintentansubrayarlas diferenciasentreunasy otras.

Hoy parece hacerseun esfuerzo por encontrar puntos de complementariedady

solapamientoentreellasparaconseguirasíunaclasificaciónmásracional.Existendiversas

clasificaciones,peropodemosdividirlasendosgandespupos:teoríasde envejecimiento

genéticamenteprogramadoy deenvejecimientoporacumulacióndeerroreso daño(teorías

estocésticas).

1.- Teoríasde envetecimientorenéticamenteoroeramado

Estateoríaproponeunaseriedesucesosqueestaríancodificadosenel genoma.

La existenciade un controlgenéticodelenvejecimientoparecedesprendersedel hechode

que existan diferencias específicasde longevidad y que tendenciaslongevas sean

hereditariasendeterminadaspoblaciones.Dela mismaforma,lasdiferenciasdelongevidad

entremachosy hembrastienen una basegenética.Podemosencontrarevidenciasque

apoyanestetipo decontrolgenéticoen ejemplosmuyconcretos,comoel de los salmones,

quemuerenpoco despuesde reproducirsedebidoa unaseriedeprocesosdegenerativos

queseencuentranbajocontrolhormonal.Así,silos individuosinmadurossoncastradosse

consigueretrasarla puestaenmarchade dichosprocesos(Hauiwelly Gutteridge,1989).

casodela enfermedaddenominadaprogeriao síndromede envejecimiento

prematuro,asícomoel síndromedeWerner,demuestrancómounospocosgenespueden

resultardeterminantesen el procesode envejecimiento.Se especulacon la posible

existenciadeunosgenesdestructoresdeexpresióntardía.Otrosinvestigadorespostulanque
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el control lo ejerceríanunosgenesreguladoresque mantendríansuprimidosa los genes

destructores.Con la edad la inhibición descendería,permitiendo que los genes

autodestructoresseexpresasen(Cutíer, 1984).

En contradeestateoríagenéticaestaríael hechodequemuy pocosanimales

salvajesllegan a edadesavanzadaspuesmuerenantes.Porello no parecelógico que la

naturalezahayafavorecidoeldesarrollode un envejecimientogenéticamenteprogramado.

Unahipótesisalternativaesqueseala longevidadla quehayaevolucionadoy

no un mecanismode envejecimiento.Esto podría explicar la invariabilidad de la vida

máximade los individuosdecadaespecie.Sehapropuestounacorrelaciónentrela eficacia

de los procesosreparadoresdel DNA y la longevidadde las especies.Esta y otras

observacioneshacensugerirlaexistenciadegenesdeterminantesdelalongevidad(Hafl.iwell

y Gutteridge,1989).

2.- Teoríasde envelecimiento¡por acumulación de errores

Estasteoríassebasanen la acumulaciónde errores,debidoa quela eficacia

delos sistemasreparadoresy demantenimientoessiempreinferior a la quesenecesitaría

parasobrevivir indefinidamente(Kirkwood, 1984). Las macromoléculasdefectuosasse

puedenacumularfruto deun procesode “usar y rompe?o porerroresensusíntesis.

Podemos,asuvez,subdividirlasendistintasfamiliasatendiendoalcaracterde

los errores(post-transcripcionales,acumulacióndeentrecruzamientosdiversos,erroresa

nivel de biosíntesis,etc.),al tipo de moléculasal queseda prioridad(proteínas.RNA o

DNA) o al nivel de organización(genomay cromosomas,células,tejidosy órganos).

Enestegruposeincluyenteoríascomola propuestaporOrgel en 1963 (error

catastrófico).El postulabaque,conla edady debidoaerroresenla transcripcióndel RNA

y su traduccióna proteínas,seproducíauna acumulaciónde proteínasalteradasy no

funcionalesen las células. Dicha acumulación,en último extremo,conducíaa un error

catastróficoqueimpedíaporcompletoun normalfuncionamiento,originandounapérdida
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de la homeostasiscelulary provocandola muertede la célula.Al alterarseproteínasde la

maquinariade síntesisseamplifican los erroresen la siguientegeneracióndeproteínas.

Esteesun conceptodistinto al de las teoríasde mutaciónsomática;la ideabásicaesque

la habilidaddeunacélulaparaproducirproteínasnormalesy funcionalesno dependesólo

deunacorrectaespecificacióngenéticade las secuenciaspolipeptidicas,sino también,de

la competenciay fidelidaddel aparatode síntesis(Arking y Dudas,1989).

Procesosde envejecimientode tejidosespecíficoscomopuedenserla piel, el

tejido conectivoo el ojo, respondenperfectamenteaestascaracterísticas.Asíporejemplo,

se ha observadoen este último caso cómo las proteínasse agregany presentan

entrecruzamientosque danlugara la opacidaddel ojo. En estaocasiónsepiensaqueel

problemanoestáa nivel de transcripcióno traducción,lo queocurreesqueel “turnover”

o tasade recambiodeestasproteínasno essuficientementerápidoy lasque estándañadas

no son reemplazadasa tiempo.

Otro factor a teneren cuentapor su posible implicación, esel mecanismo

proteolítico celular, encargadode degradarproteínasanormalesy que podría perder•

eficaciacon la edad.

Tambiénaquíincluiríamosunade las teoríasqueenla actualidadcuentacon

más seguidores,la teoría de envejecimientodebido a radicaleslibres, propuestapor

Harman(1956)hacemenosde 40 años.Segúnél, el envejecimientosedebeal dañoque

producenlos radicaleslibres en los tejidas.

Lo queen la actualidadpareceestarclaroparabiólogosy gerontólogosesque

el envejecimientono esdebidoaunasolacausao factor.Porejemplo,nadiedudaquelos

radicaleslibresrepresentanunproductopeligrosodelmetabolismodeloxígeno,y quesi no

soninmediatamenteeliminadosporenzimasespecializadascomola superóxidodismutasa,

catalasao glutatión peroxidasas,puedenproducir mutacionessomáticas,erroresen la

síntesisdeproteínas,peroxidacióndelas membranaso dañoal DNA. Sin embargo,éstono

significa quelos radicalespuedanaplicarlotodo.De la mismaforma,las teoríasdeerror

y mutación tampoco tienen respuestapara todo, aunqueno por ello dejan de ser
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importantes.La existenciade muchos casosde envejecimientomorfogenéticoy de

envejecimientogenéticamenteprogramado,no quitavalideza los fenómenosal azarcomo

los erroresy las mutaciones.

La complejidad de los procesosde envejecimientolleva a sugerir teorías

globalesque tomen muchosfactoresy procesosen consideración.Estasteoríasdeben

concentrarseen buscarregionesde interaccióny solapamientoentreteoríasmáspuntuales

y conseguirmétodosde análisismejoresy másdefinitivos. El envejecimiento,al igual que

la morfogénesiso el cáncerpertenecea esaclasedeprocesosbiológicoscuyosresultados

sonobvios,perocuyo mecanismopermanecetodavíaoscuro.

II. TOXICIDAD DEL OXIGENO

1.- AntecedenteshIstórIcos

En la actualidadcasitodaslos científicosestánde acuerdoenque la vida en

la Tierra tuvo su origen bajo una atmósferareductoracompuestaprincipalmentepor

hidrógeno,amoniaco,metanoy vapordeagua(Gilbert, 1981).En estaprimitiva atmósfera

terrestrecon elevadosnivelesde radiación,temperaturasaltasy abundantesuperficiede

agua,el oxígenomolecularsóloestabapresenteen unacantidadinsignificantedebidoasu

extraordinariareactividadquímica. Fue hace unos 2.000 millones de añoscuandosu

concentracióncomenzóa aumentarcoincidiendo con la aparición de los primeros

organismosfotosintéticosy lacapadeozonoenlaaltaatmósfera(Herbig,1981).El oxígeno

liberadocomosubproductoen la fotosíntesisempezóa acumularseen la atmósferay fue

esteaumentogradualdesuconcentraciónelquellevó a la aparicióndeorganismoscon un

metabolismoaerobio(Cloud, 1983).

Estecambioen las condicionesambientalesdebió suponerunafuertepresión

evolutivasobretodoslos organismos,viéndosefavorecidoslos mejoradaptadosa la nueva

situación,esdecir,aquellasformasdevidamáscapacesdehacerfrenteal ataqueoxidativo

de una atmósferacadavez másrica en oxígeno.Para ello necesitaronde una serie de

sistemasdedefensatantoenzimáticoscomo no enzimáticos.
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El estudiode organismosanaerobiosactualesnosda unaideadelo queocurrió

con numerosasespeciesprimitivasqueno fueron capacesde adaptarsey desaparecieron

antela presiónambiental(Halliwell y Gutteridge,1989).Algunosorganismoslo que han

hechoes, simplemente,evitar el contactocon el oxígenomoleculardesarrollándoseen

ambientesanaerobioso comoalgunascianobacterias,protegersu enzimanitrogenasaen

celulas especialesde paredesmuy gruesasy resistentesal oxígeno denominadas

heterocistos.Otros,acrotolerantes,no lo utilizan en su metabolismo;perolos organismos

aerobios,debido a su necesidadmetabólicade utilizar el oxígenocomo aceptorfinal de

electronesparala oxidación de sustratosy obtenciónde energía,han recurridoa otros

mecanismosdedefensa.

Entre ellos podemoscitar la estrategiade ligar el oxigeno a moléculas

transportadorascomo la hemoglobina,mioglobina o el citocromo P4~; la reducción

multivalentedeloxigeno,lo queen sistemasbiológicosimplica la utilizacióndemetalesde

transición como elFe(II) y elCu(II) y de enzimascomola citocromoc oxidasa,ascorbato

oxidasao tirosinasa; la compartimentalizaciónde la célula para relegardeterminadas

reaccionespeligrosasa orgánulosconcretos(Cutíer, 1984); mecanismosde “quenching”

(extinción) capacesde eliminar las especiestóxicasderivadasdel oxigenoimpidiendola

propagacióndereaccionesoxidativas;sistemasreparadoresdeldañocelularproducidopor

estosintermediariostóxicosresultadodela reducciónunivalentedeloxigeno;y porúltimo,

sistemasenzimáticosespecíficosparaeliminarestosproductos(Gilbert, 1981).El oxigeno

ha resultadoserútil parala obtenciónde mayor cantidadde energía,sin embargolos

sistemasdedefensaantioxidanteno soneficacesal 100%y ésteeselprecioquela biosfera

debepagar.

No fue hastafinalesdel siglo XVIII cuandodoscientíficos,Priestley(1775)y

Scheele(1777),demaneraindependiente,descubrieronel oxígeno.Algunosañosmástarde,

Seguiny Lavoisierseñalaronlassemejanzasentreelprocesodecombustióny la respiración

de los animales.Prácticamentedesdesudescubrimientopuedenencontrarsereferencias

respectoa la toxicidad de estegas. Así, sus mismos descubridores,en experiencias

realizadascon plantas, señalabancómo una atmósferade oxigeno puro impedíael

crecimiento.Demanerasimilar,Priestleyrealizóposteriormenteaperimentosconratones,
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observandocómo el oxígenoprovocabala muertede éstos.Análogosresultadosobtuvo

Lavoisiercon cobayas,y añosmástardePasteur,al observarcómo la presenciade oxígeno

era suficienteparamatara ciertosmicroorganismos.

Sin embargo,estoshechosno fueronmuy tenidosencuentahastaquePaulBert

(1878) con sus estudios demostróde forma inequívocala toxicidad del oxígenoy la

universalidadde estos efectostóxicos. Desde entonceshan sido muchoslos trabajos

realizadossobreestetema,de unamaneraespecialen las dosúltimasdécadas,despuésde

que RebecaGerschman(GerschmanetaL, 1954)implicasea los radicaleslibresdeloxígeno

en el mecanismode toxicidad y, sobre todo, tras el descubrimientode la actividad

superóxidodismutasaporMcCordy Fridovichen 1968 (McCordy Fridovich, 1969). Hoy

díamuchosautorespiensanenesatoxicidaddel6xlgenocomounadelasprincipalescausas

del envejecimientoanimal (Cutíer, 1984; Sohaly Allen, 1986; Miquel 1991),asícomo de

muchasenfermedadesy procesosdegenerativosentrelos quesepuedencitar el cáncer,

inflamación,Parkinson,problemasde isquemia-reperfusión,etc.(Jamieson,1989).

2.- Flsloloufacomnaradade la toxIcIdaddel pifreno

.

El oxigenoresultaesencialparalavidade los organismosaerobiosy al mismo

tiempo es una sustanciatóxica. Esta toxicidad ha sido observadaen la mayoríade los

organismos.Duranteel siglo pasadoy la primeramitad de éstesehan ido acumulando

datosdescriptivossobrela letalidady las consecuenciaspatológicasde laaposiciónaaltas

presionesparcialesde oxigeno.El oxígenoa concentracionessuperioresa las normalesen

aire resultatóxico paraplantas,animales,bacteriasaerobiascomo por ejemploE. cali y

cultivoscelulares.

Así, los animalesparecenseren generalmás susceptiblesque las plantas

(Matkovics, 1977).Peroen tejidosvegetalessehavisto tambiéncómoaltastensionesde

oxigenoinhiben el crecimientode cloroplastos,disminuyen la viabilidad de semillasy el

crecimientode raices,dañanlas membranas,estimulanla abscisiónde hojasy aumentan

la incidenciadeanormalidadesenel crecimiento(HaUiwell, 1981; Ha]liweil y Outteridge,

1989).
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La susceptibilidadal oxígenoenlos animalesesmuy variable.Estoresultaobvio

y así podemoshablarde organismosanaerobiosestrictos,como la bacteriaTreponema

denticota y varias C!ostridia, que sólo crecenen ausenciatotal de oxígeno,anaerobios

moderados, que se desarrollan en atmósferascon basta un 10% de oxígeno, o

microacrófilos,como TreponemaPaiidum, quenecesitanunapequeñaconcentraciónde

oxigenopara crecerpero no toleran una concentracióndel 20%. Incluso dentrode los

anaerobiosestrictosencontramosun amplio espectrode tolerancias,algunosmuerenpor

unabreveaposición,mientrasqueenotroscasoslo queseproduceesunainhibición del

crecimiento(Halliwell y Gutteridge,1989).

En el casodeE cali y otrasbacteriasaerobiasla aposicióna oxígenopuroa

una atmósferadepresiónhaceque disminuyael ritmo de crecimientohastaalcanzarla

inhibición total(Brown y Yein, 1978; Farrel aL, 1988).

En general,los invertebradossuelensermásresistentesquelos vertebrados,

aunque,por ejemplo,el oxigeno puro a menasde una atmosferade presión (0,3-0,5

atmósferas)resultaletal para Dmsophilamelanogasíer(Balentine, 1982), mientrasque

existenestudiosen humanosen los queseha utilizado oxígenopuro auna presiónentre

0,75 y 2 atmósferas(Clark y Lambertsen,1971).

Los animalespoiquiotermosparecensermásresistentesal oxígenoque los

homeotermos;así por ejemplo,las tortugasson capacesde tolerar oxigenopuro a una

atmósferadepresióndurantevariosmeses,aunqueestaresistenciadisminuyealaumentar

la temperaturaambiental(Balentine,1982;Halliweil y Gutteridge,1989).Anfibios adultos

son tambiéncapacesdesobrevivirdurantelargosperiodosde tiempoenatmósferasdeun

100%de 02 (Barja de Quirogaeí aL, 1988; López-Torrese: aL, 1988), y sin embargo,

mamíferoscomola ratamuerendurantelos treso cuatroprimerosdíasdeaposición.Las

avessontambiénespecialmenteresistentes(Hubery Drath, 1981).

Encualquiercaso,los efectostóxicosdeloxígenovariansegúnel organismode

quesetrate, su edad,sexo,tasametabólica,estadofisiológicoy dieta.
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Así, resultageneralmenteaceptadoque losanimalesreciénnacidosdedistintas

especiesde mamíferossonmásresistentesquelos adultosa la toxicidaddeloxígeno,debido

ala incapacidadparaincrementarlas defensasantioxidantesen estosúltimos(Frank1982;

StocketaL, 1990).

Ademásde la edadcomoun factornaturalsignificativo ala horadedeteminar

la susceptibilidada la toxicidaddel oxígeno,el sexotambieninterviene.Las ratasmachos

parecensermássensiblesquelas hembras(Berryet aL, 1977).

En cuanto a la tasa metabólica,existe una correlaciónpositiva entre la

susceptibilidadde un organismoal oxigenoy sutasametabólica(BarthelemyetaL, 1981).

Es por ello por lo que humanosadultosson menossensiblesal 02 que ratasadultas

(Halliwell, 1981;Halliwell y Gutteridge,1989).Estarelacióntambiénesválida a nivel de

tejidos (Baeyense: aL, 1973),demaneraque los tejidoscon mayortasametabólicason

tambiénlos mássusceptiblesal oxígeno.

El estadofisiológico estádirectamenterelacionadocon elpuntoantefiory así,

por ejemplo,el ejercicio disminuyela toleranciaal oxígeno;por el contrario durantela

hibernaciónseproduceun marcadoincrementode la resistenciaal oxígénodebido al

descensode la tasametabólica(Gilbert, 1981).Los estadoshormonalestambiéninfluyen

en la tolerancia de un organismo: niveles altos de hormonastiroideas, cortisonay

adrenalinahacenquedisminuyale resistenciafrenteaaltasconcentracionesdeoxígeno.Se

hacomprobadoquela hiperoxiaprovocaunareaccióngeneraldeestrésque estimulala

actividaddealgunasglándulasendocrinasagravándosela situación(Halliwell y Gutteridge,

1989).

Porúltimo, la toxicidaddeloxígenoseve afectadaademáspor la presenciaen

la dietadecantidadesvariablesde vitaminaA, E y C, metalesde transición(Jenkinsonet

aL, 1984),antioxidantes(JenkinsonetaL, 1989;StoneetaL, 1989)y lípidospoliinsaturados

(Hailiwell y Gutteridge,1984;SosenkoetaL, 1988).
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3.- Toxicf dad del oxigenonormobairico e h¡oerbártco

La exposicióna altasconcentracionesde oxígenoproduceefectostóxicoscuya

severidaddependedelgradode hiperoxiay deladuracióndela exposición.Enlos animales

superioreslos órganosmás afectadospor el ataquedel oxígenoson el pulmón,órgano

expuestoa las presionesde02 másaltas,el ojo y el sistemanerviosocentral.

El pulmónesel órganomásseveramentedañadoporlaaposicióna hiperoxia

normobárica(a una atmósferade presión)y los síntomasobservadosse reunenbajo el

nombrede “Efecto Lorrain-Smith”.

Ratas expuestasa dosis subletalesde oxígeno (60-80% de 02) muestran

cambiospatológicosinespecíficosenel pulmón.Apareceedema,hemorragiasalveolares,

atelactasia,inflamación,depósitosdefibrinay engrosamientoehialinizacióndelasparedes

alveolares(Crapo et aL, 1980). Las células del endoteiocapilar parecenserlas más

sensibles;se producencambiosen el citoplasmaque son seguidosde fragmentacióny

destruccióncelular (Crapo, 1986).Las membranascelularessonlas primerasen mostrar

los efectosdel dañooxidativo (Jamieson,1989).Estos efectosson similares en distintas

especies(FracicaetaL, 1988) aunquevarienlos tiemposde aparición.

También se ha observado

cómo la aposición continua de ratas

jóvenesa hiperoxianormobáricaafectaa

todos los parámetroscaracterísticosdel

crecimientopulmonarcomo sonsu peso,

volumen,superficiealveolary númerode

alveolos,etc. (Balentine, 1982). En ranas

(ilustración1) sehacomprobadocómo al

aumentarel % de oxígenodisminuyede

forma muy marcada el crecimiento

pulmonar(BarjadeQuirogaetaL, 1989a).

Ilustración1
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La exposicióndehumanosa oxígenoputoa unaatmósferadepresióndurante

seishorasprovocala apariciónde unavariedadde síntomasrespiratorios;inicialmentese

producetos y un dolor agudoacompañadode inflamaciónde la garganta(Bishop, 1978).

Seproducenlesionesen los alveolospulmonaresque semanifiestanen primerlugar por

un engrosamientode la barreraalveolo-capilardebido al edema.Esteedemasedebeal

aumentode lapermeabilidadde los capilares,que pareceestarcausadopor las especies

reactivasderivadasdel oxígeno (Taylor y Rippe, 1986). Si la exposicióna hiperoxia

continúa, se produce necrosisdel epitelio alveolar y las células alveolarestipo 1 son

sustituidasporlas tipo II, queproliferan (Freemane:aL, 1986).En un estadoposteriorse

sumaa estasustitucióncelularla produccióndeelevadascantidadesdecolágenoy castina,

apareciendofinalmentefibrosis pulmonar(Balentine,1982;Halliwell y Gutteridge,1989)..

Los efectosdela hiperoxiahiperbárica(hiperoxiaaunapresiónsuperiora una

atmósfera)sobre los pulmonesson similaresa los anteriormentedescritos,pero su

apariciónesmásrápida(Clark, 1988).En el hombre,los síntomasde toxicidadprovocada

porel oxigenoaparecenentrelas 6 y 12 primerashorasde exposición a 100%de oxigeno

y dos atmósferasde presión. Se produce irritación traqucobronquialy disminuye la

capacidadde difusión, la capacidadvital y el volumen sanguíneoen los capilares

pulmonares(Franky Massaro,1980;Jackson,1985).

En los mamíferos,es el pulmón el órgano más severamentedañadopor

tensioneselevadasde oxigeno.Enlos animalesde respiraciónacuáticaocurrealgosimilar

con las branquias.En truchas(Salmogakdneñ)y anguilas(Anguilaanguilla) apuestasen

agua,a 15 atmósferasde oxigenodurante90 minutos,seha observadoun aplanamientode

la superficielamelar secundariade los filamentosbranquiales,reduciéndoseasíel área

funcionalde intercambiorespiratorio(Barthelemyel aL, 1981).

Ademásdel pulmón,el ojo esotro órganoparticularmentesensibleal oxígeno.

En 1942 fue definida la fibroplasiaretrolental como una de las principalescausasde

ceguerainfantil (Teny, 1942). Unos años despuésse apreció cómo estapatologíase

correlacionabacon el uso terapéuticode 02 enel tratamientoen incubadorasde niños

prematuros(Balentine, 1982). Inicialmenteseproduceunaconstricciónde los capilares
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ocularesy necrosisanivel dela retina,paraposteriormente,en unasegundafase,darseuna

proliferaciónde nuevoscapilares anormalescuya permeabilidades elevaday que se

extiendenhaciael humorvitreo, produciéndoseuna opacidadque impide la visión y en

algunasocasionesdesprendimientode retina, lo que ocasionaceguera(Halliwell, 1981;

Halliwell y Gutteridge,1989). Porotro lado, sehacomprobadoqueel usoterapéuticode

oxigenohiperbáricoprovocala opacidaddelcristalino(PadgaonkaretaL, 1989)y cataratas

(Giblin et aL, 1988).

Ademásdelpulmóny del ojo, hayotrosórganoso tejidosqueseven afectados

porsu exposicióna elevadastensionesde oxígeno.Entreellosdestacael sistemanervioso

central.La hiperoxiahiperbárica(2-3 atm.)produceunatoxicidad agudasobreel sistema

nerviosocentralquesemanifiestaenestadosconvulsivossimilaresdesdevariospuntosde

vistaa la “epilepsiadegranmal” (con unosregistrosencefalográficosparecidos)y lesiones

crónicasqueseconocencon el nombrede “Efecto PaulBen”.

Si la exposicióna oxigeno hiperbáricoes continuapuedellegar incluso a

producir la muerte del individuo. También la repetición de breves e intermitentes

exposicionespuedellegar a provocaruna parálisisirreversibleacompañadade rigidez,

ataxiay pérdidade reflefos.Todos estossíntomasseconocencomo “Efecto JohnBean”.

Aunqueen un principioparecíaqueelsistemanerviosocentralpresentabauna

mayor resistenciaa la toxicidaddel oxigeno,pueslos efectostóxicossólo aparecíantrasla

exposicióna hiperoxia hiperbárica,hoy sabemosque el tejido nervioso es altamente

sensible,y quesuaparentemayorresistenciarespectoal tejido pulmonar,porejemplo,se

debea quesoportaunmenorgradodehiperoxiadebidoenparteala caldaarteriovenosa

deP02cuandoseextrae dela hemoglobina.Porello esnecesariollegar a la hiperbaria

paraelevar las presionesen el sistemanervioso e igualar los nivelessoportadospor el

pulmónconhiperoxianormobárica.Sepiensaqueestasusceptibilidaddelsistemanervioso

esfruto desualto metabolismocombinadoconunosnivelesbajosdeenzimasantioxidantes,

principalmentecatalasay glutatión peroxidasa,así como de otros antioxidantesno

enzimáticosy un elevadocontenidodelípidos(Scotty Lew, 1988;Jamieson,1989)y deFe

(Halliwell y Gutteridge,1989).Además,tambiénsehandescritoalteracionesprofundasdel



Introducción 15

cerebroen estadodedesarrollodeanimalesinmadurosasociadasa hiperoxianormobárica

(Balentine,1982).

Se han observadolesionesen el corazón,músculo esquelético(Barja de

Quiroga, 1981)y en casitodos los tejidos de una granvariedadde animales(Halliwell,

1981).

Todos estos hechoshacenque exista un enormeinterés por conocerlos

mecanismosde toxicidad del 02. A nivel clínico (Gabby Robin, 1987)seutiliza con fines

terapéuticosenel tratamientode la gangrenagaseosa,o de la intoxicaciónpor monóxido

decarbono;tambiénpareceestarimplicado en la necrosisquese produceen los tejidos

cuando,tras un periodo de isquemia,vuelvena tenerriego sanguíneo(Marklund, 1988;

Wolbarschy Fridovich, 1989;Mickel, 1990),con losconsiguientesproblemasen trasplantes

y otrasintervencionesquirúrgicas.Lo mismoocurrecon suposiblepapelenenfermedades

autoinmunes,como la artritis reumatoideo su papel defensivo frente a infecciones.

Finalmente,resultaimportanteparaunacompletacomprensiónde la fisiología del buceo

e hiperbáricaengeneral(Lambertsen,1988).

4.- Causasde la toxicIdad delnxluenn

A pesardelagranacumulacióndedatosdescriptivossobrelos efectosnocivos

deloxigeno,durantemuchotiemposecarecióde teoríasqueexplicasenlos mecanismosde

toxicidad.Diversashipótesishan intentadoexplicarel mecanismomolecularresponsable

de la toxicidaddel oxígeno.En la actualidadexistendosposibilidades:

- Inactivaciónde enzimas

- Radicaleslibres (especiesde02 activo)

A. InactIvaclóndeenzimas

Fue la primera propuesta(Stadiey Haugaard,1945) que se hizo de un
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mecanismogeneralparaintentarexplicarla toxicidaddel oxígeno.Estateoría(Haugaard,

1968) sugeríauna interacción directa del 02 con proteínas,principalmenteenzimas

celularesy especialmenteaquellasque presentabangrupos tiélicos esencialespara su

actividaden su forma reducida.Se observabacómo variasenzimas,tantode organismos

aerobioscomo anaerobios,seinactivabande formairreversiblecuandoel organismoera

sometidoa altastensionesde0r Así, porejemplo,la actividadde la enzimanitrogenasa

de la bacteriaanaerobiaClostridiwn pasteurianumdependede que sus cofactoresse

mantenganenestadoreducido.Al exponerlabacteriaal oxigeno,estoscofactoresseoxidan

demanerairreversibley la enzimaseinactiva(Halliwell, 1981).

Algunasenzimasdeorganismosaerobiostambiénseinactivancuandoéstosse

exponena tensioneselevadasde02. Normalmentesetratade un procesolento, perohay

excepciones,como es el caso de la bacteria E. coil, cuyo crecimiento cesa casi

inmediatamentecuandosesometea 02 puroa4,2 atmósferasdepresión;seproduceuna

inhibición rápidade la enzimadihidroxiácidohidratasa(Browny Yein, 1978)implicadaen

la síntesisdelaminoácidovalina.

La exposiciónde homogenadosdecerebrodepollo a tensioneselevadasde02

provocala rápidainhibición de la glutamatodescarboxilasa(Tunnicliff y Wood, 1974). y

esta inactivaciónparecejugar un papelfundamentalen las convulsionesobservadasen

animalesapuestosa hiperoxia,puesla disminución del ácidoy-aminobutfrico (CIABA)

podríasersucausa.Resultadossemejantessehanobtenidocon tejido decerebrohumano.

Podríaser,pues,estainterferenciacon el metabolismodel CIABA, un mecanismobásico

de lasconvulsionesen hiperoxia(Wood, 1975).

Quizá el mejor ejemplode efectodirecto del oxígenolo encontremosen las

plantas.La primeraenzimadel ciclo de Calvin, la ribulosadifosfatocarboxilasa,combina

CO
2con un azúcarde 5 carbonos(Ribulosa1,5-difosfato)paraproducirdosmoléculasde

ácidofosfoglicérico.El oxigenoesun inhibidor deestareacción,puescompitecon el CO2

y por esocon concentracioneselevadasde oxígenohay menosfijación de CO2 y menos

crecimiento.
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El mecanismoexacto de inhibición de enzimaspor tensioneselevadasde 02

está por establecer,aunquefrecuentementela inhibición de enzimas de organismos

aerobiospor ~2 sedebea la oxidaciónde grupostiólicos esencialesparala enzima.Así

ocurre con la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa(rjioe y Haugaard,1972). Otra

enzimaquetambiénseinactivaesla amidofosforribosil transferasa(Fee,1982).Trabajos

recientesseñalancómo la exposiciónde proteínasa radicaleslibres provoca grandes

modificacionesestructurales,fragmentación,agregación,incrementode la susceptibilidad

a la proteolisis,alteracionesde la estructuraprimaria (algunosaminoácidosparecenmás

sensiblesa la modificación),secundariay terciaria(Daviesy flelsignore,1987).

Sin embargo, aunque el mecanismo de inactivación enzimática se ha

demostradoexperimentalmentepara algunasenzimas, todos estos datos no parecen

suficientesparaexplicarla toxicidaddel oxigeno;sólo aplicaríanunapequeñapartedelos

procesoscelularesalteradosporel oxígeno.No todaslas enzimasseinhiben; tampocoen

todaslas especies.Cuandolo hacen,el porcentajede inhibición no esa vecessuficiente

paraexplicarla toxicidadfinal, puessetratade inhibicioneslentasy deextensiónlimitada

(Halliwell y Gutteridge,1989).Además,hoy sabemosqueel efectoagudode la toxicidad

del 02 no sólo ocurre a nivel de proteínas,sino que tambiénse produce un ataque

oxidativo a lípidos, DNA e hidratosde carbono.Parecenecesaria,pues,una teoríamás

generalcomola de los radicaleslibres.

B. RadIcaleslibres(especIesde02 actIvo)

La teoríadelos radicaleslibresfuepropuestaporRebecaGerschmanen 1954.

Postulaquela toxicidad deloxigenoanivel molecularsedebea la existenciade radicales

libresderivadosde lapropiamoléculade02 (OerschmanetaL, 1954).Estateoríadescarta

al~2 molecularcomoresponsabledirectodelatoxicidadapuntandocomocausantesaestas

metabolitosmuchomásreactivosqueél. Deestaforma, la inactivaciónde enzimassería

una consecuenciay no la causa,como sosteníala hipótesisanterior, de la toxicidad del

oxigeno.Gerschmancomprobólas semejanzasentrelos efectosnocivoscausadospor las

radiacionesX y los producidosporel oxígeno,lo que le llevó a pensaren un mecanismo

deaccióncomún(GerschmanetaL,1954).Ademásobservócómomuchosagentesquímicos



Introducción 18

que protegíande los efectostóxicos de la radiacióneran eficacespara evitar el daño

causadoporel oxígeno(GerschmanelaL, 1979).Si los radicaleslibreseranlos responsables

de los efectosdelas radiacionesX, la toxicidaddel oxígenopodíadebersetambiéna ellos.

Un radical libre sedefinecomo un átomo o moléculaqueposeeuno o más

electronesdesapareadosensuorbital másexterno.Seoriginanporgananciao pérdidade

un electrón y también por fisión homoiltica de un enlace covalente.Se trata de una

definición amplia que incluye, entreotrasespeciesquímicas,al átomo dehidrógeno(con

un electrondesapareado)y a la mayoríadelos metalesde transición.En sentidoestricto,

la moléculade oxígenopuedeconsiderarseun radical libre, puestiene dos electrones

desapareadosde espinesparalelos.Esta última característicale impone, a la hora de

aceptardos nuevoselectrones,una restricción:estoselectronesdeben tenerespines

paralelosentresi y antiparalelosa los de los electronesdesapareadosdel 02 (lo cualno es

frecuente).Por ello el 02 tiende a aceptarlos electronesde uno en uno (Halliwell y

Gutterridge,1984),dandolugaraunaseriedeespeciesderivadasentrelasquesecuentan:

- el radicalsuperóxido(0»

- el peróxidode hidrógeno(H202)

- el radicalhidroxilo (OH’)

- el oxigenoenestadosinglete(02)

Los tresprimerossurgende la reducciónincompletadel oxígenomolecularal

aceptaruno, doso treselectronesrespectivamente(Del Maestro,1980).Estasreducciones

monovalentesdel 02puedenesquematizarsede la formasiguiente:

e ¿+2H+
02 02 H202—0W H20

H20

Los metalesde transiciónqueseencuentranen los centrosactivosde muchas

oxidasasy oxigenasastienenla habilidadde facilitar la transferenciade electrones,de uno

en uno, al oxígeno molecular. Por último, el oxígeno molecular puedesufrir una

redistribuciónde los electronessituadosen sus orbitalesexternos,alcanzandoun nuevo
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estadomásreactivoconocidocomo02 en estadosinglete(Halliwell y Gutterridge,1984).

La teoría propuestapor RebecaGerschmanretamael conceptoclásicode

Michaelis (1940): “toda oxidación (o reducción) sólo puedeproducirse en pasosde

oxidaciones(oreducciones)decarácterunivalente”,quefuedesechadoaprincipiosdesiglo

debido a la oposicióny gran autoridadde Otto Warburg. quien defendíael carácter

tetravalentede las oxidacionesbiológicas,que como hoy sabemosocurrea nivel de la

citocromoc oxidasamitocondrial.

Sin embargo,fue necesarioeldescubrimientodela superóxidodismutasa(que

ha sido encontradaen casi todos los organismosaerobiosy no en la mayariade los

anaerobios)para dar un impulso definitivo a estateoría, al ponersede manifiestola

existenciay relevanciade un radicallibre, el radical superóxido,en las célulasaerobias.

111. PRODUCCION CELULAR DE RADICALES LIBRES

Hoy sabemosquela mayorpartedel dañooxidativo en los sistemasbiológicos

sedebeaquela utilizacióndeloxígenoporlas célulasdalugara lageneraciónderadicales

libres. Los radicaleslibres seproducendebidoa procesosfisiológicos normaleso por la

influencia de compuestosexógenoscomo el ozono,el etanol, u otros xenobióticos,etc.

(Pryor, 1986; Videlael aL, 1990).

Unagranvariedadde enzimasy complejosmultienzimáticosimplicadosenel

metabolismocelular tienen la capacidadde transferirelectronesal oxigeno.Cofactores

enzimáticoscomoderivadosde flavinas,nicotinamidasy quinonassontambiéncapacesde

reaccionarcon el oxigenoaunqueésteno seasu sustratofisiológico. Perolos principales

blancoscelularesde reaccióncon el oxígenosonlos transportadoresdeelectronesde los

complejosmultienzimáticosde mitocondriasy microsomas.Se hademostradogeneración

de especiesactivas de oxígenopor partede enzimasy autooxidaciónde moléculasen

prácticamentetodas las fracciones celulares incluyendo la citosólica, mitocondrial,

peroxisómica,microsómica,asícomoenlas membranasplasmáticay nuclear(BoveriselaL,

1972).El 93% deloxigenocelularseconsumeen la cadenarespiratoriamitocondrialque
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representauno de los lugaresprincipalesde activación del oxigeno(NoIi], 1986). Estos

centrosmetabólicamenteactivos,y las zonascercanasa estructurascapacesde almacenar

metales,sonlos principalesfocoscelularesderadicales(Chevion,1988;Sarany Bors,1990).

1.- PeróxIdode hidrógeno

La mayorpartedel 02 consumidopor los organismosaerobiosesreducidoa

aguamediantela adiciónde 4 electronesa cadamoléculade02:

02 + 4 C + 4 H~ 2 H20

Estareacciónestácatalizadaporla citocromocoxidasadelamembranainterna

mitocondrialo lamembranaplasmáticaen elcasodelasbacterias.Existensin embargouna

serie de enzimas celularesque transfieren dos electronesa cada molécula de 02

produciéndoseentoncesperóxidode hidrógeno:

02 + 2 e’ + 2 H~ H202

Entreestasenzimasque llevan a cabola reduccióndivalenteestánla urato

oxidasa,la D-aminoácidooxidasa,glicolato oxidasa,acil-CoA oxidasa,NADH oxidasa,

monoarninooxidasas,j,lutatión oxidasa(Siesy Cadenas,1983),el sistemaxantina/xantina

oxidasa(Link y Riley, 1988)y otras.El 11202, así comoel o; sonproductossecundarios

dela acciónprincipaldeestasenzimasquesedistribuyenpor los distintoscompartimentos

celulares.La KM de todasestasenzimasesmuy superiora la concentraciónde ~2 que

prevaleceenelambientecelularenquetrabajan;noestánsaturadasy porello generanmás

radicalesen condicionesde hiperoxia(Turrenset aL, 1982).

Además,la autooxidaciónde algunosde los componentesde la cadenade

transporteelectrónico mitocondrial y del cloroplastogeneraH202 b viro (Boveris y

Chance,1973; Halliweli, 1978; Nohl y Hegner, 1978). En el casode la mitocondriase

postulandos puntos de producción de peróxido de hidrógeno,la región ubiquinona-

citocromob y laNADH deshidrogenasa(BoverisetaL, 1976;Cadenasel aL, 1977;Chance
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el aL, 1979).Secalculaqueentreel 1% y 7% del oxígeno(segúnlas condicionesdel medio

celular) no da lugar a aguasino a H202 y 0 . Se ha observadogeneraciónde H202

durantela fotosíntesisy los procesosde fagocitosis.Los microsomasaisladose incubados

con NADPH producentambiénelevadascantidadesdeH202,sin embargo,la producción

porpartedel retículoendoplásmicoin vivo parecesermenor(Siesel aL, 1978).Otra vía

de formaciónde H2O2esla reacciónde dismutacióndel o. Por ello, cualquiersistema

biológico quegenereo escapazdeproducirtambiénH202.Tantoel H202como el o;

segeneranporreaccionesfotoquímicasenla superficiedeaguasnaturalesal seriluminadas

(Cooper y Zika, 1983),debidoal materialorgánicodisuelto. Tambiénde estaforma se

generael radicalhidroxilo (Moppery Zhou, 1990),al estarapuestassuperficiesde agua

a las radiacionesionizantes.

El peróxido de hidrógenoen concentracioneselevadaspuedeprovocar la

muertecelular.Asíporejemplo,lascélulasanimalesencultivo (BozzielaL, 1979)y algunas

bacteriascomoNeisseriagonorrhoeae(Ismaila aL, 1977)sonmuy sensiblesal 11202. Sin

embargo,existen otrasbacteriascomo E. coN que son mucho menos sensiblesa este

compuestoy un tercergrupoqueexcreta11202porlo queobviamentetolerasupresencia.

Por tanto, no existeun patrónuniformede toxicidadproducidaporel aguaoxigenadaen

distintosorganismos.Estopuededebersea las propiedadesquímicasdeestamolécula.El

11202puro,queen realidadno esun radicallibre, espocoreactivo,peropuedeinactivar

enzimas directamente oxidando grupos tiólicos esenciales,como ocurre con la

gliceraldehldo-3-fosfatodeshidrogenasa;por tanto, la exposiciónde células a elevadas

concentracionesde 11202puedellevar a unadeficienciadeATP al inhibirsela glucolisis.

En presenciademetalesde transiciónel 11202sedescomponedandoel radicalhidroxilo

de elevadareactividad:

Fe
2~ + H

2O2=..Fe
3~+01V + 0H

Estareacciónseconoceconel nombrede reaccióndeFenton(Wa]ling, 1982).

La disponibilidaddemetalesde transiciónpuedeinfluir enla mayoro menortoxicidaddel

peróxidode hidrógeno,al igual quela radiaciónultravioleta.Independientementede que

el H
202seatóxicoperseo bien a travésde la formacióndeespeciesmásreactivascomo



Introducción 22

el radical hidroxilo, lo que si se ha observadoes que en condicionesde hiperoxia se

incrementala producciónde H202en fraccionesmitocondrialesaisladas(Turrenselal,

1982).Esteincrementoseha observadoin vivoen hígado(Oshinoel aL, 1975)y cerebro

(Yusa el aL, 1987) de rata. Además,el hechode seruna moléculapequeña,sin cargay

relativamenteestable(Link y Riley, 1988) le permitedifundir y producirdaño lejos de su

punto de formación. Los efectosdeletéreosdel peróxidode hidrógenodependeránde la

presenciade ionesmetálicos,asícomo dela capacidaddedeterminadasenzimascelulares

parametabolizarestecompuesto.

2.- RadIcalsuDeróxído

Como ya se ha señaladoanteriormente,la mayor parte del oxígenoque

consumenlas célulassereducehastaagua.Sin embargo,existenvariasenzimascelulares

quecatalizanreaccionesde oxidación en las quesetransfiereun solo electróndesdeun

sustratohastala moléculade oxígeno,formándoseasí el radicalsuperóxido:

02 +

Entre estas enzimas están la xantín oxidasa, aldehído oxidasa, flavín

deshidrogenasas,triptófano dioxigenasa y peroxidasas(Halliwell, 1981). El radical

superóxidopuedeproducirsetambiéndurantela autooxidaciónde formasreducidasde

algunasbiomoléculaspresentesEn vivo como sonlas catecolaminas,flavinasy ferredoxina

(Del Maestro,1980),hemoglobinas,mioglobina,citocromosy otras.

Además,el radicalsuperóxidosegeneraenlas mitocondrias(Boveris, 1977)en

la regiónubiquinona-citocromob de la cadenarespiratoria(Turrensel aL, 1985)en unos

casos,y enéstay enla regióndelcomplejoNADH deshidrogenasaenotros(Turrenselal,

1982).Encloroplastostambiénsehaobservadosugeneración(AsadaelaL, 1977)a partir

dela oxidaciónde los componentesdelacadenade transporteelectrónico,al igual queen

glioxisomas(Sandalioel aL, 1988).El retículoendoplásmicode las células(Chanceel al,

1979) puedeproducir radicalessuperóxido.Así mismo,estosradicalessegenerancomo

consecuenciade la irradiaciónde tejidosvivos (Benoncí aL, 1977).Por último, células
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intactasde tipo fagocítico,como sonleucocitospollinorfonucleadosy macrófagosliberan

grandescantidadesde radical superóxidocuandoestánactivadas(Fridovich, 1981).

El comportamientoquímicodelradicalsuperóxidovariasegúnseencuentreen

un medio acuosoo en un disolventeorgánico.En solución acuosael radical superóxido

actúacomo base,aceptandoprotones,dandolugardeestaforma al radicalhidroperoxilo

Ho;, peroa PH 7 predominala forma superóxido.En estetipo de soluciónpuedeactuar

comoun potenteagentereductor,cediendosu electrónextra,o comoagenteoxidantedébil,

reduciéndosehastaH202.Así, el radicalsuperóxidopuedereducirel ion Fe (III) presente

en el centroactivodelcitocromoco los Cu (II) dela plastocianina(Halliwell y Gutteridge,

1984); pero tambiénes capaz de oxidar moléculascomo el ácido ascórbico,el Fe
2~,

catecolaminas,compuestosque contenganpupos tiólicos y la adrenalina.Su forma

protonada,H0, esun agentereductory oxidantemáspotente,aunquesuconcentración

no sea alta. Podrá oxidar al NADH ligado a la enzima gliceraldehído-3-fosfato-

deshidrogenasa,al «-tocoferoly reduciral citocromoc. Ademásel radicalo; en solución

acuosaescapazde reaccionarconsigomismo; estareacciónseconoceconel nombrede

dismutacióny cualquierreaccióndel 0 tendráquecompetircon ella:

o;+o;+2H~=4.H
2o2+o2

La reaccióndirectadedosradicalessuperóxidoesmuy lentaa pH fisiológico,

posiblementedebido a la repulsiónelectrostática.Por estemotivo el radicalsuperóxido

formadoen los sistemasbiológicostieneunavida mediasignificativa,lo quele permitirla

difundir desdeel lugar de suformaciónhastaotrasestructurascelulares,aunquemucho

menosqueel H202.

Cuandoel radicalsuperóxidoseencuentraensolventesorgánicossucapacidad

para funcionarcomo basey agentereductorse incrementa.En cuantoa su capacidad

oxidanteenestetipo demedio,sóloseobservacon compuestoscapacesdedonarprotones,

como son el ascorbato,catecoly «-tocoferoL

El o en solucionesacuosasesmuypoco reactivosi secomparacon especies
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comoel radical hidroxilo o el oxigenoen estadosinglete.A pesarde ésto,y aunqueno se

conozcael mecanismoexacto, se ha observadoque sistemasgeneradoresde radicales

superóxidoocasionanlamuertedebacterias,inactivanvirus, dañanenzimasy membranas

comolas de los lisosomas(Kalrael aL, 1988) o las del sarcolema(Kanekoel aL, 1989) y

destruyencélulas en cultivo, flujos de radicalessuperóxido generadosenzimática o

fotoquimicáinenteson capacesde despolimerizarpolisacáridos,degradarel colágeno

(MonboisseelaL, 1988),oxidarlípidospoliinsaturados,lisareritrocitosy producirdañosen

el DNA (Fridovich, 1981). Es posible que partedel o; se produzcaen el interior de

membranas,dondepuederesultarmáspeligroso(Halliwell y Gutteridge,1984).

Sin embargo,hoy sesabequeel radicalsuperóxido,contrariamenteapuntos

de vista anteriores,carecede reactividad suficiente para atacardirectamentea las

macromoléculasy seha Uegadoaproponerun posiblepapeldemensajerocelularparaél

(Sarany Bors, 1990).Peroenpresenciade trazasdecatalizadoresmetálicoscomoelhierro

o el cobre, la combinacióndel o y el 11202en la reacciónde Haber-Weissda lugar al

radicalhidroxilo. El o; necesitaalH202paraproducirla especieoxidanteOH’. mientras

que el 11202no necesitaal o parapoderhacerlo.Esto,junto con la presenciade 11202

en las células a concentracionesunas mil veces superioresa las del 02, convierte al

peróxidode hidrógenoenunaespeciecon gran capacidadparagenerardañooxidativo a

pesarde no serun radicallibre.

3.- RadIcalhidroxIlo

El radical hidroxilo es una especiequímicade una gran reactividad.Puede

generarseapartir delperóxidode hidrógeno,bienporroturahomolíticadeestamolécula,

causadapor caloro por radiacionesionizantes(HalliweIl y Outteridge,1984),o bienpor

la ya citada reacciónde Fenton.Ademásexisteotra vía de producción,la reacciónde

Haber-Weiss:

o+ H202=.02+OW + 0W

La reaccióntal y como estádescritatiene una constantede velocidadmuy
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pequeñapor lo quea las concentracionesen que seencuentranel 0 y el H202En vivo,

no se produciría (Halliwel, 1981). Sin embargo,la presenciade trazasde metalesde

transiciónpermiteque seformen radicaleshidroxilo porestavía:

+ o; =*-Fe
2~ + 02

Fe2~ + H
2O2-Fe

3~ + 0W + 0H

11202+0; 0
2+OH+OH

La segundareacción es una reacción tipo Fenton. La reacción final se

denominaaveces“reaccióndeHaber-Weisscatalizadaporhierro”. Sehademostradoque

estareacciónocurrerápidamenteEn vino (Koppenol,1981).Los metalesdetransiciónestán

ampliamentedistribuidosen los seresvivos y ademásdel hierro, el cobre podríaser

tambiénun candidatoparacatalizarestareacciónde Haber-Weiss.En estascondiciones

seha comprobadoquela adiciónde histidinao albúminaenconcentracionesfisiológicas

impide la catálisis.Porello puedequeni ensuerosanguíneoni en las célulasseproduzca

estacatálisismediantecobre,yaqueen amboscasosexistenproteínasen unaconcentración

suficientepara impedir la misma (Ha]liwell y Gutteridge,1984). Complejosde Fe con

quelantesdebajopesomolecularcomoel AL)!’, ATP, EDTA incrementanla formaciónde

radicalhidroxilo 0H (Kappus,1985);proteínascomola hemoglobinatambiénpromueven

suformación(Puppoy Halliwell, 1988).

El radicalhidroxilo esconsideradohoy elprincipal iniciadordelataquea todo

tipodemacromoléculas,aunqueexistanotrosiniciadorespropuestos.Estaespeciesin carga

neta es una de las mas reactivaspresentesen el organismo.Su electróndesapareado

reacccionainespecíficamentecon cualquiertipo de moléculaa2-3 diámetrosmoleculares

desulugardeformacióny resultasermuchomásreactivoqueel radicalsuperóxido.

El radical hidroxilo atacay dalia casi a cualquiermoléculaexistenteen una

célula.Puedehidroxilarlasbasespúricasy pirimidínicasdelDNA favoreciendola aparición

de mutaciones(Amesel aL, 1982; Floyd, 1990).Así mismo, puedeprovocardañosen las

membranascelulareso inactivarciertasenzimas(Del Maestro,1980).Es responsablede
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la degradación del ácido hialurénicoiii vitro y posiblementeintervengaEn vivo en los

cambiospatológicosqueseproducenen las enfermedadesinflamatorias(McCord, 1974).

La reactividadde esteradical estan grandeque tiene unavida mediamuy corta,lo que

impide sudifusión, reaccionandorápidamenteconcualquiermoléculavecinay dandolugar

a radicalessecundariosdereactividadvariabley quepuedenmediarsutoxicidad(HalliweIl

y (3utteridge,1984; Pryor, 1986). Así, los radicales0ff puedenreaccionarcon iones

carbonato(CO3
2’) dandolugar al radical carbonato(CO), que esuna especiebastante

reactivapero con unavida mediamáslarga

OH’ + C0
3

2 ~. OH’ + co;

A pesardeque el radical OH unavezgeneradoreaccionarápidamentey su

vida en los sistemasbiológicosesmuy corta,podríamediaren la toxicidaddelperóxidode

hidrógenoy del radicalsuperóxidoa partir delos cualesseforma. Estosdoscompuestos,

porsumenorreactividadpuedendifundir enla célulallegandohastalugare,smáso menos

alejados,el 11202puedeinclusoatravesarmembranasfácilmentey generarallí los radicales

OH’ quereaccionaráncon las moléculaspróximas.(HalliweIl y Ciutteridge,1984).

La presenciasimultáneadel radical~superóxidoy el peróxidode hidrógenoo

sólo del último asegurala generacióndel radical hidroxilo en la mayoríade los rincones

celulares.

4.- Oxfsenoen estadosIn~lete

Existenalgunaspruebasexperimentalesqueindicanquepartede la toxicidad

del 02 podríaserdebidaa la formacióndel oxígenosinglete.Las moléculasde oxígeno

poseenen sus orbitalesexternosdoselectronesdesapareadosde espinesparalelosy en

orbitales distintos. La absorciónde una cierta cantidadde energíahaceposible otras

distribucionesdelos electronesexternosdel~2’ por lo quepuedenexistir otrosestadosde

la moléculade oxígeno.

El oxígeno en estadobasal (triplete) puede por tanto captarenergíay
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reorganizarsu configuraciónelectrónica.Con energíasuficiente,uno de susdoselectrones

desapareadossufreunainversióndeespínquedandoambosantiparalelosy dandolugaral

oxígenoen estadode singlete;éstepuedeexistir en dosformasquesediferencianporsu

distinto nivel energético.Laprimeraformade02
1Zg+poseedoselectronesdesapareados

con espinesantiparalelosen orbitalesdistintosy se situa 155 KT sobreel estadobasal

mientrasquelaotra,0
2

1A g (92Kl sobreel estadobasal)poseedoselectronescon espines

antiparalelosen un mismoorbital, porlo queno puedeconsiderarsecomo un radicallibre

aunquesureactividadestambiénelevada.

LavidamediadelaprimeraformaO
2

1Lgescortay suelepasara0
2

14gantes

dehaberreaccionadoconcualquierotro átomoo molécula.El 0
2

14gpuedeseruno delos

productosde la reacciónde dismutaciónde los radicalessuperóxidoo del 11202 en la

reacciónde la catalasa,de modo que en lugarde02 en estadofundamentalseformaría

oxígenoenestadosinglete,perono estáclaroen ningunodelos doscasosy tambiénpuede

producirseenla reacciónde Haber-Weisscatalizadaporhierro(Kobayashiy Ando, 1979).

No obstantelas cantidadesqueseobtendríanporcualquierade estasvíassonpequeñasy

difíciles de detectar(Halliwell y Gutteridge,1984).Además,el propio radical0 puede

reaccionarcon el oxígenosingletereduciendoaúnmássusniveles

o;+o
2

1Ag~0
2+0;

La energíanecesariapara que el oxígenoalcanceel estadosíngletepueden

cedérselaciertospigmentosbiológicos que hayansido previamenteexcitadospor la luz.

Entreestospigmentosestánlas clorofilas,porfirinas,flavinasy el retinal(Halliweil, 1981).

In vivo seha detectadola formaciónde oxígenosingleteen cloroplastosiluminadosy en

retinade mamíferos(HaIllwell, 1981).

El 02
1Agtiene-unavida mediarelativamentecortaen soluciónacuosapues

rápidamentepierdesuexcesodeenergía,peroestetiemposeprolongacuandoseencuentra

enmedioshidrofóbicos(Footeel aL, 1978),comoesel casodelinteriorde lasmembranas.

Esto le permitiría reaccionarcon los ácidosgrasospoliinsaturadosde las membranas

contribuyendoasía la formacióndeperóxidoslipídicos.La formacióndeoxígenoen estado
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singletepodríacausardañosenel cloroplasto,provocandola pérdidadel color verdeal

dañarla clorofila. Lo mismo ocurriría en la reúna,dondeseconocecómo la exposición

prolongadaa altas intensidadesde luz causadaño en la retina y la acumulaciónde

peróxidos lipídicos. La retina es especialmentesensibleal oxígeno singlete pueslos

segmentosexternos de conos y bastonescontienen un alto porcentajede lípidos

pollinsaturados.En células animalesen cultivo sehan descritoefectosmutagénicosdel

oxígenosinglete(Amesel aL, 1982).

Las reaccionesoxidativas en las que interviene el oxígeno singlete se

manifiestany soncuantificablespor la emisiónespontáneadequimioluminiscenciadebaja

intensidaden todotipode células.Sin embargo,en la actualidadhadejadodeconsiderarse

al singletecomo especiecapazde iniciar el dañooxidativo y secontemplaa las especies

cjuimioluminiscentesmis como consecuenciaque como causa de la oxidación de

macromoléculas.

La participacióndel oxigeno en estadosingleteen muchosde los procesos

biológicosen los quesele ha intentadoimplicar no esdel todo clara,puestoqueninguno

de los métodosempleadospara demostrarloofrece resultadastotalmenteconcluyentes

(Halliwell, 1981).

IV. PEROXIDACION LIP[DICA

Las especiesactivas derivadasdel 02 provocanen las célulasuna serie de

alteraciones;entreéstasdestacala inactivaciónde enzimas,de la queya se ha hablado

brevemente.Perono sólo las proteínassonel blanco del ataqueoxidativo, tambiénlos

lípidosy ácidosnucleicossonsensiblesal mismo.

El procesode deteriorode los lípidosdebidoal oxígenoo rancidificaciónse

conocedesdehacemuchotiempo,aunquesurelevanciaensistemasbiológicossedeterminó

másrecientemente.

1.- Procesode neroxídaelón
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A. Estructurade la membrana

Los principalescomponentesde las membranasbiológicassonlos lípidosy las

protemas.Losfosfolípidosdelas membranascontienengandescantidadesdeácidosgrasos

poliinsaturadosy esto les convierteen blancosperfectosdel procesode peroxidación.El

númerodeproteínasvaríadeunasmembranasaotras,asícomosulocalización,quepuede

serextrínseca,cuandoestánadosadasa la superficiedela membrana,o intrínseca,cuando

estánfuertementeunidas a ella, parcial o totalmenteincluidas o transmembranares.En

cualquiercaso,el procesode peroxidaciónlipidica serácapazdedañartantoa los lipídos

comoa las proteínasde la membrana.

B. Iniciación,propagacióny terminación

Todo procesode peroxidaciónde macromoléculasocurreen tres etapasbien

definidas:iniciación, propagacióny terminación.En el casohastaahoramásestudiadoy

quizámás importantedesdeel punto de vista de la toxicidad aguda,de la peroxidación

lipídica, éstapuede iniciarasecon el ataquede una especiequímica, suficientemente

reactiva,que extraigaun átomo de hidrógenounido a un carbonocontiguo a un doble

enlace de un ácido grasopoliinsaturado.Como ya hemoscomentad¿,las membranas

celularesposeengrandescantidadesdeácidosgrasospoliinsaturados,deahíla importancia

deesteproceso.

Trasla extraccióndel átomo de hidrógenosegeneraun radicalalquil y tiene

lugaruna redistribuciónelectrónicaen la moléculaparaconseguirunamayor estabilidad

queconducea la formaciónde un dieno conjugado,el cual reaccionarápidamentecon el

oxigeno. El resultadoes un radical peroxil (L’O0’). Este radical puedeaceptarun

hidrógenoy darlugara unhidroperóxidolipídico (L’OOH):

INICIACION: LH — U

PROPAGACION: U +02 L-0O’

L-00 + LH ~. L-OOH + U
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Sepueden,por tanto, distinguir variasfases:una primerade “iniciación” en la que

tienelugar la extracciónmonoelectrónica;unasegundafasede “propagación”en la quelo

que suele ocurrir es que el radical peroxil capta un hidrógenode otro ácido graso

poliinsaturadoadyacentecontinuandoasí la cadenade reacciones(Kappus, 1985). La

propagaciónexplicael carácterde reacciónen cadenadela peroxidaciónlipídica, mediante

el cual unasola iniciación puededar lugara dañoen gran númerode moléculas(Niki,

1987).

El procesode peroxidaciónlipídica, una vez iniciado, esautocatalítico.Las

defensasantioxidantesseencargandedetenerlo,aunqueinclusosin ellasexistenreacciones

de“terminación”,comoel establecimientodepuentescruzadosporreacciónentreradicales

contiguos,o la fragmentacióndel ácidograsoen grancantidadde productos.

TERMINACION: 1..’ + U L - L (establecimientode un puentecruzado)

Esta última reacciónpodría en principio considerarsecomo “beneficiosa”

porquedetieneel proceso,perotambiénpuedeperturbarla funcionalidaddelamembrana

al dar lugara la formacióndepuentescruzadosentreácidosgrasoscontiguos.

En cuantoa qué especieesla encárgadade iniciar esteproceso,no parece

haber acuerdoentredistintos autores.El radical superóxidoes incapaz de iniciar la

peroxidaciónlipidica (Pee,1981), peroes posibleque su forma protonada(1102’) que

apareceapHs inferioresal fisiológicopuedahacerlo(Bielski el aL, 1983).

El peróxido de hidrógenopu se tampocopuedeoxidar un ácidograso.Sin

embargo,en presenciademetalesde transiciónesun agentedañinoparalas membranas

(Rubiay Parber,1984).

Se ha sugeridoque el oxigeno en estadosingleteque seforma durantelas

reaccionesdedegradaciónde la peroxidacióndelos lípidospodríacontribuir a la reacción

encadenainiciandodenuevoelproceso(Halliweil y Gutteridge.1984),sin embargono se
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tienecertezade ello (HalliwelI, 1981).

Los metalesde transición,posiblementetambiénel oxígenoenestadosinglete

y el HO2’, puedequeseancapacesde reaccionarcon los hidroperóxidoslipidicosy a su

vez inicien la peroxidaciónde otras moléculasde ácidosgrasos(Halliwell y Gutteridge,

1984).

La hipótesisclásicade la peroxidaciónlipidies consideraal radical hidroxilo

comoiniciador,puessi escapazdeextraerátomosdehidrógenodeunamembranalipidies.

En la actualidadsehan propuestootrosposiblesiniciadoresentre los que destacanlos

complejosde oxígenoy Fe como sonel radical perferril Fe
3~02 (Aust y Svingen,1982),

aunquealgunosautoresmantienenqueno esmuy reactivo.El radical ferril p~oh podría

serotro candidato(Halliwell y Gutteridge, 1984)al igual quecomplejosquelante- Fe3+

o Fe2+ y oxígeno(Bucherel aL, 1983; Minotti y Aust, 1987a).

C. Importancia de los metalesen la peroxidaclón Ilpidica

Las metales de transición, y especialmenteel hierro, juegan un papel

fundamentalenelprocesodeperoxidaciónlipidies,aunquealgunosaspectosno hayansido

totalmenteaclarados.

En primer lugar, los iones de Fe van a catalizar la formación del radical

hidroxilo a partir de otras especiescomoel peróxidodehidrógenoy el radical superóxido.

Peroademás,en experimentosen los queel 11202y el radicalOH’ hansido eliminados,

continúaproduciéndoseperoxidación,lo que hallevado a algunosautoresa postularque

sonelFe2~y el Fe3+ los responsablesdela iniciaciónde la peroxidación(Minotti y Aust,

1987b)y seríaelcocienteFe3~:Fe2~ elquedeterminaríalavelocidady la extensióndeésta

(BraugblerelaL, 1986).Estoexplicaríatambiénlos resultadoscontradictoriosmuchasveces

obtenidoscanquelantesdemetales,queinhibirán o estimularánla peroxidaciónsegúnsea

la relaciónquelante/metal.

Sin embargo,otra interpretacióndeestafalta de efectodeagentesquelantes
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del radicalOH’ seriaque la formaciónde ésteseproduceen Jugaresespecíficos,en los

que habría iones de Fe unidos a la membranay una vez formado reaccionaríacasi

inmediatamente,sin dar lugara sereliminado por los agentesquelantes.Estateoría del

dañoen lugar-específicono selimita al casode la peroxidaciónlipidica. A pesarde todo,

de lo que no hay dudaes que la oxidación alternativadel Fe2~ y reduccióndel Fe3~

resultannecesariasparala iniciación del procesode peroxidaciónlipídica en los sistemas

biológicos.

Además,los metalesde transicióndesempeñanotro importantepapelen el

proceso de peroxidación. Los hidroperóxidoslipidicos no son muy establesy se

descomponenen aldehídosy otrosproductoscomo alcanos,entreellosetanoy pentano,

quepuedenserdetectadosenel aire exhalado(Frankel aL, 1980).Esta descomposición

estácatalizadapor metalesde transición,y complejosde éstos,comolas salesdeFe y Cu

que la aceleran(Enescoel aL, 1989). Además de complejosde Fe sencillos, pueden

participaren la descomposiciónhemoproteínas,metahemoglobina,citocromoP4~<> y otros

citocromosy laproteínaalmacenadorade hierro,ferritina, si estátotalmentecargada.Esta

situaciónno sueleproducirseEn vivo, por lo cual, lo que haríala ferritina parcialmente

cargadaessecuestrarpartede los ioneshierro presentesenlá célula,impidiendoasíque

catalicenla descomposiciónde hidroperóxidos:

LOOH+ Fe2~ L0’ + Fe3’~’ + HO’

L0OH+Fe3~=*LOO’+Fe2~+H~

Un complejodeFe reducidopuedereaccionarcon un hidroperóxidolipidico

dando lugar a un radical alcoxil y complejosFe3~, al reaccionarcon el hidroperóxido

lipidico generaránel radicalperoxil.Tantoel radicalalcoxil (LO’), como el radicalperoxil

(LOO’), puedenestimularla reacciónen cadenade la peroxidaciónlipidica extrayendo

másátomosde hidrógeno(HaJliwell y Gutteridge,1989),aunqueel radical alcoxil resulte

másefectivopor sumayorreactividad.
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D. Productosde la peroxidación

Durante la fase de propagaciónpuedenocurrir una serie de reacciones

complejasquedeterminanla fonaciónde compuestoscíclicos,endoperóxidos,los cuales

al descomponerseforman productoscomo el malondialdehido.Además,el radicalalcoxil

se fragmentadando lugar a una variedad de compuestos,aldehídoscomo el butanal,

hexanal,propanalo nonenalesetc.Comoresultadode la reaccióndesalesdeFey Cu con

hidroperóxidoslipidicossegeneranepóxidos,compuestosquecontienenun grupocarbonio

y gasescomo etanoy pentano.Muchosde estoscompuestoscon gruposcarboniosson

aldehídos,entre los que destacael malondialdehido(Esqema1). El MDA escapazde

reaccionarcon distinto tipo de macromoléculasdandolugara derivados,pero tambiénes

cierto quesemetabolizagenerandounaseriedeaductosdetectablesenorina,hechoque

puedeproporcionarun segundométodono invasivoparaelestudiodela peroxidacióndel

organismoensuconjuntojuntoconel análisisdegasesexhaladoscomoelpentano(Draper

y Hadley, 1990;Janero,1990).

El procesode peroxidaciónlipidica altera e incluso destruyelas membranas

biológicasenlas quetienelugar;afectatantoa lamembranaplasmáticacelularcomo alas

membranasinternasde los distintosorgánulos.Así por ejemplo,las membranasde las

mitocondriassevenespecialmenteafectadas(ilustraciones2a y 2b)porsualto porcentaje

de ácidosgrasospoliinsaturadosy porserla mitocondriaunadelas principalesfuentesde

radicales(Baijade Quiroga,1981).La peroxidaciónlipidica provocaun aumentodelorden

y viscosidaddelasmembranas,descensosen suresistenciaeléctrica,facilita el intercambio

defosfolípidosentrelasdosmonocapasy, al aumentarlos entrecruzamientosconproteínas,

disminuye la movilidad lateral y rotacional de las mismas (Richter, 1987). Como

consecuenciade la peroxidaciónse producen en las membranasalteracionesen su

ultraestructuraqueconducena pérdidade la fluidez y cambiosenla permeabilidad.Esto

se traduce en aumentoso descensosen el flujo en un sentido u otro de diversos

componentesextrao intracelulares,perdiéndose,porejemplo,los gradientesiónicosy las

funcionessecretoras(Southorny Powis, 1988).

Uno de los efectosdeletéreosde la peroxidaciónesla liberaciónde enzimas
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hidrolíticasdebidoala roturadelos lisosomas,conla consiguientedigestióncelular. La lisis

celular tambiénpuedesucedersi la membranaplasmáticaresultaseriamentedañada.La

peroxidación lipidica inactiva enzimas de membranay receptoresproteicos. Esta

inactivaciónpuededebersea la pérdidade la estructurade la membranaimpidiendolos

cambiosconformacionalesnecesariosparasufuncionalidad.Tambiénpuedeproducirseun

ataquedirecto de radicales,peróxidoslipidicos o productosde la degradaciónde éstos.

Algunasenzimasy otrasproteínasalejadasde la zonadondetienelugar la peroxidación

puedenserdestruidaspor productosestablesde ésta.Un ejemploseria la reaccióndel

malondialdehídocon proteínas,concretamentecon el grupoaminode éstas,dandolugar

a entrecruzamientos,perolos resultadosaún no son concluyentes.Lo mismoocurrecon

proteínasestructuralesintrao extracelulares.

Los hidroperóxidoslipidicos y algunosde susproductosde degradaciónson

altamentecitotóxicos. Si la peroxidaciónlipídica ocurre en regionesextensasde la

membranacelular,los productosdeestaperoxidaciónpuedenserliberadosenel espacio

extracelular,lo cual puedeafectara la permeabilidadvasculary a la quimiotaxisde los

leucocitos.Los peróxidoslipidicos ademásestimulanla síntesisde prostaglandinasy la

agregacióndeplaquetas(Del Maestroel aL, 1980).

El procesode peroxidaciónlipídica pareceimplicado en el fenómenode

envejecimiento,hipótesisapoyadapor la acumulaciónde gránulosde lipofuscinaen la

matrizcelularduranteel envejecimiento,asícomode GSSG,productosTBA -positivoso

aumentode liberaciónde alcanosen dípterosviejos (Sohal, 1986) y a otro nivel parece

responsabledel envejecimientoy pérdidade funcionalidaddelos eritrocitos(Binseleelal.,

1987).

Los sistemasbiológicoscontienencantidadessignificativasde “promotoresde

peroxidación”.Parecelógico pensarque la peroxidaciónlipidica ocurre en las células

aerobiasaún bajo tensionesde 02 atmosféricas,pero los peróxidosresultantesno se

acumularána menosquelos mecanismosprotectoresde la célula esténsaturadosporun

excesode 02 o por la presenciade cantidadesanormalesde promotores.Así, se ha

comprobadoquela exposicióna elevadasconcentracionesde 02 produceun incremento
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de peróxidoslipídicos. Otroproblemacausadoporel procesode peroxidaciónlipídica es

el consumode grandescantidadesde 02. lo cualpuedellevar acondicionescriticasen las

células.Además,la peroxidaciónprovocauna disminuciónde los mecanismosde defensa

antioxidantes.

En general, la peroxidación es un proceso altamentedestructivo, cuya

especificidadesbastantebaja,destruyendouna gran variedadde biomoléculas,aunque

partedelos cambiosobservadospodríanserprovocadosúnicamenteporlos radicaleslibres

sin necesidaddelataquealos lípidos.Ademásde loslípidosdelas membranasexistenotras

moléculascondoblesenlacessusceptiblesdeserperoxidadas.Entreellaspodemoscitar el

retinol o vitamina A, algunos antibióticosque pierdensu caracterantimicótico al ser

oxidados y sobre todo, por su reciente implicación en la formación de la placa

ateroesclerótica,las lipoproteínasdebajadensidad(Steinbrecherel aL, 1990).

2.- ProteccIón contra la neroxidaclón linídica

A. Medlante organización estructural de los lípidos

Los ácidos grasos insaturados dispersos en disolventes orgánicos son

peroxidadosfácilmente.Lo mismo ocurre con-los fosfolípidos en estructurasmicelares

simples,cuyaperoxidaciónesmásrápidaquecuandoseencuentranformandopartedeuna

bicapalipidica. Algunosautorespiensanqueéstoesdebidoaquelos radicalesperoxilson

máspolaresy tiendenamoversey situarseenla superficiedela bicapa,reduciendodeesta

manerala eficaciade la iniciación.

La presencia de colesterol en las membranas también modifica su

susceptibilidadala peroxidación.Probablementeinterceptepartedelos radicalespresentes

y afectea la estructurainternade la membranamediantela interaccióndesugrananillo

hidrofóbicocon las cadenasde los ácidosgrasos.

Al avanzarla peroxidación,muchosde los productosque se generan(ej.

lisofosfolípidos)tienenactividaddetergentey contribuyena aumentarel deteriorode la
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membrana.La unión a la membranade especiescon cargapositivapuedetambiénalterar

el gradode peroxidaciónen uno u otro sentidosegúnlas condiciones.

Por último, los cambiosen la composiciónlipidica de una membranason

determinantes del grado de susceptibilidad a la peroxidación. La relación

fosfolipidos/colesterol,así comoel tipo de fosfolípidospresentesy los ácidosgrasosque

contienen, especialmente% insaturados/saturados,van a contribuir a la integridad

estructuralde la membrana.Cualquiercambioenestasvariablessupondráuna variación

de la sensibilidadde la membranaal estrésoxidativo.

B. Antioxidantes

En esteapartadovamos a incluir cualquiersustanciacapazde detenero

retardar la peroxidación lipidica. Mencionaremosbrevementelos antioxidantesmás

importantesrelacionadoscon ésta, pero seráen el apartadodedicadoa las defensas

antioxidantesdondelos describiremoscon mayorprofundidad.

Los antioxidantespuedenactuar a distintos niveles. Cabe incluir aquí

-mecanismosquereduzcanla concentracióndc 02,queeliminenlos radicalesresponsables

de la iniciación antesde queseproduzca,agentesquelantesde ionesmetálicos,aminas

aromáticaso fenolescapacesdeeliminarradicalescomoelperoxily alco4impidiendode

estamanerala propagación,etc.Los agruparemosen dosgrandescategorias,antioxidantes

preventivosy antioxidantesqueinterrumpenla cadenade reacciones(Niki, 1987).

- VItaminaE

La vitaminaE omejor,lafamilia delos tocoferoles,desempeñanun importante

papelantioxidante.Se conocencuatrotocoferolesde los cualesel «-tocoferolesel más

- - importante en sistemasbiológicos, aunquelos otros también tienen cierta actividad

antioxidante(Miyazawae:aL, 1990).

La vitamina E tiendea concentrarseen el interior de las membranasdebido
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a su carácterhidrofóbico.Tambiénseencuentraen las lipoproteínassanguíneasy en las

glándulasadrenales.Estasituaciónlepermiteun fácil accesoalos hidroperóxidoslipídicos

formados.

Glutatlón peroxldasa

Durantemuchotiempono hahabidoacuerdoentredistintosautoressobresu

papel.A pesarde la acumulaciónde datosqueponíandemanifiestola importantefunción

protectoradesempeñadaporestaenzimanoestabademasiadoclaro el mecanismo,ya que

setratabadeunaenzimacitosólica.La glutatiónperoxidasaesunaenzimadependientede

Se que selocaliza fundamentalmenteen el citosol y tambiénen la mitocondria.Existe

ademásotraactividadglutatiónperoxidasano dependientedeSequepareceserdebidaa

algunasenzimasglutatióntransferasas.Ambassoncapacesdedescomponerhidroperóxidos

in vitro, perodebidoasulocalizaciónsedesconocíacómopodíanllevaracaboestafunción

paradescomponerlos hidroperóxidoslipidicosde la membrana.

Sehapropuestola existenciade un factorcitosólicodependientedeglutatión

que-seria’capazdeactuarenla interfasecitosol-membrana.Otrosautoresmantienenque

la fosfolipasaA2 ligadaala membrana,y activadaporel procesode peroxidación,seríala

encargadade liberarlos ácidosgrasosperoxidadosdejándolosaccesiblesa la ac~ióndelas

glutatiónperoxidasas(VanKuijk elaL, 1987).A éstocontribuiríala mayorpolaridaddelos
hidroperóxidosque tiendena moversehacia la superficiede la membrana,ademásdel

“turnove?normalde los lípidosde la membranaquelos irá liberando.Por último, ha sido

aisladaporel grupodeUrsini y recientementedeterminadoel 75%de susecuencia,una

enzimaSe dependientedistinta dc la citosólicaque si actuarladirectamentesobrelos

hidroperóxidosde la membrana(Schuckelte:aL, i99i>. Tambiénsehaencontradoenel

núcleounaglutatióntransferasaconactividadcontralos hidroperóxidoslipidicos (Ketterer

y Meyer, 1989).En cualquiercasolo quesí estáclaroesquela eliminacióndel 11202por

partede la glutatiónperoxidasaSe dependientecontribuyea disminuir la formacióndel

radical0W.
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V. DAÑO AL DNA Y PROTEíNAS

1.- Daño oxidatívo y DNA

Durantemuchosañoslos estudiossobredañooxidativo sehancentradocasi

exclusivamenteen los lípidos. Hoy se piensaque quizá ha sido un error exagerarla

importanciadeéstoscomoblancoprincipaldelataqueoxidativo,y aunquesesigacreyendo

queel efectoagudode la toxicidaddel oxígenose lleva a cabovía lípidos,a largopíazoel

dañoa proteínasy ácidosnucleicoses fundamental,de ahí la recienteproliferación de

trabajossobreestenuevoaspecto(Amesel aL, 1982; Daviesel aL, 1987b;Floyd, 1990).

- Todoslos componentescelularessonsensiblesal ataqueoxidativo;proteínas,

lípidos, ácidosnucleicose hidratosdecarbonosufrenmodificacionesy los productosdela

peroxidaciónseiránacumulando.La importanciadeestosprocesosdependerádelcarácter

cualitativodel dañoy de la mayor o menordificultad de reparacióndel mismo.

Haceya una décadase sugirió que los radicaleshidroxilo, superóxidoy el

oxígenoenestadosinglete,asícomolos productosde la peroxidacióny descomposiciónde

los lípidospodíancausaralteracionesenel DNA (AmeselaL, 1982).Hoy siguesin haber

un acuerdototal sobrequién esel principalresponsabledeldañooxidativo sobreel DNA.

Algunosautoresmantienenqueel oxígenoenestadosinglete,radicalesfermIo

o el peróxidode hidrógenosoncapacesde ello, pero la mayoríacoincideen señalaral

radicalhidroxilo comocausadirecta,aunqueavecesmedieenla accióndeespeciescapaces

de difundir, comoesel casodelperóxidode hidrógeno,<Dizdarogluel aL, 1991)y por ello

la presenciademetalesdetransiciónresulteimprescindible(Aruomael aL, 1989;Halliwell

y Aruoma,1991). Por otro lado, parececadavezmásclarala relaciónentreperoxidación

lipídica y dañoal DNA. Productosresultadodela peroxidaciónlipidica, asícomoradicales

generadosen el cursode la mismasoncapacesdedañarno sólo al DNA, sino tambiéna

proteínasnucleares(Fragay Tappel, 1988; Vaca y Hannsdtingdahl,1989). Además,el
estrésoxidativo escapazde activar enzimascon actividadnucleasay, asíporejemplo,se

hablade que éste incrementarlalas concentracionesde Ca2+ libre intracelularlo que
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activaríaunasendonucleasasdependientesde Ca2+ (Halliwdll y Aruoma, 1991).

Delos principalescomponentesdel DNA, las pirimidinasson lasmássensibles

alataqueoxidativo, pero tambiénpurinasy azúcarespuedenresultardañados,asícomo

proteínashistonasy no histonas.Los radicalesprovocancambiosde bases,roturasen las

cadenasdeDNA,degradaciónde la desoxirribosa,aberracionescromosómicas,etc.; si esto

sucedeb vivo, la célula pondráenjuego los mecanismosreparadorescorrespondientes,

aumentandocon ello el riesgo de mutagénesis.Muchasde estasalteracionespueden

impedirla replicacióndel DNA, obstruirla transcripcióny reducirla síntesisdeproteínas

(Saulel aL, 1987).Además,el ataquede radicalescomoel hidroxilo, puededar lugaraLa

formacióndepuentescruzadosentreácidosnucleicosy entreéstosy proteínas(Dizdaroglu

y éajewski,1989).

La mejorpruebadequeel ataqueoxidativo sobreelDNA tienelugarin vivo,

esla existenciade enzimasencargadasdereparareldañocausadopor los radicales(Ames,

1989) y sobretodo la aparicióndeproductosde oxidacióndel DNA (Kasaiy Nishimura,

1984).El desarrollode un métododeHIPLC parala determinaciónde la 8-hidroxiguanina

primero (Floyd el aL, 1986) y. el descubrimientode la apariciónen la orina de estos

- productosparadeterminarel dañosobreelDNA (Ames,1989;Fragael aL, 1990)después,

haaconducidoal desarrollode estecampo.Se trata dc productosdel ataqueoxidativo a

basesde los ácidosnucleicoscomo la 8-hidroxi.-2’-deoxiguanosina,el 5-hidroxiuracioo la

timina-gIicol, peroexistenmásdeunaveintenadeaductosdescritosen tejidosy orín de

varias especies.El mejormétodoparasumedidaesla espectrometríade masasacoplada

a un cromatógrafo de gases,pero su difícil disponibilidaden muchoslaboratorioshace

necesariala adopcióndetécnicasdeHPLC,cuyosproblemastécnicosconmuestrasin vivo

aúnno hansidoclaramenteresueltos.Se hacalculadoqueen humanosseproducencomo

media 10.000 impactosde daño oxidativo porcélula y día (Fragael aL, 1990),cantidad

cientosde miles de vecessuperiora la causadapor la radiaciónnaturalde fondo,lo que

pone de manifiesto la importancia de los radicaleslibres de origen endógenocomo

causantespotencialesde muchasalteracionesde la funcióncelular.

Los radicaleslibresderivadosdeloxígenohansido implicadosenelprocesode
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carcinogénesispordiversosautores(MasotielaL, 1988).Supapeldualprovocandoroturas

en las cadenasde DNA y dandolugar a la formaciónde aductosresultabásico;éstos

últimos sonresponsablesen muchoscasosde la disminuciónen la fidelidadde replicación

del DNA (Floyd, 1990).Así, seha comprobadoquela 8-hidroxiguaninaesun marcador

muyútil parael seguimientodeldañoal DNA enestudiosdecarcinogénesis(Ames,1991).

En célulastumoralessehandetectadoalteracionesen la actividadde enzimasimplicadas

enel controldelos nivelesdeespeciesactivasde O~. Así,: los nivelesde enzimascomo la

catalasa,superóxidodismutasao glutatiónperoxidasasevenmodificadosenmuchascélulas

tumorales.Tambiénse sabeque compuestoscomo el TNF (factor de necrosistumoral)

provocanla inducciónde enzimascomola superóxidodismutasa(DelMaestroelaL, 1992).

Por otro lado, sustanciasrelacionadascon los mecanismosde protecciónfrente a la

toxicidad del 02 (ácido ascórbico,vitamina E, ~-carotenos...) actúancomo agentes

anticarcinogénicos(Amesel aL, 1982).

Estasalteracionescelularespuedenobservarseen los organismosaerobios

expuestosaelevadastensionesde02. Sin embargo,losradicaleslibresseproducentambién

en los organismossometidosapresionesde02 normales,aunqueencantidadesinferiores

a las de hiperoxia. Los mecanismosde defensaque poseela célula son, en estecaso,

eficacesparaevitarlos dañosquepuedenocasionar.Peroexistela posibilidaddequeparte

de estasespeciesactivasnoseanneutralizadasporlos mecanismosdedefensaydeahíque

ciertasmanifestacionesdel procesode envejecimientoy patologíasrelacionadasseanel -

resultadodeunaexposicióncrónicaatensionesde02 normalesparael organismo(Fraga

elaL, 1990).

2.- Dañooxidatívo y oroteinas

Las proteínasson otro de los componentescelularesvulnerablesal ataque

oxidativo.Al igual quehaocurrido con el DNA, los trabajossobreesteaspectodel daño

oxidativosehanllevado a caborecientemente.

En estecampohay que destacarla labor realizadapor el grupode Kelvin

Daviesen California.Trasobservarcómocélulassometidasa estrésoxidativo sufríanun
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procesode proteolisis, se propusieronaveriguarsi ello era debido a la activación de

enzimasproteolíticaslatenteso si lo queocurríaeraqueaumentabala susceptibilidada la

proteolisisen las proteínasoxidadas.Con esteobjetivo iniciaron un estudioprofundode

los efectosdel ataqueoxidativo sobreproteínas.

Comprobaroncómolos radicalesde oxígenosoncapacesdeproducirgrandes

modificacionesenlasproteínas.Observarondisminucionesdela fluorescencianativadebido

a la destruccióndel triptófano y la tirosina, cambiosen los puntos isoeléctricospor

modificacionesdecarga,aumentosdepesomoleculardebidoala formacióndeasociaciones

intermolecularescovalentes o hidrofóbicas, o descensosdel peso molecular por

fragmentacióndelos péptidos,etc.

Analizandopor separadoel efectode distintosradicales,hoy sepiensaen el

radicalhidroxilo comoprincipalresponsabledel daño.Dicho radicalescapazdeproducir

agregadoscovalentesaunqueraravez da lugar a productosde fragmentación;también

provocacambiosen la carga eléctrica neta, pérdida del triptófano y producciónde

bitirosina. Resultadossimilaresse obtienenal combinarel radical hidroxilo con radical

superóxido y oxígeno, aunque en este caso no suele - producirse agregacióny si

fragmentación.El radicalsuperóxidoporsi solanoescapazdeprovocarningunode estos

efectos,porlo queelradicalhidroxilo esla especieiniciadoraentodoslos casos;el oxígeno

y el radicalsuperóxido,lo queharíanesmodificarel dañocausadoporéste(Davies,1987).

En cuantoal 11202pr seno parececapazde provocarmodificacionesy necesitaríala

presenciade metalesde transición(Davies. 1986).

Todoslos aminoácidosde unaproteínasonsusceptiblesde modificaciónpor

el ataquedel hidroxilo o su combinacióncon otros radicales,mientrasque el radical

superóxidosólo escapazdereducirresiduosdecistina.Entrelos aminoácidosmássensibles

seencuentrantriptófano, histidinay cisteina,ademásde la tirosina formadapor reacción

del 0H con fenilalanina.Las modificacionesde la estructuraprimariase inician porel

ataquedel hidroxilo, quealreaccionarconresiduosdeciertosaminoácidospuededarlugar

a otrosradicales.El oxígenoy el radicalsuperóxidopuedentransformarlos productosde

la reaccióndel hidroxilo, aumentandoel dañocomoenel casode lapérdidade triptófano
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o disminuyéndolo,como ocurrecon la prevenciónde la formaciónde bitirosinaporparte

delsuperóxido.Lasmodificacionesoxidativasenla estructuraprimariadelasproteínasson

responsablesdelas alteracionesen laestructurasecundariay terciaria(Daviesel aL, 1987a).

La exposiciónal radicalhidroxilo provocadesnaturalizacióny un aumentodel

gradodehidrofobicidadseguidosdeun procesode agregacióncovalente.Esteaumentode

entrecruzamientosentre moléculas de proteínasdando lugar a dímeros, trímeros,

tetrámeros,etc., se explica por la formación de bitirosinas intermolecularesaunque,

esencialmente,cualquierradicalaminoácidode la cadenapolipeptidicapuedeformarun

- puenteconotro enotramoléculadeproteína.En el casode la fragmentacióntambiénse

produceunadesnaturalizacióny aumentodehidrofobicidadprevios.La fragmentacióntiene

lugarpor la abstraccióndeun hidrógenodeuncarbono« de un aminoácido,másquepor

rotura del enlacepeptídico.Tras la adición de oxígenoseforma un radical peroxil que

reaccionaráparadar lugara peróxidos.La descomposiciónde éstoses responsablede la

escisión de la cadena polipeptídica. Los fragmentos resultantespueden formar

conglomeradosque semantienenunidospor fuerzasno covalentes(Daviesy Delsignore,

1987).

Tantoenel casodela fragmentación,comoenelde la agregación,seproduce

una desnaturalizaciónprevia y un aumentode hidrofobicidad. Esta desnaturalización

implica un desdoblamientoque dejarámás accesiblesmuchosenlacespeptídicosy que

explicarla la mayor susceptibilidada la proteolisis de estasproteínasmodificadaspor

oxidación.Sólo en casosde estrésoxidativoextremo,en los quela formacióndepuentes

cruzadoseselevada,no seproduceeste incrementodc- susceptibilidada la proteolisis

característico,debidoa que los enlacescovalentesque se forman son resistentesa la

proteolisis y las moléculas- del interior de los agregadosseranmenos accesibles.Los

fragmentoso las proteínasdesnaturalizadasresultansersustratosinmejorablesparala

-proteolisise inclusosehallegadoa sugerirqueeldañooxidativo podríaserun mecanismo

paramarcary controlarla degradacióndedeterminadasproteínas,siendoelsimpleproceso

de desnaturalizaciónla señalparala degradaciónde proteínasoxidadas(Daviesel aL,

1987b).
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Tantola formacióndeentrecruzamientostrasla oxidacióndeproteínas,como

la susceptibilidada la proteolisis,van aestardirectamenteimplicadasen fenómenoscomo

el desarrollo,con laedad,decataratasenel ojo (Taylory Davies,1987) y, sobretodo,por

su importancia como marcadorde envejecimiento,en la aparición de gránulos de

lipofuscina.Estos son acúmulosde lípidos, ácidosnucleicosy proteínascon abundantes

entrecruzamientos.

- En cuantoa la procedenciadel daño oxidativo, ademásde las fuentesde

radicalesya mencionadas,hay que destacarel hechode que la glucosaal autooxidarse

produceradicales.Por estarazón,algunosautoresatribuyenpartede las alteracionesque

seproducenenenfermedadescomoladiabetesmellEu,,cataratas,ateroesclerosis,síntomas

relacionadoscon la edad,etc., al dañooxidativo y no únicamentea la glicosilación de

proteínasy consiguienteformaciónde productosAmadori (Huntel aL, 1988;Van Boekel,

1991).Por otro lado, algunosautoresproponendistintossistemasde oxidasasde función

mixta (MFO) comoresponsablesde la oxidaciónde proteínas(Stadtman,1988).

VI. DEFENSASANTIOXIDANTES EN SISTEMASBIOLOGICOS

Las célulasaerobiasdisponende unaseriede mecanismosque les permiten

viviren una atmósferacon oxígeno,ya quecontinuamentegenerancantidadespequeñas,

perosignificativas,de radicalesde oxígeno.Existenvariasposiblesclasificacionesdeestas

defensasantioxidantes.Unade&las lasdivide endosgrupos:sistemasdedefensaprimarios

y secundarios.

En el primer gruposc incluyen aquellossistemasencargadosde prevenirla

peroxidaciónlipidica y otrostiposdedañooxidativo.Entreellosseencuentranproteínas

como la transferrmnao la ferritinaque,al secuestrarionesFe, impidenquetengalugar la

reaccióndeHaber-Weisscatalizada,la iniciación de la peroxidacióno la descomposición

de los hidroperóxidoslipidicos. La ceruloplasminaesposiblementeun sistemade defensa

extracelular.Además,pertenecena estegrupo enzimascomo la superóxidodismutasa

(SOD)o la catalasa(CAT), encargadasdeeliminarlos radicalessuperóxidoy el peróxido

dehidrógenorespectivamentey la glutatiónperoxidasa(Oh), quecontribuyetambiéna
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eliminar el H202.Seincluyenaquícompuestoscomolos ~-carotenoscapacesdeeliminar

el 02 en estadosinglete,el ácidoascórbicoy el glutatión.

Los sistemasde defensasecundariosconstituyen ese segundogrupo. Son

sistemasmásespecíficosquetiendena detenerla peroxidaciónlipidica unavezqueya se

ha iniciado. Entreellos se encuentrala vitamina E, que comprendecuatro derivados

diferentesdelos cualesel «-tocoferolesel másimportante.Tambiénenestegruposesitúa

laglutatiónperoxidasa,queescapazdereducirlos hidroperóxidoslipidicos (Kappus,1985).

Otrasveces,estosmecanismosdedefensaseclasificanensistemasantioxidantes

enzimáticosy no enzimáticos,y segúntrabajenen la fracciónsolubleo en la lipidica.

1.- MecanIsmosenzinialtícos

De los tres tipos principalesde especiesde02 a~vo,o H202yOH•,~lo

existenenzimasdetoxificadorasparalos dosprimeros.Sin embargo,eliminandoesasdos

especiesselimita la formación~leldañinoradicalhidroxilo.

A. Superóxldodisniutasas(SOD)

La superóxidodismutasa(EC.1.15.1.1) fue descrita por primera vez por

McCordy Fridovich en 1969. Ellosestablecieronla existenciadeunaactividadenzimática

capazdecatalizarla reacciónde dismutaciónde los radicalessuperóxido:

• o + 2H~ ~O2 +

La presenciadeestaenzimaencasitodoslos organismosaerobiosy suausenciaen

muchosanaerobiosindica su importanciaen los mecanismosde defensafrenteal efecto

tóxico del oxígeno.

Sehanencontradotrestipos de superóxidodismutasa(SOD).Todasellascatalizan
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la misma reaccióny operancon un mecanismoidéntico,pero sediferencianen el metal

presenteen su centroactivo.

La SOD con cobrey zincse localiza en el citosol de las célulaseucariotasy

algúnprocariota.Constadedossubunidadesidénticas,estandocadaunade ellasestáunida

a un átomo decobrey otro de zinc. Deestosdos metalessólo requiereel cobreparasu

actividadcatalítica,siendoel zinc puramenteestructural.Tiene un pesomolecularbajo

(3OkDa)y seinhibeenpresenciadecianuroy dietilditiocarbamato(DDC). El DDC seune

al Cu en el sitio activo y elimina el metalde la enzima.El grupode Marklund (Karlsson

y Marklund, 1988) ha descrito otra Cu-Zn-SOD dimérica, presenteen el líquido

extracelular,-que podría ser de especial relevancia en el control de las reacciones

inflamatorias.

La SOD unidaa manganesoestápresenteencélulascucariotasy procariotas.

En lasprimerasselocalizaen la matrizmitocondrialy esun tetrámero.En procariotasse

encuentraen forma de monómero,dímero, trímero o tetrámero.Las secuenciasde

aminoácidosde todaslas Mn-SOD,independientementedequeseandeanimales,plantas

o bacterias,son muy similaresy distintas de las de las Cu-Zn-SOD,lo que estaríade

acuerdocon la teoríaendosimbionteparael origen de la mitocondria.El pesomolecular

de estaSOD esmayor (80 ma) y en este casoes el átomo de Mn el que realizala

dismutación.

La SOD unidaahierroseencuentracasiexclusivamenteenprocariotasy algas.

Presentasimilitudesconsiderablescon la Mn-SOD, tanto en el númeroy pesomolecular

de sus subunidades,como en la secuenciade aminoácidos(Halliwell y Ciutteridge,1989).

La funciónfisiológicadela SOD estáenrelaciónconla toxicidadde susustrato.La

ausenciade estaactividadenzimáticaimplica un aumentode los nivelesde.0, con los

consiguientesperjuiciosparala célula.

Se hacomprobadola existenciade una correlaciónpositiva entrelos nivelesde
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actividad SOD y la toleranciaa la hiperoxia tanto en bacteriascomo en organismos

superiores.Así, seha observadoun incrementode la actividadSOD cuandosesometena

atmósferashiperóxicas.En la ratasedetectaun incrementode la SOD delpulmóncuando

se mantienea los animalesen una atmósferacon un 85% de ~2 durantesiete días.

Posteriormenteestasratasmuestranuna mayor toleranciaa un nivel de 100% de

(Crapoy Tierney,1974).Enratasreciénnacidasla exposicióna02 al 95-100%provocauna

rápidainducciónde la SOD del pulmón.Todosestosdatosconfirmanla participaciónde

la SOD en los mecanismosde defensaantioxidantesy su relacióncon la toleranciaa la

hiperoxia.

B. Catalasa(CAT)

La catalasa(EC.1.11.1.6), cuya existenciaes conocidadesdehace mucho

tiempo, esuna de las enzimasimplicadasen la eliminacióndel peróxidode hidrógenoen

los organismosaerobios,aunqueexistenciertosanaerobiosestrictosquetambiénla poseen.

Ha sido aisladay purificadaen gran númerode tejidostanto animalescomovegetalesy

tambiénenbacterias.La catalasapuedecatalizardostiposde reacciones:

catalática: H202 + H202 2 1120 + 02 (1)

peroxidativa:H202 + AH2 2 H20 + A (2)

La primera reacción, denominadacatalática (1), es una óxido-reducción

bielectrónicaen la queapartir dedos moléculasde peróxidodehidrógeno(dismutación)

seformanunade oxígenoy dosde agua.La segundasedenominareacciónperoxidativa

y enella la enzima,trabajandocomounaperoxidasa,puedeutilizar comosustratoel 11202,

pero ademásrequiereotra moléculadiferentedonadorade electrones(2). El tipo de

sustratodonadordeelectrones(AH) no esespecifico,por lo quesu naturalezaquímica

en la reacciónperoxidativaes diversay puede- incluir compuestosfenólicos,alcoholes,

nitritos, ácido fórmicoy aminasprimarias.

En ambasreaccionesseha producidola reduccióndel peróxidode hidrógeno

hastaagua.Sin embargo,las constantesdevelocidadindican un predominiode la reacción
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cataláticasobrela peroxidativa.La Vm~ de la descomposicióndeH202por partede la

catalasaesmuygrandecuandolasconcentracionesdeperóxidodehidrógenosonelevadas.

Porel contrario,abajasconcentracionesespocoefectivaal poseerunaKM muyaltay, por

tanto, unabajaafinidadporel 11202. Porello, difícilmentesealcanzala saturaciónpues,

además,altasconcentracionesde11202provocanla inactivacióndela enzima(Aebi, 1974).

En ambostipos de reacciones(1) y (2) se forma un complejo primario

denominadocompuesto1 entreel peróxidodehidrógenoy elFedelgrupoprostéticohemo:

catalasa- Fe
3 + H

202 compuesto1 + H20

Paraqueseproduzcala reaccióncatalética,unasegundamoléculadeperóxido

de hidrógenodebeinteraccionarcon el compuesto1, formándoseentoncesun compuesto

ternariodel cualseliberaráunamoléculadeaguay otrade oxígeno:

compuesto1 + 11202 catalasa- Fe
3 + 1120 + 02

Un resto de histidina, distal al Fe del grupo hemo, interviene en esta

interaccilinorientandocorrectamentea la moléculade 11202. El 3-amino-1,2,4-triazolse

une al compuesto 1, precisamentepor este resto de histidina, inhibiendo así

irreversiblementea la catalasa.

En la reacciónperoxidativa,el compuesto1 interaccionacon una molécula

donadoradeelectronesdistintaal 11202:

compuesto1 + AH
2 — catalasa- Fe

3 + H
202 + A

La descomposicióndel peróxido de hidrógenopor la reaccióncatalática

predominacuandola concentracióndeesecompuestoesalta. Si los nivelesde 11202son

bajosy ademásexisteuna concentraciónde la moléculadonadora(AH~) suficiente,se

favorecerála reacciónperoxidativa(Chanceelal, 1979).
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La catalasaesun tetrámerocon cuatrogruposhemoy tieneun pesomolecular

que oscila entre210.000 y 280.000 daltons.En las células sueleestarasociadaa los

peroxisomas,aunqueseha indicadosu presenciatambiénen el citosol (Rocísy Geerts,

1982), pero podría tratarsede una forma vieja de la enzima. Algunos trabajoshan

demostradopor inmunolocalizaciónal microscopioelectrónicoque, aunqueen la ratala

CAT selimita al interiordelperoxisoma,en el cobayaestápresenteen grandescantidades

en el citoplasma. Estudios menos precisos por fraccionamientocelular mediante

centrifugaciónsugierenlo mismo paraRana¡essonae.La catalasaseencargade eliminar

el peróxidodehidrógenogeneradoenlos peroxisomas.Noobstante,partedel11202puede

salir al citosolpuestoquela membranade los peroxisomasno esunabarreraeficaz que

evite sudifusión.Del mismomodo, el 11202producidoenel citosol puedetambiénentrar

al peroxisomay serafll degradadopor la catalasa.Este11~02,asícomo el procedentede

otrosorgánuloscomo mitocondriasy retículoendoplásmicoy el del propio citoplasma,es

eliminado por la acción de la glutatión peroxidasalocalizada en el citosol y en las

mitocondrias,aunqueen algunasespeciesse ha demostradotambién la - existenciade

catalasaen el citosol.

El papel protector de la catalasafrente al ataqueoxidativo se pone de

manifiestoensituacionescomola hiperoxia,enla queseproducemayorcantidaddeH202

(Yusael aL, 1987) y quesueleasociarsecon induccionesadaptativasde la actividadCAT

(Frankelal, 1980;Baija de Quirogací aL, 1988); estosincrementosconsiguenaumentar

la toleranciade losorganismosala hiperoxia.Enestesentidosehanrealizadointeresantes

experienciascon inyeccionesintravenosasde SOD y CAT incluidas en liposomas,

consiguiendoasíaumentarla supervivenciade animalesexpuestosa hiperoxia(Turrense:

aL, 1984).

El aminotriazol(3-amino-1,2,4-triazol)inhibe la actividadcatalasa¡pi vivo de

formairreversible.Paraello esnecesariala presenciadeH202, pueselAT reaccionacon

el compuesto1, formandoun complejocovalenteinactivo conla enzima.

AT

Catalasa+ H202 Compuesto1 ~ Catalasainactiva
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El aminotriazolsesabequemodificala histidina74 dela apoproteinadela catalasa.

Esteaminoácidoresultafundamentalparala posteriorentradadeotramoléculade

deahíla inactivacióndela enzima(DeMasterelaL, 1986).Esteesel mecanismode acción

del AT comúnmenteaceptado,aunquese habla de la posibilidad de un mecanismo

indirectodelATa travésde un hipotéticofactorcitosólico(Williams el aL, 1985).Existen

compuestoscomoel etanolqueimpiden la inactivaciónde la catalasaporpartedelAT. El

etanolreducerápidamenteal compuesto1 compitiendocon la reaccióndel AT con dicho

compuesto1 (Yusael aL, 1987). Lo mismo sucedecon otro inhibidor como la 3-3’-

diaminobenzidina,que protegea la catalasade la inactivaciónirreversible por AT

uniéndoseal compuesto1 (Darry Fridovich, 1985).La necesidaddela presenciadeH202

paraque sedé la inactivación,permitellevar a caboel que quizásseael único método

seguroy disponibleactualmenteparaunacuantificacióndelperóxidodehidrógenopresente

in vivo en condicionesnormales,de maneraindirecta,a travésdel estudiode la tasade

inhibición de esta enzimapor AT. Así por ejemplo, el hecho de que la cataiasade

eritrocitosde ratano resultenormalmenteinhibida por AT se relacionacon la relativa

ausenciadeH202en dichascélulas.

C. Glutallónperoxldasas(GPX)

En la célula existe un conjuntode enzimasque eliminan 11202 por la vía

peroxidativa.Estasperoxidasassediferenciande la catalasaen que usandonadoresde

electronesespecíficos.-

La glutatión peroxidasa(EC.1.11.1.9) se incluye dentro de estegrupo de

enzimasy eslademayorpoderprotector.Estaenzimajuntoconla glutatiónreductasa,que

se encargade regenerarel GSH a partir del GSSG,jueganun papelprimordial en el

metabolismodel peróxidodehidrógenoenlas célulasanimales.

La descomposicióndel H202serealizasegúnla siguientereacción:

AH2 + H202 A + 2 H20
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El AH2 esun sustratoque seoxida en el proceso.La glutatiónperoxidasaes

capazde catalizarla reacciónentreun hidroperóxido(ROOH) y el glutatión reducido.

ROOH 2GSH NADP~

GPx GR

ROH 0550 NADPH

La enzimaes específicapara el glutatión, pero no ocurre lo mismo con el

peróxido.Deestaforma la QPx puedecatalizarla descomposiciónde sustanciascitotóxicas

como el 11202y los hidroperóxidosorgánicos.Los datosparecenindicar una importante

función de la enzimaen ambosprocesos(Halliwell, 1981).

La glutatión peroxidasase encuentraen todos los vertebrados.Las plantas.

microorganismosy algunosinvertebrados,entreellos los insectosy los oligoquetos,no

presentanactividadQPx,perosuelentenerotrasperoxidasas(Smithy Shrift, 1919).Se trata

de un tetrámero(7ákDa)con cuatroátomosde seleniopormoléculade enzima,unidos

covalentementeen forma de selenio-cisteina (Flohé, 1982). Su localización es

fundamentalmentecitosólica,aunquetambiénhay actividaden mitocondrias.En tejidosde

mamífero,ademásde la glutatiónperoxidasaquecontieneselenio(Sedependiente),existe

unasegundaformadiméricaqueno lo posee,con unpesomolecularmenor.Ambaspueden

utilizar como sustrato peróxidos orgánicos, pero la no Se dependienteno puede

descomponerel 11202 (Lawrencey Burk, 1976). La glutatión peroxidasasin selenio

correspondea una actividadexhibidaporvariasglutaciónrransferasas.De éstosededuce

la importanciadel selenio,queademásdeserfundamentalparala actividadde la enzima

(BeIl el aL, 1986).pareceimplicado en el control de su síntesis(Takihashiel aL, 1986).

La GPx trabaja en la fracción soluble de la célula (citosol y matriz

mitocondrial);no escapazde entraren la membrana,porlo queen ocasionesseha puesto

endudasu capacidadparaeliminarlos hidroperóxidoslipídicos. Perosehablade una QN

citosólicaque trabajaríaen la interfasecitosol-membrana,el liamado factor citosólico.

Además,el grupode Ursini ha aisladouna QN Sedependientedistinta de la citosélica,

quesi actuaríasobrelos hidroperóxidosde la membrana(Van Kuijk elaL, 1987).
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La eliminacióndelperóxidodehidrógenoesun factorimportanteen la defensa

frentea la toxicidad del02, puesademásdequeel H202seatóxico perse,deestaforma

disminuyeel gradode generaciónde un radicalaltamentereactivocomoesel OH’ y para

el queno existeningunaenzimaencargadade su neutralizaciónen la célula.La glutatión

peroxidasatiene una KM y una Vmn por el 11202 bajas,lo que las haceidóneaspara

eliminarconcentracionespequeñasdeH202.

Al igual queocurreconotrasenzimasantioxidantes,sehanobservadorápidas

induccionesde la actividadglutatiónperoxidasaacompañadasde incrementosde SOD y

CALT en estudiosde toleranciaa la hiperoxiacon ratasreciénnacidas(Stevensy Autor,

1980). En esta misma llnea se encuentranlos trabajosde Frank el aL (1980), que

observaroncómo el pretratamientode ratasadultascon endotoxinabacterianateníaun

efectoprotectorfrenteala exposiciónahiperoxia.Estaacciónprotectoraeradebidaa que

el tratamientoprovocabaun aumentode las actividadesSOD, CAT y GPx enel pulmón

deestasratas.

D. Glutatión Reductasas(GR)

La enzimaglutatión reductasa(EC.1.6.4.2)seencargade reducirel glutatión

oxidado(0550)a suforma reducida(0511),manteniendodeestamaneraunosniveles

0511/0550altosen las células.Supapelantioxidanteesrealmenteindirectoy lo ejerce

a travésde los nivelesde0511que, comoveremosmásadelante,resultanesencialespara

la célula.Puestoqueel “pool” deOS!! eslimitadoy la elevaciónde la tasa0550/0511es

altamentetóxica parala célula,estaenzimaesdevital importanciaparael funcionamiento

de la eliminaciónde 11202porla vía dela Oh, asícomoparala reconstitucióndel OSH

oxidadono enzimáticamente.

0550 + NADPH-s..205H + NADP~

La GRestambiéncapazde catalizarla reduccióndeciertosdisulfurosmixtos,

como porejemploentreel 0511y el coenzimaA. El NADPH querequierela GR como

fuentedeequivalentesde reducción,esaportadoenla mayorpartedelos tejidosanimales
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por la ruta metabólicaconocidacomo vía de las pentosas.Por estarazón, seconsidera

muchasvecesa las enzimasde estavía de las pentosas,glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

y 6-fosfogluconatodeshidrogenasa(productorascitosólicasdeNADPH), comounasegunda

línea de defensaantioxidante.

La glutatión reductasaconstadedossubunidadesde 50 kDacadauna,con la

flavina FA]) unidaa su sitio activo y queesesencialparasufuncionamientopuesactúa

comocoenzmia.Aparentemente,lo queocurreesqueelNADPH reducealFA]), quepasa

suselectronesa unpuentedisulfuroentredosresiduosde cisteinade laproteína.Los dos

grupos-511 formadosreaccionanposteriormentecon el0550,reduciéndolo.Seobtienen

deestaformadosmoléculasdeOS!! y serestauraelpuentedisulfurodela proteína.Cada

subunidadconsta,por tanto, de tres dominios: uno de unión a FA]), otro de unión a

NADPH - y un dominio intermedio.Esta enzimaestá presenteen el citosol y en las

mitocondrias(Halliwell y Outteridge,1989).

E. Otrasperoxldasas

Además de las glutatión peroxidasasexisten otras muchas peroxidasas,

presentésen organismoscomo las bacteriasque carecende las primeras.Entre ellas

podemoscitar la citocromoperoxidasaqueselocaliza en levaduras,entrela membrana

internay externade la mitocondriay en algunasbacterias,la NAD!! peroxidasaque

apareceen varias bacterias,la ascorbatoperoxidasade los cloroplastosde plantas

superioresy de algunasalgasverdes.Varias peroxidasasno específicasen plantasy

bacteriassoncapacesdeutilizarsustratosmuy diversos.Tambiénsehaaisladoalgunaen

tejidos animalescomo,por ejemplola lactoperoxidasaencontradaen lechey saliva, la

mieloperoxidasade célulasfagocíticas,la peroxidasatiroideade la glándulatiroides, o la

peroxidasauterina.Quizála másestudiadade todasestasperoxidasasno especificassea

la peroxidasade rábano.

2.- MecanIsmosno enziméticos

Existeun númerocrecientede sustanciasde lasquesedescribeunacapacidad
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antioxidantey que estánpresentesen el organismo.Sin embargo,en muchoscasoslas

concentracionesnecesariasparaqueestaactividadsemuestreno seajustanalaspresentes

en los tejidoso la función antioxidantesehademostradoitt vilro perono frs vivo. Porello

nos centraremosen los antioxidantesde bajo pesomolecularcuya actividadfrs vivo está

mejorestablecida.Desdeel puntode vista de la peroxidaciónlipidica de las membranas

convienedistinguira los antioxidanteshidrosolubles(sin accesibilidadaregionesprofundas

dela membrana),de los liposolubles.

£ Hidrosolubles

- Glutatlón

El glutatión es un compuestotiólico de bajo peso molecular y amplia

distribución en los sistemasbiológicos. En las célulasaerobiasestetripéptido(y-glutamil-

cisteinil-glicina),queseencuentraen concentracionesmilimolares,protegefrentealataque

oxidativo. Suactividadantioxidantesedebeala capacidadreductoradel grupotiol de su

cisteína.Puedeactuarcomo antioxidanteen reaccionesenzimáticas(comola de la OP~c)

o no enzimáticas.En los tejidos el glutatión se mantienebajo su forma reducida,

constituyendola fuentemásimportantedepoderreductoren la célula (Formany Fisher,

1981).El glutatiónensuestadoreducido(OS!!) resultamásaccesibleal 02quelos pupos

-SH de ciertas enzimas,por lo que seoxida preferentementedandolugar a su forma

oxidada(055) quecontieneun puentedisulfuro.

20S11+ ~‘102OSSO + H20

Tambiénpuede reaccionarcon enzimas con grupos tiólicos previamente

oxidados,reduciéndolos.La reaccióndel OS!! o de los grupostiol de las enzimascon el

oxigenoeslenta,perosuvelocidadseincrementaal sercatalizadapormetalesdetransición

-(Halliwell, 1981).El glutatiónpuedeinteraccionarconradicalescomoelradicalsuperóxido,

el radicalhidroxilo y con cualquiermoléculaorgánicaoxidada:
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2 Og + 20511+ 2 H~ ~ 0550 + 2H202

20W +20511 ~. OSSO+2H20

2R +2OS11~OSSO+2RH

El glutatión,además,interaccionacon el oxígenoenestadosinglete,en lo que

sedenomiñareacciónde “extinción”, devolviéndoloasu estadobasalno reactivoo tripleté:

+ 0511 GS(ox.)ácidocisteico

Es posiblequeparala célulalas reaccionesanterioresseansólo parcialmente

útiles, puestoqueen ellaspuedenformarseradicaleslitres derivadosdel glutatión(OS»

pótencialmentetóxicos. El OSH tambiencontribuyea la eliminación en los organismos

aerobiosdel peróxidode hidrógenoy los peróxidosLipidicos, catalizadapor la glutatión

peroxidasa:

ROO!! + 20511=*ROH+GSSO+ 1120

OPx

El glutatiónoxidado (0550) puedeser reconvertidoa su forma reducida

mediantela actividadglutatión reductasadependientede NADPH:

OSSG+NADPH+H~NADP~ +20511

GR

Deestaformasemantienenenla célulaunosvaloresGSH/GSS0normalmente

altos (Formán y Fisher, 1981). Además del efecto protector directo del glutatión,

indirectamentecontribuyeal reciclaje de las vitaminas C y E (J’amiesonel aL, 1986;

Tirmensteiny Reed,1989).Cuandolas tensionesde oxigenoa lasque estásometidoun

tejido son tan altas que la regeneraciónde GSH a partir de su forma oxidada o la

producciónde NADPH no son suficientes,la relaciónOSH/GSSGdisminuye.En estos

casosel 0550puedeinactivarciertasenzimasformandodisulfurosmixtos:
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Enzima-SH+ GSSO : Enzima-SSO+ QSH

Como consecuenciade ésto resultan inhibidas la síntesisde proteínas,la

adenilatociclasay la fosforilasafosfatasa.Se han podido detectardisulfuros mixtos del

glutatión con otras enzimascelulares(Chanceel aL, 1979). El OSSO resulta ser una

sustanciaaltamentetóxica paralas célulasy deahíla importanciademantenersiempreuna

razónOSSG/OSHenormementebaja,mediantela reduccióndel OSSOpor la GR o por

la exportaciónactiva del mismo a travésde la membrana.Por estarazón seutiliza la

medidade estatasaOSSO/C*SHcomo uno de los estimadoresmás fiablesdel gradode

estrésoxidativo tisular. El casodel glutatiónesun claroejemplode cómo un mecanismo

protector puedeconvenirseen peijudicial cuando la tasa de generaciónde especies

oxidantesesexcesiva.

Cabemencionartambiénla participacióndel glutatión en el metabolismode

xenobióticos.Estosprocesosdetoxificadoressuelenincluir unaprimerafasedeconjugación

del compuestode quesetrateconel 0511 mediantela actividadde enzimasglutatión-S-

transfcrasas.

Hay que señalarque el glutatión no es esencialpara todoslos organismos

aerobios. Algunas bacteriasno lo poseen,aunque con frecuencia contienen otros

compuestostiólicos de funciónsimilar (Halliwell y Outteridge,- 1989).

-Acído ascórbíco

- El ácidoascórbico(vitaminaC) puedesersintetizadopor la mayoríade los

animalesy las plantas.Sin embargo,en algunasespecies(cobaya,primates,etc.) incluido

elhombre,no sesintetizay esunelementoesencialdela dieta.Al ácidoascórbicosele ha

asignadouna función antioxidanteen varias reacciones.Al oxidarse puedehacerlo

perdiendo un electrón o dos, dando lugar a semidehidroascorbato(oxidación

monoelectrónica)o dehidroascorbato(oxidaciónbielectrónica)respectivamente.



Introducción 59

20; 211202

2 0H + ascorbato dehidroascorbato+ 2 H20

2 ROO’ 2 ROOH

De estaforma puedereaccionarcon los radicalessuperóxido,hidroxilo o

peroxilo. ES necesarioque posteriormentese vuelva a reducir para mantenerasí ñu

capacidadantioxidante.Esto puedesucederno enzimáticamentepor reaccióncon 0511o

enzixnáticamentemediante la NADH dehidroascorbatoreductasa o la 0511-

dehidroascorbatoreductasa.Además,el ácidoascórbicotambiénpuedereaccionarcon el

oxígenoen estadosinglete devolviéndoloal estadobasal.Por tanto, el ácidoascórbico

participaen la defensaantioxidantedirectamente,secuestrandoespeciesactivasde02 e

indirectamente,porsuparticipaciónen la restauracióndel “pool” de vitaminaE reducida

(Formany Fisher,1981).

Sin embargo,paradójicamente,el ácido ascórbicoen presenciade Fe(Ifl) o

Cu(fl) puedepromoverlageneracióndeespeciesdeoxígenoactivas(OH, o, 11202)que

normalmenteseencargadeeliminar.Estaactividadprooxidantederivadesuhabilidadpara

reducir ionesFe(I11) o Cu(11) a Fe(U) y Cu(I) y 02 a o y 11202. De estáforma, en

presenciade Ff202 da lugar al radical hidroxilo. El hecho de que bajo determinadas

circunstanciaselácidoascórbicopuedaejercerestaactividadprooxidantehacequeel efecto

global dela vitaminaC dependadesuconcentracióny, sobretodo,de la disponibilidadde

trazasde ionesmetálicos.Serála relaciónácidoascórbicoFe(ll)/Fe(Ill) la quedetermine

su función antioxidanteo prooxidante(Niki, 1987; Stadtman,1991).De todasformas,el

efectoproaxidantedel ascorbatosemanifiestasólo ita vibx,, careciendode importanciaita

vivo en el individuo sano,en el que la concentraciónde Fe libre en las células es

enormementebajao nula.

Ácido úrico

El ácidoúricoesotro antioxidanteimportante.En los primatesla ausenciade

laenzimauricasaimpidela degradacióndelácidoúricohastaalantoina.Así,probablemente

permitequeesteácidoúrico,a concentraciónelevada,reaccionecon radicalescomo OH’,
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y ROO dandolugara 1120,11202y ROOH.Su importantecontribucióna la actividad

antioxidanteen el casoparticulardel hombreseatribuyea suelevadaconcentración,que

en algunostejidos se acercaa la saturación.Además,el ácidoúrico esun buenagente

quelante,especialmentede Fe2~ protegiendoasí al ácidoascórbicode la oxidaciónpor

parte de iones Fe y Cu, y es un excelenteextintor del oxígeno singlete. Dada la

imposibilidaddel ácidoúrico paraaccedery eliminarradicalesdentrode la membrana,se

proponeque lo que hacees eliminarlos radicalesgeneradospor el iniciador en la fase

acuosa,al igual queparecequeocurrecon elácidoascórbico(Niki, 1987).

El ácidoúrico, trassureacciónconel radicalhidroxilo, puedegenerarradicales

derivadosque,aunquesonmenosreactivos,no sondeltodo inofensivos.Es otro ejemplo,

comoocurrecon el 0511 o el ácidoascórbico,de que no sonantioxidantes“perfectos”

(Halliwell y Gutteridge,1989).

A pesardeserunasustanciaquesesueleasociarcon situaciOnespatológicas

porsutendenciaa precipitarsi seencuentraenel límite desaturación,como ocurreenel

hombre,dentrode la teoríade los radicaleslibrescomo causadel envejecimiento,seha

sugeridoincluso, que la gran longevidadde los primatesy del hombrepodría estar

relacionadacon la pérdidade la enzima que lo degraday el aumentonotablede su

concentracióntisular a lo largode la evolución(Amesel al., 1981).

-Otros

Incluimos aquí cualquiersustanciacapazde secuestrarionesmetálicoscuyo

papelen todala seriede reaccionesquemedianla toxicidaddel oxígenoesfundamental.

Entre éstasse encuentranproteínascomo la transferrina, ferritina, hemosiderinay

ceruloplasmina.Estesecuestronopuedesertotalmenteefectivoyaquelos ionesmetálicos

estánsiempreen tránsitoentresuslugaresde almacenamientoy los desuutilizaciónen la

célula(Halliwell, 1981).

Existenmuchassustanciascapacesdeactuarcomo“quencherso extintoresdel

02en estadosinglete,entreellasla moléculade agua,la histidina, el triptófano, cisteína,
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tirosina,metioninay otrosaminoácidos.El etanolpor ejemplo,reaccionarápidamentecon

el OH’, aunquesu concentraciónen un organismono sea suficientecomo para ser

consideradouna defensaútil. Muchosazúcares(manitol,glucosa,etc.)sontambiéncapaces

dereaccionarcon radicaleshidroxilo al igual queel formaldehído(Formany Fisher, 1981).

B. Liposolubles

- VitaminaE o «-tocoferol

La vitamina E o a-tocoferol parece ser el principal antioxidante en las

membranascelularesanimales.Sunombrehacereferenciaa uno o variosde los compuestos

fenólicosrelacionadosestructuralmentey conocidoscomo tocoferolesy tocotrienoles.Su

actividadsueleatribuirseal carácterreductordelgrupohidroxilo de su anillo cromanol;es

unamoléculaqueescapazdedonarun protón. Estehecho,y su altasolubilidaden lípidos,

le confieresu poderantioxidante,puesde estamanerapuedeaccederdirectamentea los

gruposperoxil,queserianreducidosahidroperóxidosy degradadoshastaalcoholesestables

por la vía de la QN, frenandode esta forma-la reacciónen cadenaque seproduceen la

fragmentaciónde los hidroperóxidoslipídicos.

LOO’ Glutatién,Ascorbato

LO’ Vitamina E-OH - (formas oxidadas)

LOO!! Vitamina E-O’ Glutatión, Ascorbato -

LOH (formas reducidas)-

La importancia fundamentalde esta reacción es que impide la fase de

propagaciónmultiplicativa, queesla principalcausantedel dañoperoxidativo.Tambiénes

posiblela reaccióncon radicalesalcoxil, lo queseriaútil en casode quela degradaciónde

hidroperóxidospor la vía de la QN no hubiesesido totalmenteeficiente.
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Los radicalestocoferiogeneradospuedenserreducidosde nuevoporvarios

agentes,entreellosel ácidoascórbico,generalmentepresenteen las células.Sin embargo,

estacesión electrónicadebeocurrir en la superficie de la membrana,en la interfase

lipídica-citosólica,ya queel ácidoascórbicoesunamoléculapolar queno puedepenetrar

en el interior hidrofóbicode la membrana.Deestaforma seregenerael a-tocoferolque

puedeactuarde nuevo (Halliwell, 1981).Estova a servital, ya que el “pool” de vitamina

E celularespequeñoy el sistemasólo esfuncional si la formareducidade la vitaminaE

seregeneraala mismavelocidadconla quesedegrada.Seplanteaasíla posibilidaddeque

ambasvitaminasC y E trabajenen tándemdesdeelpuntodevistarédox.Estaposibilidad

sehademostradoit, pUro, pero¡ti vivo aun no ha sido aclarada.

- VitaminaE-O’ + Ascórbicored Vitamina E-OH + Ascórbico~

Los efectosantioxidantesde las dosvitaminaspuedenseraditivoscuandolos

radicalesson generadosinicialmenteen la faseacuosa,o sinergísticoscuandosegeneran

enel interior de la membrana.Ademásdel ácidoascorbico,el OSHy la cisteínatambién

soncapacesde regenerarel a-tocoferol.

Sehacomprobadocómo ratasalimentadascon dietasdeficientesen vitamina

E son más susceptiblesal ataqueoxidativo, presentandoincrementosen los niveles de

peroxidacióntisular (Doni el aL, 1984)y distrofia muscular.Porotro lado, el «-tocoferol

esun potenteextintor del 02 enestadosingletepor lo quepuedeimpedir la iniciación o

propagaciónde la peroxidaciónlipídica por partede estamolécula.Aunqueel radical

hidroxilo y el superóxidopuedenreaccionaritt vito con el «-tocoferolno hay pruebas

suficientesqueindiquenqueestoocurraitt vivo (Formany Fisher,1981).

Seha sugeridotambiénquela vitaminaE podríaejercersuprotecciónfrente

a la peroxidaciónlipidica modificandola estructurade la membrana,afectandoal tipo de

ácidosgrasosquesonincorporadosy así,algunosautoreshablandeunaestabilizaciónfisica

de la membrana(Diplock, 1985).
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-Carotenoides

Los carotenoides presentes en los cloroplastos son de dos tipos

fundamentalmente:carotenosy xantofilas,quesonderivadosoxigenadosde los carotenos.

Los j3-carotenosson constituyentesimportantesde las membranasde los cloroplastosy

ademásse encuentranen algunasbacteriasy hongos.Estos p-carotenosson efectivos

extintoresdel 02 enestadosinglete;puedenreaccionarcon él previniendola peroxidación

lipídica. Estosecompruebailuminandoen atmósferasaerobiasplantasdeficientesen ~1-

carotenos;seobservaentoncescómo sedegradanlos cloroplastospordestrucciónde las

clorofilas y de las membranas.Si estaexperienciase repite en condicionesanaerobias

(impidiendode estaformala generaciónde02 enestadosinglete)los dañosobservados

sonmuchomenores.Además,los ~-carotenospuedenabsorberdirectamentela energíade

las clorofilasexcitadasimpidiendola formacióndel02enestadosinglete(Halliwell, 1981).

Porotro lado,los I~-carotenostambiénactúancomo atrapadoresde radicales.

Soncapacesdereaccionarcon radicalesalcoxil y peroxil,interrumpiendoasí la reacciónen

cadenade la peroxidaciónlipidica.

Debidoa suconcentracióny a la generacióndecantidadesimportantesde02

singletea nivel delos cloroplastos,sonvitalesparael mantenimientodelas membranasde

los tilacoidesenlasplantas.En los animales,enlos quesuconcentraciónesmuchomenor,

sufunción antioxidantenaturalesmenosclara. De todasformas,seha propuestoquela

ingestiónde ~-carotenoenelhombrepodríasuponerciertaproteccióncontraeldesarrollo

e incidenciadeenfermedadescomoel cáncero la artertoesclerosis.Además,el hechode

que la moléculade ~-carotenoestécompuestapor dos moléculasde vitamina A ha

estimuladotambiéninvestigacionessobreel posiblepapelantioxidantedel retinol (Niki,

1987; Halliwell y Outteridge,1989).

- Otros

En este grupo de defensasliposolubleshay que incluir a los estrógenos

(estradiol, estriol, estrona), cuyo papel antioxidante está siendo objeto de estudio
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últimamente(Sugiokael aL, 1987).Comoeradeesperarporsu estructura,la testosterona

tieneunaescasaactividadantioxidante.Siguiendoel razonamientorealizadoparael ácido

úrico, se podríatambiénespecularque la mayor longevidadde las hembrasde muchos

vertebrados,incluido el hombre,podría estarrelacionadacon estepapel antioxidante

diferencialde los estrógenosrespectoa la testosterona.

Tambiénsehacomprobadorecientementequela bilirrubina puedefuncionar

como antioxidante (Niki, 1987). Por último, señalarque existen otros antioxidantes

naturalesy tambiénsintéticosqueestánsiendoobjetodeestudio.

3.- ProteccIónmedIantesecuestrode Ionesmetálicos -

La importanciadelFey otrosmetalesen sistemasbiológicossedemuestrapor

supresenciaengrancantidaddeproteínasquerequierenestosmetalesde transiciónpara

suactividad.A lo largodeestaintroduccióntambiénsehapuestode manifiestoel papel

fundamentalquejueganestosmetalesde transiciónen la generaciónde radicalesy por

tanto, de daño oxidativo. DescribiremosahQraalgunosde los mecanismosque se han

desarrolladopara mantenerestos metalesligados y la importancia biológica de este

“secuestro”.

Enorganismosmulticelularesel transportedeFeestáaseguradoporlaproteína

plasmáticatransferrina.Se tratadeunaglicoproteínacondossitiosde unión paraFe(lfl).

Normalmentesólo estácargadaal 30%, lo que asegurala ausenciade Fe libre en el

torrentesanguíneo.Otra proteínasimilar a la transferr¡naesla lactoferrina,queaparece

en variosfluidos del cuerpoy en la leche.

El Fe transportadopor la transfeminadebeentrarenla célulaparapoderser

utilizado.Esteprocesoselleva acabovía receptoresespecíficos.Trasla uniónal receptor,

el complejoes internalizadomedianteun procesode endocitosis.La acidificaciónpermite

la liberacióndel Fe, que pasaal citoplasmacelular,mientrasque el complejoreceptor-

apotransferrinaesrecicladoalamembranaplasmática.La apotransferrina,encontactocon
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el fuido extracelular,dePHneutroo ligeramentealcalino,perderáafinidadporsureceptor

y seráliberadade nuevoa la circulación paraserreutilizada.

El Fe queno esinmediatamenteutilizado porla célulapasaaalmacenarseen

compuestosintracelularescuyo prototipoesla ferritina.Esta,raravez llega a saturarse¡ti

vivo y evita - de estaforma la acumulaciónde Fe no ligado a proteínasen la célula. La

deposiciónde Fe(II) en el interior de la ferritina implica su oxidacióna Fe(uI).El Fe

puedeserliberado por la acciónde quelantesde Fe(IH) o de Fe(ll) en presenciade

agentesreductoresy éstoocurremásfadilmenteapH ácido(Halliwell y Gutteridge,1984;

Crichton, 1987).

Ademásde la ferritina, existeotra importanteproteínaalniacenadorade Fe,

la hemosiderina.Se formapormodificaciónlisosómicade la ferritina.En tejidosnormales

la ferritina alniacenala mayorpartedel Fe y sólo unapequeñaparteseencuentracomo

depósitosdehemosiderina.Sin embargo,encondicionesdeexcesodeFepuedellegaraser

predominante.El pHácido favorecela liberacióndeFeporpartedeestaproteína,lo que

en situacionescomola inflamacióno la hipoxia la conviertenenunaposiblefuentedeFe,

implicándolaen la producciónde radicalesy el dañotisular (Ozakiel aL, 1988).

Existe un pequeño“pool” de Fe no ligado a proteínasen tránsito desdelos

lugaresde almacenamiento,en los queabunda,a los de utilización, dondees requerido;

perodiversosmecanismosseencargande queéstesealo máspequeñoposible.

EncuantoalCu, seencuentraunidoalaproteínaséricaalbúmina,enequilibrio

concomplejosde Cu.Enel hígadoel Cu seincorporaalaproteínaceruloplasmina,y ligado

de estaforma esliberadoa la circulación.La ceruloplasminaademástienepropiedades

antioxidantes,puesescapazdeoxidarel Fe(11)aFe(III). La mayorpartedelCii plasmático

seencuentraunidoa estaglicoproteinay el restoseunea albúmina,histidinay pequeños

péptidos.Laceruloplasminano liben Cu fácilmentey parecesernecesariasudegradación

paraqueel cobrequedelibre. Noparecequeencondicionesfisiológicaslos ionesCu den

lugar a la formaciónde radicales,debido a las altasconcentracionesde proteínasy de

albúmina,puesencasodeencontrarselibresseuniríanrápidamentea ellas;perosiempre
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cabeel dañoen un lugarespecificode la macromoléculaantesdeser“secuestrados”.

~1

Además de todasestasproteínas,también otras moléculascomo el ácido

ascórbicoy el úrico son capacesde unir ionesFey Cu, impidiendosuparticipaciónen la

producciónde radicales(Halliwell y Gutteridge,1989;Stadtman,1991).

De todos estosdatos se desprendeque los organismoshan evolucionado

intentandominimizar enlamedidade lo posiblela cantidadde ionesmetálicosdisponibles

de formalibre.

4.- Sistemasrenaradores

Incluimosaquílo quepodríamosllamarunasegundalíneadedefensacontra

el dañooxidativo. La mayorpartede los antioxidantesanteriormentedescritos,intentan

eliminar los radicalesantesdeque seproduzcael dañoy podríanconsiderarsecomola

primeralíneadedefensaantioxidante.La segundalíneaseencargarádeeliminarel daño

unavez producido.Ya hemoscitadolos mecanismosqueintentanrepararlos problemas

generadospor la peroxidación lipidica y ahora nos centraremosen los sistemasde

repara¿ióndel dañoal DNA y proteínas.

En elcasodelDNA, porsuvital importancia,existenvariosnivelesdedefensa.

En primer lugar, el DNA nuclear está compartimentalizadoen el núcleo lejos de

mitocondriasy peroxisomasdondesongeneradosgrancantidadde radicales.Además,la

mayor partedel DNA que no se estáreplicandose encuentrarodeadopor histonasy

poliaminasquelo protegendelos radicales,y lapropiaestructurade doblehélicedejalas

basesmásreactivasmenosaccesiblesa los agentesoxidantes.Porúltimo, la mayoríadelas

alteracionesque se producenen el DNA como consecuenciadel ataqueoxidativo son

eliminadasporeficacessistemasde reparaciónenzimáticos. -

Se tienenevidenciasde que existenvariasenzimasprocariotasy cucariotas

capacesderepararel dañooxidativo sobreelDNA pormecanismosdirectosy porescisión.

Algunas exo y endonucleasasreparanpreferentementeel DNA oxidado. Entre estas
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enzimasreparadorasde dañooxidativo en procariotasdestacala endonucleasaIII. En

eucariotaslos estudiosestánmásatrasados;sin embargopareceexistir cierto paralelismo

conlo descubiertoen procariotas.Sehancaracterizadovariasglicosilasasqueactúansobre

productosde oxidacióndel DNA. Tambiénsehaaisladounaendonucleasade mamíferos

muy parecida a la endonucleasaIII bacteriana. Se ha propuesto el término

“redoxiendonucleasas”paradesignara todasestasendonucleasasque intervienenen la

reparacióndel DNA oxidado(Pacifly Davies,1991).

Ademásdelos mecanismosde reparaciónporescisión,puedeexistir reparación

directade basesalteradasdel DNA poroxidación.Sehandescritoglutatión transferasas

y peroxidasasqueutilizan hidroperóxidosde timidina comosustratos(Ketterery Meyer,

1989).

Seha sugeridoqueel dañooxidativo podríaserun mecanismoporel cuallas

célulascontrolaríanladegradacióndedeterminadasproteínas,puessehacomprobadoque

la oxidaciónda lugara un importanteincrementode la susceptibilidada la proteolisis.La

oxidación en residuosde aminoácidosdiscretosservirlade marcadorpara los sistemas

proteolíticos.Hoy sesabequesetratade sistemasproteolíticosno dependientesdeAl?

ni deCaparalos quesehapropuestoel nombredemacroxiproteinasa(M.0.P.). Se trata

de un grancomplejodeunos670 kDa,cuyo sustratopreferentesonproteínasmodificadas

poroxidación.El complejoesinhibido porcompuestoscon grupossuilbidriosy serinasy

porquelantesdemetalesde transición.SupH óptimo estádentrodelrangoalcalino(7,8).

Parecetenersitioscatalíticosmúltiples(al menostres)y estarformadopor8 subunidades

polipeptidicasdistintas.Todasestascaracterísticashanllevado a identificar estecomplejo

con los complejosdeproteinasasneutras/alcalinasque hablansido aisladasen unagran

variedaddecélulascucariotasy de lasqueno seconocíaunafunciónclara.Seproponeque

estossitemashabríansido diseñadosen la evolución para eliminar proteínasoxidadas

(Paciflel al., 1989;Pacifly Davies,1991).

Estetipo de sistemasproteolíticoshansido encontradostambiénenla matriz

mitocondrial(Marcillatel aL, 1988)y algunosautoresproponenun descensode actividad

proteolíticacon la edad,lo quesupondríaunaacumulacióndeproteínasoxidadas(Starke’
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Reedy Oliver, 1989).

VII. TEORIA DE LOS RADICALES LIBRES Y ENVEJECIMIENTO

La teoríadelos radicaleslibrescomocausafundamentaldelenvejecimientofue

propuestaporprimeravezporDenhamHarnianen 1956, aunqueya RebecaGerschman

hablaapuntado,cómo unapequeñaineficaciade los sistemasantioxidantespodíaserun

factor importanteen el fenómenode envejecimiento(Gerschmanel aL, 1954).Harman

postulaqueel envejecimientosedebealdañoquelos radicaleslibres deloxígenoproducen

en los tejidos. Estosradicalesson generadosduranteel metabolismoaerobionormal.Se

calculaque entreun 1-7% del flujo de oxígeno (probablementealrededorde un 1% en

condicionesnormales),a travésde la cadenarespiratoria,da lugar a la formación de

radicaleslibres quepuedenserconsideradoscomo-“escapes”.La pequeñaproporciónde

estosradicalesquenoseaeliminadapor lasdefensasantioxidantes,cuyaeficaciano esdel

100%, puededañarlos componentescelulares.Estedañoserálento pero constantey se

acumularácon la edad.

El hechode que los radicalesse generenen las célulasaerobiascomo un

productosecundariode la reduccióndel oxígeno en la mitocondria,esel nexode unión

entrela teoríade radicaleslibresy las de “tan de vida”.

La correlacióninversaentrelongevidadmáximay tasametabólicaesquizáuno

delos pricipalesapoyosdela teoríaderadicalescomoexplicacióndelenvejecimiento,como

pone de manifiestoCutler en varios de sus trabajos(Cutler, 1984; Cutler, 1991). Se

entiendepor longevidadmáxima, la longevidaddel último individuo en morir de una

especie,aunquealgunosautoresutilicen el último 10% de la población.La longevidad

mediaesla mediadelas longevidadesde los individuosdeunaespecie.El productode la

longevidadmáxima<LSP o MLSP) por la tan metabólicabasal(SMR) esun producto

bastanteconstanteparamuchasespeciesy sedenominapotencialenergéticovital (LEP).

Incidiendosobreestepuntosehanrealizadotrabajosenlos quesemodificael metabolismo

basal. De esta forma se sabe que situacionesque producenun aumentode la tan

metabólicacomopuedenseraumentosde temperaturao, al menosendípterosel ejercicio
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aceleranla tasadeenvejecimientoy aumentanla concentraciónde productosdeoxidación

como n-pentano,sustanciasTBA positivas,GSSG, etc. La relacióncon los radicaleses

obvia,amayormetabolismomayorgeneracióndeespeciesactivasde02 y por tantomayor

dañooxidativo (Miquel el aL, 1976; Buchany Sohal, 1981; Sohal y Buchan, 1981).Sin

embargo,la relaciónlongevidadmáxima-radicaleslibresno estátanclara.

Lo quesi sehacomprobadoesquela administraciónde antioxidantescomo

la vitamina E, en dosisadecuadas,sueleaumentarla vida mediaen nematodos,moscas,

ratasy ratones,produciéndoseunarectangularizaciónde las curvasde supervivencia.Sin

embargo,algunosautoresdiscutenestosresultadosen roedoresy mantienenqueéstosólo

esasíenel casode animalessingénicos,perono encepassalvajes.

Porotro lado,seríaimportantepodermedirlasconcentracionesrealesde estas

especiesactivasde oxígeno,sin embargoestono esfácil debidoasubajaconcentración¡ti

vivo y sucortavida media.El quela tasade generaciónde radicalesaumentecon la edad

o disminuyael nivel de defensasantioxidantesno es necesariopara darvalidez a esta

teoría,aunquesi así fuese,seriaotro datoa favor.

En estesentidohayquedestacarlos trabajosdelgrupodeSohalque,utilizando

siempreinsectoscomomaterialbiológico,handemostradocómocon la edadseproducen

incrementosenlos nivelesden-pentano,asícomode sustanciasTBA positivas(SohalelaL,

1985)y glutatiónoxidado(Sohalel aL, 1983)al mismotiempoqueseobservandescensos

de las defensasantioxidantestanto enzimáticascomono enzimáticas(Sohalel aL, 1983).

Sin embargo,en trabajosmásrecientes,realizadosen mamíferos,no obtienen

resultadossimilaresy los patronesde descensocon la edadno sontan claros(Barja de

Quirogae:al, 1990a;Pérezel aL, 1991;Sohalel aL, 1990c;BariadeQuirogaelal, 1992).

Sehan descritoencambioincrementosen la generacióndeH202y o; conla edadtanto

eninsectos(Sohaly Sohal,1991)como en mamíferos(Sohalel aL, 1990d)y la correlación

inversaentrelongevidadmáximay generaciónde especiesactivas de 02 (Sohal el aL,

1990c).
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Otrostrabajosmuestranun descensode la generaciónderadicalsuperóxidoy

peróxidodehidrógenoen mitocondriasdesdeel adultoal individuo viejo (Floyd elaL, 1984;

Muscari el aL, 1990; LeBel y Bondy, 1991). Por otra parte,si los radicaleslibres están

directamenteimplicadosen el envejecimiento,podemosesperarque especiescon mayor

longevidadmáximatengannivelessuperioresde defensasantioxidantes.En estadirección

apuntanlos trabajosde Cutler, que muestrancomolos nivelesde la enzimaantioxidante

SOD correlacionanpositivamentecon la longevidadmáximade distintasespecies.Cutler

ademáshaencontradocorrelacionespositivasentrelongevidadmáximay concentraciones

de ácidoúrico, carotenoides,«‘tocoferol y ceruloplasminaaunquesólo hay correlación

cuandolos resultadossedividen porelconsumode oxígenobasaldelanimalcompleto.La

resistenciaa la autooxidaciónes otro parámetroque correlacionapositivamentecon la

longevidad,mientrasquelos nivelesde sustanciasTEA-positivasmuestranunacorrelación

inversa(Cutler, 1984; Cutler, 1986).

Sin embargo,antioxidantestan importantescomo la glutatiónperoxidasa,el

glutatióno las glutatióntransferasasno correlacionanni siquierareferidosa consumode

oxígeno,comosehacomprobadorecientemente,reafirmandoestadisparidaddepatrones

(Sohalel aL, 1990b).Por otro lado existendatosque demuestrancómo dentrode una

mismaespecie,cohortesmás longevasde moscasestánasociadasa nivelesmásaltosde

antioxidantesy menoresde productosde reaccionesde radicales(Sohalel aL,1986).

A la vista de estos datos Cutler, defensorde los radicaleslibres como

explicacióndelenvejecimiento,proponelo queél denominahipótesisdeenvejecimientopor

desdiferenciacióny determinantesde longevidad.Los radicaleslibres,poracciónsobreel

aparatogenéticocelular,provocaríanunaregulaciónde losgenesinadecuada,alterandoel

estadode diferenciacióncelular.Por tanto, el envejecimientoesel resultadode unafalta

naturaldeestabilidadde la regulacióngenéticay la longevidadseráfruto deprocesosque

estabilicenla expresióncorrectade los genesy, en definitiva, el estadodediferenciación

celular.Los antioxidantesserianentoncesconsideradoscomo determinantesdelongevidad

(Cutler, 1991).
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Entrelas criticas que recibe la teoríade los radicales,como explicacióndel

envejecimientoseencuentrael hechode que en muchasocasiones,la administraciónde

antioxidantesexógenosno haconseguidoaumentarla longevidad.A esterespectosepuede

añadirquela administracióndeantioxidantesno siempresignificaqueéstoslleguenal lugar

degeneraciónderadicalesy portantodondeseproduceel daño,ni queconsigandisminuir

la concentrációnde radicales.Además,hoy seaceptaquelos antioxidantesendógenosse

encuentranbajocontrol homeostático,por lo que incrementosde un antioxidanteserian

compensadoscon descensosdeotro (Cutler, 1984).

Cuandosecomprobóquelasdietasderestriccióncalóricaconseguíanaumentar

la longevidadmáxima,pero no provocabanun descensodel metabolismo,seconsideró

comounanuevacontradiccióndela teoríaderadicales.Sin embargo,sehaconstatadoque

ratas sometidasa dietasde restricción calórica presentanen determinadosórganos

actividadesde SOD y CAT superioresa las de animalesalimentadosad libitwn. Cabe

señalara esterespectola preguntaquesehacenhoy endía muchosinvestigadoressobre

si la restriccióncalóricaeso no esun buenmodeloparael estudiodel envejecimiento.

Quizá los animalesrestringidossean el control y estemosestudiandoel efecto de la

sobrealimentaciónacortandola esperanzade vida.

Matizando un poco estaexplicacióndel envejecimientodebidoal dañoque

causanlos radicales,Miquel y suscolaboradoreshan propuestouna teoríaqueatribuyeel

envejecimientoa la inactivacióndel genomamitocondrialde.célulasdiferenciadas.

El genomamitocondrialseríaelblancoprincipaldelataquedelos radicalesmás

que las biomembranas.Susíntesistiene lugaren la membranainternamitocondrialmuy

cercadelos lugaresdegeneraciónde especiesactivasde oxígenoy desusproductoscomo

son los hidroperóxidosy el MDA. Este hechojunta con el dato de que el genoma

mitocondrial, a diferencia del nuclear, carecede la protección de las histonasy de

adecuadosmecanismosde reparaciónle haceespecialmentevulnerable.Se trata además

de un genomamuycomprimidoy sintéticoqueprácticamentecarecedesecuenciasqueno

codifiquenpor lo quelas mutacionesdeésteresultaránmuypeligrosas.
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El genomamitocondrialcontrola la síntesisdevariasproteínashidrofóbicasde

la membranainternay es necesarioparala división de la mitocondria,por estarazónla

mutacióno inactivacióndel mtDNA impediráuna replicaciónnormalde estosorgánulos

y dará lugar a un descensoen la producción de ATP. Este proceso afectará

fundamentalmentea las célulasdiferenciadas,por su elevadoconsumode oxígenoy será

el responsabledelapérdidadecapacidadparadesarrollarlasfuncionesfisiológicas(Miquel

y Flerning, 1984; Miquel. 1991).

FuerontambiénMiquel y suscolaboradoreslos primerosendemostrarquelas

célulaspostmitóticasde los insectosacumulanlipofuscinaconlaedad(Miqueleíal, 1977).

La lipofuscina es uno de los biomarcadoresde envejecimientomás universalmente

aceptado.Sin embargo,susignificadono acabadeestarclaro.

Suformaciónseha investigadomedianteestudiosmorfológico-citoqulmicosy

bioquímicos.La lipofuscinatienesuorigenenun procesodeautofagocitosisenelqueestán

implicados lisosomas. La fusión de vacuolasautofágicascon lisosomas primarios y

secundarjosesseguidade degradacióny digestiónpor partede enzimashidrolíticas.Los

residuossin digerirsedenominanlipofuscina.Bioqulmicamenteseimplica abasesdeSchiff

conjugadascomoresponsablesdela fluorescenciadelos gránulosde lipofuscinay también

se habla de peroxidación de lípidos y puentes cruzados entre distinto tipo de

macrobiomoléculas.

Sesabequela acumulacióndelipofuscinaestádirectamentecorrelacionadacon

la tasametabólica(Sohaly Donato,1979;LymanelaL, 1981;Papafrangosy Lyman, 1982)

y tambiénque aumentacon la edad.Lo que no estátan claro, puesno hay evidencias

directasbu vivo, esla relaciónradicaleslibres-lipofuscina,aunqueexistenalgunostrabajos

queasílo manifiestan(Thawel aL, 1984).

En resumen,muchasde las evidenciasque ligan a los radicaleslibres con el

procesodeenvejecimientosoncircunstanciales.Sin embargo,tampocoexistenpruebasque

contradigansuposibleimplicación.
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Las evidenciasdisponiblesque apoyanla teoríade los radicaleslibres como

causafundamentaldelenvejecimientosondecaráctercircunstancial.Algunasprovienende

estudiosdescriptivosque comparannivelesbasalesdeparámetrosrelacionadoscon los

radicales,como antioxidanteso productosde peroxidación,en distintas especies,con

diferenteslongevidadesmáximasy tasasmetabólicas(Sohalelal, 1990c;Cutler, 1991).

Perola mayorpartesonel resultadode trabajosquecomparanestosmismos

nivelesbasalesen animalesjóvenesy viejos, observandoel efecto de la edad.En este

sentidono existenpatronesclarosde variacionesy sehandescritoaumentos,descensosy

ausenciade cambiosen los nivelesdeantioxidantes(BarjadeQuirogael aL, 1990a;Baija

deQuirogael aL, 1992).

Sin embargo,un descensode la capacidadantioxidantecon la edadno es

necesariopara validar esta teoría y sólo supondría una aceleraciónde la tasa de

envejecimiento,casodesercierto. El postuladocentraldela teoríade los radicaleslibres

esquelas defensasantioxidantesno tienenunáeficaciadel 100%y la presenciacontinua

de bajasconcentracionesde radicalesen los tejidos es la causantedel fenómenode

envejecimientoen todaslas edades,desdeel adultojovenal animalenvejecido.

Una terceraaproximaciónal problemason los estudiosexperimentalesque

analizanlos efectossobrela longevidad,demanipulacionesdeantioxidantesendógenosa

lo largodelciclo devida del organismo.Los trabajosdeestetipo sonmuyescasosdebido

a las dificultadesqueplanteandadala necesidadde un elevadonúmerode animalespara

elaborarlas curvasde supervivenciay la largaduraciónde los experimentos.Además,los

pocosrealizadoshastala fechaen relaciónconlos radicaleslibreshantenidocomoobjeto

a los insectos (animales con una elevadísimarespiración basal), usando además,

homogenadosdeanimalcompleto(Sohale:al, 1984)con los consiguientesproblemasque

éstoplanteaa la hora devalorar los resultados.



Objetivos 75

Teniendoen cuentatodasestasconsideraciones,y en un intentode contribuir

aaclararel posiblepapelde los radicalesen el fenómenode envejecimiento,acercándonos

a los vertebrados,nos planteamosestetrabajocon una doble aproximación,descriptivay

experimental,a largoplazo.

La especieelegida,Ranaperal, reuneuna seriede requisitosque la hacen

especialmenteinteresante.La mayor partede los trabajos en este campo han sido

realizadosen insectosy roedores,quetienentasasde consumode oxígenomuy elevadas

(10-100vecesla del hombre)y unalongevidadmáximabastantecorta.A peral tieneuna

longevidadmáximadesieteaños,quecasi duplicala de los roedoresde laboratorioy por

otro lado, un consumode oxígenode uno a dosórdenesde magnitud inferior al de

roedoreseinsectosy bastantesimilaral de mamíferosde tamañomediocomo el hombre.

Diseñamosel experimentode forma que durantelos tres añosde duración

cubriésemostodoelperiodode envejecimientodeestaespecie,desdeel individuoadulto

madurodedosañoshastalos sieteaños,longevidadmáximadeRperal.

- Partiendode animalesjóvenesy viejos, a lo largo de estos tres años,nos

propusimoscomprobarel efectodelaedadsobrelos distintossistemasantioxidantes.Esto

nospermitiría aclararsi estasdefensasantioxidantesdisminuyeno no. En segundolugar

y como aproximaciónexperimental,nospropusimosinhibir una delasprincipalesenzimas

antioxidantes,la catalasa,paracomprobardeestaforma el efectode la manipulaciónde

un antioxidantesobrela longevidad.Porestudiospreviossabíamosqueel tratamientocon -

3-amino-1,2,4-triazoles un modelo experimentalcon el que se consiguenanimalescasi

totalmentedeficientesencatalasaen todoslos tejidosestudiados(BarjadeQuirogaelal,

1989b;López-Torreselal, 1990a)con muy buenatolerancia,al menosa medioplazo.

La medidade un elevadonúmerodeantioxidantessediseñóparacomprobar

la supuestacapacidadcompensatoriaentredefensasantioxidantes(Cutler, 1984),asícomo

paraevitarlaausenciadedeteccióndecambiosdealgúnantioxidanteendógenoimportante

no incluido en el estudio.Además,se valoraronla actividadcitocromoc oxidasay el

consumode oxígenodel animalcompletocomocontrolesde capacidadacróbicamáxima
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y basal, la peroxidación tisular itt vivo e itt vitro (test del TBA) y los niveles de

malondialdehído“verdadero”por I-IPLC.

Por último, el estudioseha realizadoen cuatroórganoscuya elecciónha

obedecidoa distintoscriterios.El hígadoy el riñón son dos de los tejidos que muestran

mayor tasade generaciónde radicalesen condicionesnormalesitt vivo. El pulmónesel

órganovital expuestoa tensionesde oxígenomáselevadasitt vivo y sufre importantes

cambioscon laedad(ThibeaultelaL, 1990); además,sonmuypocoslos trabajossobreeste

temaen dicho órgano.Y en cuantoal cerebro,ésteha sido elegidoanteriormentecomo

órganocentral para poner a pruebaestateoríapor su carácterpost.mitótico, por los

importantescambiosqueexperimentacon laedady porsupapelreguladorenrelacióncon

todo el organismo.Peroademás,presentaotrascaracterísticasadicionalescomo son su

elevadoporcentajede ácidosgrasosinsaturados(muy sensiblesal ataqueoxidativo), la

abundanciade sistemasgeneradoresde radicales(catabolismode neurotransmisores,

abundanciadehierro)y susbajosnivelesdeantioxidantesendógenosen comparacióncon

otrosórganos.



MATERIALES Y METODOS



1. DISEÑO EXPERIMENTAL

En el diseño experimentalde estetrabajo tuvimos en cuenta dos factores

simultáneamente,la edad y el tratamientocon inhibidores de sistemasantioxidantes

endógenos.

De los 529 animalesadultosdellanaperal capturadosenla naturalezay tras

la determinaciónde la edadindividual, seconstituyerondospuposde 110 animalescada

uno: jóvenes(2 añosdeedad)y viejos (4 y 5 añosdeedad).Ambos grupossedividieron

a su vezendos subgruposde 55 animalescadauno, controlesy tratadoscon inhibidores

de enzimasantioxidantes.El restode los animalesfue descartado.

En estoscuatrogruposexperimentalessevaloraronlos siguientesparámetros:

- Pesode animalesy órganos.

- Medidadelconsumode oxígenódel animalcompleto.

- Actividadcitocromoc oxidasa.

- Actividadesdeenzimasantioxidantes:catalasa,superóxidodismutasa,glutatión

peroxidasasy glutatiónreductasa.

- Concentracióndeproteínas.

- Peroxidacióntisular itt vivo e itt vito y MDA.

- Sistemadel glutatiónGSSGy GSH. -

- Acido ascórbico.

Estasvaloracionesse realizaronen hígado,pulmones,riñones y cerebro.

Además,se llevó a cabo un estudio a microscop!aóptica de la glándula tiroides y a

microscopia electrónica de la corteza cerebraL Por último, se calculó la tasa de

supervivenciaa lo largode todoelperiodoexperimentaL
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Las medidasserepitierondurantetresañosconsecutivos1989, 1990y 1991.De

estemodo obtuvimoslos siguientesgruposde trabajo:

1989

(2,5 meses)

JOVENES

(110aniniales)

VIEJAS

(110 animales)

CONTR. (8)

TRAT. (8)

CONTR. (8)

TRAT. (8)

1990

(14,5 meses)

CONTR. (6)

TRAT. (6)

CONTR. (6)

TRAT. (6)

1991

(26,5meses)

CONTR. (6)

TRAT. (6)

CONTR. (6)

TRAT (6)

4 MESES

FASEACLIMATACION

33 MESES

FASEEXPERIMENTAL

Entreparéntesisapareceelnúmerode animalessacrificadoscadaañoparalas

valoracionesbioquímicas.El restodeJosanimalesfue utilizadoparaelaborarlas curvasde

supervivencia. -
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II. MATERIALES

1.- ?rndnsto¡

- . Acetonitrio (Scharlau)

- Acido ascórbico(Merck)

- Acido clorhídrico (Merck)

- Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico(Sigma)

- Acido nítrico (Panreac)

- Acido ortofosfórico(Merck)

- Acido perclórico(Merck)

- Acido sulfúrico(Panreac)

- Acido 2-tiobarbitúrico(Sigma)

- Acido tricloroacético(Panreac)

- Albúmina bovina(Sigma)

- Aminotriazol(3-amino-1,2,4-triazol)(Sigma)

- Azida sódica(Sigma)

- Bromurode miristiltrimetilamonio (Aldrich)

- Butilhidroxitolueno(Sigma)

- Carbonatosódico(Merck)

- Cianuropotásico(Merck)

- Clorurodemanganeso(Sigma)

- Cloruro sódico(Panreac)

- EDTA Na2 (Sigma)

- Etanol(Panreac)

- Ferricianuropotásico(Sigma)

- FerrocitocromoC (Sigma)

- FiltrosdemuestrasMFS-3, diámetrodeporo0,5 Mm y 0,45 ~m (MPS)

- Fosfatobipotásico(Panreac)

- Fosfatomonopotásico(Panreac)

- Fosfatomonosódico(Merck)
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- Glicerol-gelatina(Merck)

- Olutaraldehido

- Olutatión oxidado(Sigma)

- Glutatiónreducido(Sigma)

- Glutatiónreductasatipo III de levadura<Sigma)

- - HematoxilinaEhrlich (Merck)

- Hidroperóxidodecumeno(Sigma)

- Hidróxido potásico(Panreac)

- Hidróxido sódico(Merck)

- Lubrol (Sigma)

- Malondialdehído(Merck)

- Membranade diálisis Servapor,diámetrodeporo6 mm (Sena)

- Mercaptoetanol(Sigma)

- Metanol(Scharlau)

- NADH (Sigma)

- NADPH (Boehringer)

- N-butanol(Sigma,Merck)

- Nitrógeno-R(SEO)

- Peróxidodehidrógeno(Merck)

- Reactivode Folin-Ciocalteau(Panreac)

- Sodio fosfatosecundario(Scharlau)

• Sulfatodecobre(Probus)

- Sulfatodehierro (Panreac)

- Superóxidodismutasa(Sigma)

- Tartratosódico-potásico(Merck)

- Tris <Merck)

- Triton-X-100(Sigma)

- Vinilpiidina (Aldrich)
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2.- Equipo Instrumental

- AgitadorVórtex HEIDOLPH reax íD

- BalanzasdeprecisiónSAUTER404 y SARTORIUS

- Bañotermostatizadocon agitaciónGRANT INSTRUMENTS 55 30 A- 13838

- Bombapara HPLC GILSON 305con módulo manométrico805

- CentrífugarefrigeradaKONTRON HermleZK 365

- CentrífugarefrigeradaSORVALL INSTRUMENTS RCSC

- ColorímetroATOM Data-testatom366

- DetectormultigasDRAGERparaCO2

- DetectorUV GILSON 115 de longitud deondavariable

- Electrodode oxígenoEIL-1521

- EspectrofotómetroMILTON ROY spectronic1201 y 601

- HomogeneizadormecánicoWHEATON I?NSTRUMENTS

- Homogeneizadorestipo POBEL

- Incubadorcon agitaciónDUBNOFF PRECISIONSCIENTIFIC

- IntegradorMILTON ROY CI-4100

- InyectorparaHPLC RHEODYNE(7125)

- Medidorde oxígenoEIL-1520

- MicroscopioelectrónicoZEISSEM 902

- - Microtomo de congelación

- Multiagitador magnéticocon placatérmicaSBSA-OS

- Pipetasautomáticas(3ILSON, KARTELL y VARI

- pH/mV-metroCRJSOND-501 13145

- SonicadorVIBRA CELL SONICSMATERIALS

- Termostatizadorcon agitación B. BRAUN 3656 Y P SELECTA tectron

3000543

- UltramicrotomoREICHERT-JUNGULTRACUT E
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3.- Animalesde exuerimentadón -

Parala realizacióndeestetrabajosehanutilizado individuosadultosdeambos

sexosde la especiellanaperal (Seoane,1885).

Estaespecieperteneceala ClaseAnuros, OrdenEuanurosy FamiliaRánidos

de la cualseconocenespeciesfósiles desdeel Mioceno.Se incluye dentrodel conjunto

denominadocomo “ranasverdes”de Europay-Norte de Africa, en el que figuran entre

otras: llana Ridibunda (Pallas, 1771), llana esculenla (Linneo, 1758), llana sa/zañca

(Boulenger,1917),llana !essonaeetc.Estasespeciesresultandifíciles de distinguir, por lo

que ha habido problemassistemáticos.Por estarazón, la llana peral fue considerada

durantemuchotiempocomounasubespeciedellana ridibunda.Hoy, graciasal empleode

técnicaselectroforéticase inmunológicas(Tunner y Unel, 1974; Uzzel, 1982) se ha

aceptadosu validez específicacomo llanaperal, siguiendola denominaciónoriginal de

LópezSeoaneapartir deejemplaresdescritosenLa Coruña.

Los animalesutilizados en este trabajo fueron capturadosen Pontevedra

(Galicia)duranteel veranode 1988.Desdeesemomentosemantuvieronenel laboratorio,

en acuaterrariosdc 16560 cm3 (23x48x15 cm), con agua desdoradaque se renovaba

completamentedosvecespor semana.

Secontrolaronla temperatura(20±20C), el fotoperiodo(12:12), la humedad

relativa (80±5%) y la presiónatmosférica(710±20mmHg).

Los animalesfueron alimentadosdosvecespor semanacon lanasde mosca

Protophormia lenunovae.Además,y como suplementode estadieta, se les suministró

alternativamentehígadodepollo y uncomplejovitamínicounavezal mes.La composición

porcada1,3 g deestecomplejovitamínicomineralerala siguiente:

- VitaminaA ísoaul

- VitaminaD
3 400 LII
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- VitaminaE 30 UI

- VitaminaC 150 mg

- Nicotinamida30 mg

- VitaminaB1 10 mg

- VitaminaB6 6 mg

- . Vitamina 5 mg

- Vitamina 12 pg

- Acido pantoténico15 mg

- Acido fólico 0,4 mg

- Magnesio100 mg

- Hierro 18 mg

- Potasio5 mg

- lodo0,15 mg

- Zincl5mg

- Cobre2 mg

- Molibdeno 0,2 mg

- Manganeso1 mg

- Calcio 45 mg

- Fósforo35 mg

- Biotina45 pg

- Inositol50 mg

• Excipiente:lactosa,otrosexcipientes.

Sesuministraron35,5mgdeestecomplejovitamínicoporrana,cadadosmeses,

lo quesuponeel mantenimientode los requerimientosmínimos, no unasuplementación

vitamínica.

El pesode los animalessecontrolótrimestralmentedurantetodo el periodo

experimental.
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lii. METODOS

1.- Determinacióndela edadporesoueletocronoloufa

Paraponeren marchaesteestudioresultababásicoe imprescindibleconocer

la edad de los individuos. De los distintos métodos indirectos que existen para la

determinacióndela edad,el análisisdelaestructuradelhuesoporesqueletocronologíanos

parecióun métodoseguroy apropiadoparanuestrosanimales.Estemétodosebasaenla

presenciade líneas de crecimiento en el huesoque puedenvisualizarse en cortes

histológicosdel mismo.Las lineasde crecimientosonclaramentevisiblesen las falanges,

por lo queparala determinacióndeedadbastacon amputarun dedoal animal.

Duranteel veranode 1988 secapturóenPontevedra(Galicia)un totalde 529

animalesadultosde It peral, machosy hembras,y se procedióa detenninarla edad

individualmentemedianteestatécnica.Paraello seutilizó la falangeterminaldel tercer

dedo de la pataderecha.Las falangessedescarnarony se utilizó ácido nítrico al 3%

durante75-90minutosparadescalcificar.Despuésde lavarduranteunahoracon un flujo

constantedeaguaparaeliminarel agentedescalcificante,las zonascentralesde las diáfisis

secongelaronpara,seguidamente,realizarcortesde 15-25 pm con un microtomode

congelación.Los cortessesumergieronen aguadestiladay setiñeroncon hematoxilina

Ehrlich durante45-60minutos.Se lavaronde nuevoenaguadestiladay semontaronen

glicerol-gelatina.Laspreparacionesseestudiaronal microscopioóptico.

La edad de cada rana se estableciócontandoel número de líneas de

crecimiento(RL) presentesen los cortes(Smirina, 1972; Castanet,1975)y considerando

el margenexternodel huesocomo unalínea(Figuras1 y 2).

Además,paracomprobarque sólo sedepositaunalínea de crecimientopor

alio, seanalizaronlas falangesde variosanimalesnadamásllegaral laboratorioy despues

de un año en el mismo. Duranteel invierno de ese año en el laboratorio,los animales

estuvieronencondicionessimuladasdehibernación(10±20<2y ayunoparcialdeNoviembre
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a Mano).En todoslos casossedepositóunaclaralínea decrecimientodespuesdel año

en cautividad.

Por otro lado, para detectarposiblescasosde reabsorciónde anillos de

crecimiento, se realizó un estudio morfométrico en una muestra de falanges

correspondiéntesalos distintosgruposdeedad.Los diámetrosinternosdelperióstiofueron

siempremáspequeñosquelos diámetrosexternosde los individuos másjóvenes,lo cual

indicabaqueno existíareabsorción(PatónaaL, 1991).

2.- TratamIentocon antínotriazol(A’fl y díetíldltlocarbamato(DDCfl

El aminotriazol(3-amino-1,2,4-triazol)ha sido utilizado en estetrabajopara

conseguiranimalesesencialmentedesprovistosdeactividadcatalasa(CA]). Estecompuesto

escapazde inhibir la actividadcatalasadebidoa queforma un complejoinactivocon la

enzimaen presenciadeH202 (Allen et aL, 1983; Yusaa aL, 1987).Estainhibición es

totalmenteirreversible.

- En un principio y para conseguirinhibir la actividadsuperóxidodismutasa

(SOD)utilizamosdietilditiocarbamato(DDC), un quelantedecobre,capazdeproduciruna

marcadainhibiciónde la actividadSOD k, vivoe b viím (Heikkila ci aL, 1976;Heilckila y

Cohen,1977; Sohalel aL, 1984). - -

Los dosgruposde animalestratados,jóvenesy viejos, recibieroncadados

semanasunainyecciónintraperitonealdeunasolucióndeAT y DDC en salinofisiológico.

Las dosisutilizadasfueron1 mg/gdepesodelanimalenel casodelAT y 0,02mg/genel

del DDC. El volumentotal inyectadofue de 0,02 ml/g depesodel animal.

Nuestroequipoya hablautilizadoelAT entrabajosanteriorescon estamisma

especieanimal(Figura3),porlo quelasdosisestabanbastanteestablecidas(LópezTorres,

1988; Barja de Quirogael aL, 1989b; López-Torresel aL, 1990a).A pesarde ello, en

experimentosprevioscomprobamosqueestasdosisdeAT y DDC erancapacesdeproducir
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una inhibición quevariabadesdemásdel 90% en el hígado,al 85% en el pulmóny 75%

enel cerebroenel casodela actividadcatalasa,e inhibicionesdel 79% en el cerebro,45%

en el hígadoy 32% en el pulmón en el caso de la SOD, una semanadespuésde la

inyección.DichadosisdeDDC no teníaefectosletalesa medioo cortopíazomientrasque

al aumentarlase manifestabanestosefectos,produciéndoseun descensoprogresivodel

LT50.

DDC (mg/g) LT~

1 24h

0,25 60h -

0,1 43 días

0,02

Sin embargo,el tratamientoa largo plazo con DDC no resultó eficaz. Se

producíanrecuperacionesde la actividadSOD, por lo quetras 2,5 mesesde tratamiento

experimentalseeliminó estecompuestodel volumen inyectado.

3.-MedIda del consumode oxf~eno -

Las medidasde consumode oxígenose llevaron a cabo en una cámara

termostatizadalo que permitió un controlde la temperaturaa lo largodel experimento.

Además,serealizaronmanteniendoel fotoperiodoal queestabanaclimatadoslosanimales

y a las mismashorasdel díaparaevitarposiblesefectosdebidosa los ritmoscircadianos.

El consumode oxígenodel animal completo ((‘02) se midió a 250<2 en

respirómetrosde4,85 1, especialmentediseñadosparaello y quecontenían50 ml de agua

-desdoradaenla base.Cincoanimalesen condicionespostabsortivasfueroncolocadosen

laparteinferiordelrespirómetroparacadaseriedemedidas.El espacioerasuficientepara

evitarestresara los animales,eliminandoal mismotiempola posibilidadde querealizasen

ejercicio.Lasmedidasrepresentan,por tanto, la tasametabólicade rutinadel animal.En
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la partesuperiordel respirómetrosecolocóel electrododeoxígenoconectadoal medidor

externoy 50 ml de KOH al 10%, utilizado para absorberel CO~ que se produceen el

interior del respirómetrodurantelas medidasdebidoal metabolismode los animales.Los

niveles de <202 fueronsiemprecontroladoscon un detectormultigasDráger.Paracada

seriedemedidasserenovabatantoel ICOH comoelaguadesdorada.Enlapartesuperior

del respiróntetrosesituó tambiénun compresorencargadode recircularel airedentrodel

mismo, con un flujo de tres litros por minuto, paraconseguiruna homogeneidaden la

composiciónde los doscompartimentos,superiore inferior.

Las medidasse iniciaron despuésde que los animalesse habituaranal

respirómetrodurantela noche.El consumode oxígenosemidió durante8 horasy la pO2

fue registradacadadoshoras.Las medidasserealizarondentrodeun rangoenel queel

consumono esdependientede laP
02•Lasvariacionesde tensióndentrodelrespirómetro

durantetodaslas medidasfueron: P02mínima = 109±8 mmHgy p0
2media = 114,6±7

mmHg siendo 139,9mmHgla PO2 mediadellaboratoriodurantelas medidas.El tc>2se

estimó a partir de la caldadeP
02(entrenormoxiay 100 mmHg) duranteel periodode

medida.

El ~‘~2seobtuvomediantelas siguientesexpresiones:

VoLO
2 bUcial (STP)r. VA. [Oá 273 ______rw T1 760

[02]f 273 _______

VotO2final (STP)- VA. ~ 7~• 760

VA = volumende aireenml

[O~ y ~en



Materialesy Métodos 92

~VH2O = presióndevapordeagua
T1 y P~ temperaturay presióndel Jaboratorioen el momentodel cierre de la cámara

(Va2 inicial — yO2flnal)xlOOO
gxh

g = pesodel animalengamos

h = tiempo queduróla medidaenhoras

Los valoresseexpresaronen pl 02/g.h.

4•. Medidasenzimátlcas -

A. PreparacIónde muestras

Cadaaño,sesacrificaronanimalesa lo largode un periododeunostresmeses,

engruposde doscadasemana.Los animales,despuésde serpesados,sesacrificaronpor

desmedulacióncon un alfiler de cabezagruesay a continuaciónse extrajeronhígado,

pulmonesy cerebroquefueronutilizadosinmediatamente.Traslas medidasdelprimeraño

y debidoalos resultadosqueobtuvimos,nosparecióconvenienteampliarel estudioa otro

órgano,el riñón. Porello, el segundoy terceraño- seextrajerontambiénlos riñones,que

fueroncongeladoshastael momentodesuvaloración.Sesepararondistintasporcionesde

cadaórgano,que posteriormenteseríanutilizadasparalos distintostipos de medidasy

valoraciones.

Los órganosfueron pesadosen una balanzade precisióny seguidamentese

procedióasuhomogeneización.Estasellevó acabo,enel casodelas medidasenzimáticas

y el análisisde peroxidacióntisular, en una solucióntampón fosfato 50 mM, pH 7,4

empleándose1 ml de tampónporcada50 mgde tejido,exceptoenel casodelcerebro,en

el que se utilizó 1 ml por cada25 mg de tejido. La homogeneizaciónse realizó en

homogeneizadoresdevidrio tipo Pobel(teflón-vidrio) conun homogeneizadorautomático

Wheaton(3 movimientosa 1.000 rpm) en frío. Los homogenadosresultantesfueron



Materialesy Métodos 93

sonicadostambiénen frío con un sonicadorVibra-Ce»a una potenciade salidade 38

watios (3 periodos de sonicaciónde 10 s separadospor dos intervalos de 20 s).

Seguidamentefueron centrifugadosa 3.200 g durante20 minutosa 50<2. Finalizadala

centrifugación,sesepararonlos sobrenadantes,quefueronutilizadosinmediatamentepara

los ensayosenzimáticos,manteniendosesiemprea 50<2.

Parala medidade la actividadcatalasay citocromoc oxidasaseañadierona

las alícuotascorrespondientesTriton-X-100 y lubrol, ambosa una concentraciónfinal del

1%. Despuésde 30 minutosdeesperaserealizó la medidaespectrofotométrica.

Además,del homogenadooriginal seseparóotraalícuotaque fue dializada

durantela nochefrentea tampónfosfato 50 mM, pH 7,4 (300 mi) y que seusó parala

medidade las actividadessuperóxidodismutasay giutatión reductasa,medidasque se

llevarona caboal día siguiente.

E. MedIdade la actividadcatalasa

La medidade la actividadcatalasaserealizóporel métodode Beersy Sizer

(1952)descritoporLÚck (1965).Estemétodoutiliza el descensodeabsorbanciaporunidad

de tiempodurantela descomposición(catalizadapor la enzima)del H202. La A utilizada

fue240 nm.

Los ensayosserealizaronenmicrocubetasdecuarzo,enun espectrofotómetro

con un pasodeluz de 1 cm. Cadacubetacontenía,en un volumen final de 0,7 mI:

- 0,67 ml de una solución 14 mM de peróxido dehidrógenoen tampón

fosfato 50 mM, pH7,4.

- 30 pl demuestraqueseañadíanen el último momentoparainiciar la

reacción.

Los blancosutilizadoscontenían0,67 ml de tampónfosfato50 mM, pH 7,4 y

30 pl demuestra.



Materialesy Métodos 94

Lasmedidasde la actividadcatalasaserealizarondentrodel minutosiguiente

al momentode añadirla muestra,en el casode hígado,pulmonesy riñonesde los dos

grupos control,y durantelos tresprimerosminutosen el casode los animalestratadosy

el cerebrode los controles,dondeademásdejábamos10 segundosde retrasoinicial.

Los ensayosseefectuarona25”<2con un espectrofotómetrotermostatizado.Es

necesarioun control estrictode la temperaturaa la queselleva a caboel ensayo,pues,a

diferenciade la catalasade mamíferos, la CAT de A perezi presentavalores de

moderadamentealtosentre100<2 y 300<2 (Barja de Quiroga el aL 1984).Además,esta

enzimafue una de las primerasenseranalizadacadadíade medidaya quesuactividad

disminuye considerablementea lo largo del tiempo, a diferenciadel resto de enzimas

valoradas,quesonbastanteestables.

La actividadtotaldela enzimaseexpresóenunidadesinternacionales(Rl) por

mg de tejido (¡¡moles de sustrato/min.mgtejido); su cálculo se realizó a partir de la

expresión:

ÁCT. TOTAL(íunolesH2Q/min.mg.tej)= ADO/min.V1.F.11
- 43,6x10

3.Vm.X

siendo:

- ADO/min: incrementode absorbanciaenel intervalode tiempoconsiderado

- E factorde dilución dela muestra

- ‘le: volumentotal en cubeta(0,7 mI)

- e: coeficientede extinción molar(43,6x iO3 í¡M’.cnl’)

- Vm: volumende muestra(30 ¡¡1)

- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleado en la

homogeneización(25-50mg)

Porcadaml de tampónfosfato seañadieron0,1 ml de Triton-x-100. Poreste

motivo seintrodujo en la expresiónanteriorel factor 1,1.
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Parael cálculodela actividadespecíficadelacatalasasedeterminólacantidad

deproteínaen lasmuestrasporel métodode Lowry et aL (1951).

<2. Medidade lasactividadesglutatiónperoxídasas

La glutatión peroxidasa(GPx) es capaz de catalizar la reacciónentreun

hidroperóxido(ROOH)y el glutatión reducido.

ROOH 2 GSH NADÚ

GPx GR

ROH OSSG NADPH

La enzimaesespecíficaparael glutatión,perono sucedelo mismorespectoal

peróxido,pudiendodescomponersustanciascomo H202o hidroperóxidosorgánicos.

Existendosformasdela enzima.Laprimeraesdependientede selenioy tiene

actividad frente a peróxido de hidrógenoe hidroperóxidosorgánicos.La segunda,no

seleniodependiente,.sólo presentaactividadfrentea los peróxidosorgánicos.

Lasactividadesdela glutatiónperoxidasa,usandocumeno-OOHy 11202como

sustratos,semidieronpor los métodosacopiadosdé Lawrencey Burk (1976)y Pagliay

Valentine(1967)respectivamente.El primeromidelosdostiposdeactividadGPx,mientras

queel segundomide solamenteactividadGP~c dependientede selenio. -

Las actividadesseestimaronporel descensode absorbanciaa 340 nm debido

a la oxidacióndel NADPH durantecuatrominutos desdeel momentode iniciarse la

reacción y despuésde un minuto de retraso inicial. Las mezclasde reacción se

preincubarondurante4 minutossin sustratoantesde iniciar la reacción.Los ensayosse

realizarona 250<2 en microcubetasde cuarzoy el pasode luz fue de 1 cm. Cadacubeta

conteníaenun volúmen final de 0,7 ml los siguientesreactivos:
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- 0,65 ml de tampónfosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendoazidasódica4

mM, EDTA lmM, glutatiónreducido(GSH)4 mM, NADPH 0,2 mM y

una unidadde glutatiónreductasaporml.

- 25 pl demuestra.

- 25 ¡¡1 decumeno-OOH0,71 mM o H202 0,071mM comosustratos.

Los blancosseprepararoncon 0,675 ml de tampónfosfato 50 mM, pH 7,4 y

25 pl demuestra.

La solución de tampón fosfato fue previamenteburbujeadacon N2 para

eliminarel~2 disuelto.Esconvenientetomarestaprecauciónparaevitarla autooxidación

del GSH durantelas medidas.

Lasconcentracionesdecumeno-OOH,H20r GSH asícomoelpH apropiado,

fueron el resultadode experimentosprevios realizadosen nuestrolaboratorioa fin de

encontrarlas condicionesóptimasparamedirla actividadGPx en1?. perezi(López-Torres

etaL, 1988).

Cadadía de medidase realizaronensayosde la reacciónno catalizadaen

ausenciade muestrade tejido. En estoscasos,en lugar de añadir25 ¡¡1 de muestra,se

añadían25 pl del tampónfosfato en el que sehabla realizadola homogeneizacióndel

tejido. Comoblancos,en estecaso,seutilizaron 0,7 ml de tampónde homogeneización.

Este procedimientoesnecesariodebidoa la presenciade reacciónespontáneaentreel

ROOHoel H202y el OSHen ausenciade enzima.Losvaloresde actividadGPx finales

secalcularonapartirde la diferenciaentreelADO dela reaccióncatalizada,y el ADO de

la reacciónno catalizada.Los resultadosseexpresaroncomotimolesdeNADPH oxidados

porminuto pormg de tejido (actividadtotal), o pormgdeproteína(actividadespecífica),

utilizando parasucálculo la expresión:

ADO/min.F.V~
ACT.TOTAL(nmolesNÁDPH/min.mg tel.)=_________

6,22.io~.Vm.X
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siendo:

- ADO/min: incrementode absorbanciaen el intervalode tiempoconsiderado.

- F: factor de dilución dela muestra

- V~: volumentotal encubeta(0,7mi)

- e: coeficientede extinción molar(6,22x

- . V~: volumen demuestra(25 Mí)

- x: mg de tejido por cada ml de

homogeneización(25-50mg)

i0~3 nM1.cm’)

tampón fosfato empleado en la

La concentracióndeproteínasen las muestrassedeterminóporel métodode

Lowry elal. (1951),y deestaformalos resultadosseexpresaroncomo actividadespecífica.

D. Medidade la actIvIdadglutatlén reductasa

Parael análisisde estaenzima utilizamos tampónfosfato.50 mM, pH 7,4

conteniendoEDTA 6,3 mM, NADPH 6 mM y GSSG80 mM. Todos los sustratosde la

reacciónestabanenconcentracionessaturantesparala enzimade It perezi.

La actividadslutatiónreductasasemidió siguiendola oxidacióndel NAJDPH

a 340nm enpresenciadeglutatiónoxidado(GSSO)4 mMy NADPH 0,3 mM entampón

fosfato50 mM, pH 7,4 conteniendoEDTA 6,3 mM (Masseyy Williams, 1965) durante4

minutosy despuésde 30 segundosde retrasoiniciaL Los ensayosserealizarona 250<2.

Comosiempre,utilizamosmicrocubetasdecuarzoy un pasode luz de 1 cm. Cadacubeta

conteníaen un volumenfinal de 0,7 mI:

- 0,58 ml de tampónfosfatocon EDTA.

- 50 ¡¡1 demuestra.

- 35 ¡¡1 de0550.
- 35 ¡¡1 de NADPH.

Debido a que existe una oxidación espontáneaen ausenciade enzima,se

corrigióla actividadglutatiónreductasadelsiguientemodo:cadadíasesustituyeronlos 50
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pl de muestrapor tampónfosfato. Los valoresfinalesde actividadGR secalcularona

partir de la diferenciaentreel ADO dela reaccióncatalizaday el de la no catalizada.Para

el cálculode la actividadseutilizó la siguienteexpresión:

ACT.TOTAL(timolesNADPH/min.mgíej.)= ADO/min.K.F
6,22x10~3.Vm.X

siendo:

- ADO/min: incrementode absorbanciaenel intervalode tiempo considerado

- V~: volumentotal encubeta(0,7 mI)

- F: factorde dilución dela muestra

- e: coeficientede extinción molar(6,22x 10-3 nM!cn~1)

- Vm: volumendemuestra<50 ¡¡1)

- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleado en la

homogeneización

Despuésde la determinacióndeproteínasseexpresaronlos resultadoscomo

actividadespecífica.

L MedIdade la actIvIdadsuperdildodismutasa

La mayoríade los métodosqueseutilizan enla actualidadparala medidade

actividadsuperóxidodismutasaen muestrasbiológicas son indirectos (Spitz y Oberley,

1989). Estos métodosindirectosse basanen la capacidadde la SOD para inhibir una

reacciónmediadaporel radicalsuperóxido.La intensidadconla quela SODreducelausa

deestareacciónsetomacomo medidade la actividadenzimática.

Nosotroshemosutilizado el método dePaolettiel al. (1986).Es un método

espectrofotométricobasadoen la inhibición de La oxidacióndel NADH debidaal radical

superóxido.Se tratade unasecuenciade reaccionespuramentequ!micaqueconducea la
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oxidacióndeesteNADH y queimplica el usode EDTA, Mn (II), mercaptoetanoly oxígeno

molecular(Paolettiel aL, 1990). Este método presenta,respectoa otros análogos,las

ventajasdesumayorsensibilidad,la ausenciadeinterferencias(porejemplolainterferencia

de la actividadNADH oxidasaespontánearesulta irrelevante)y la capacidaddela enzima

paralograrun 100%de inhibición de la reaccióncontrol,lo queno seconsiguecon otros

métodos,púrquepartede la reacciónesno dependientede superóxido.Ademáspresenta

unabuenalinearidadconhomogenados.Sumayordesventajaconsisteenel tiempomínimo

a emplearencadaensayo.

Trasdializarlas muestrascomo sedescribeenel apanado4.A., esnecesario

eliminarla hemoglobinapresente,ya que éstainterfiereen la reacción;seprecipitó con

cloroformotetanol(muestra/cloroformo/etanol.1:0,33:0,18y/y). Despuésde agitar, se

centrifugóa~1.200g durante10 minutos.Trasrecogerlos sobrenadantesseañadióTriton-

X-I0O al 1% y despuésdemediahoraserealizó la medidaespectrofotomnétricaa 250<2.

La actividadSOD semidió en presenciay ausenciade muestra(reacción

control) siguiendola tasade oxidacióndel NADH en presenciadeEDTA 5 mM, MnC½

2,5 mM, NADH 0,27 mM y mercaptoetanol0,56 mM en tampónfosfato50 mM, pH 7,4.

Un~a unidadde actividadsedefinecomola cantidadde enzimaque inhibeal 50%la tan

de oxidacióndelNADH y correspondea 40 ng deSODpura . Al hervir los sobrenadantes

durante15 minutosla actividadSOD desapareci6porcompleto.

Despuésde 5 minutos de incubación,serealizaronlas medidasdurante4

minutosenmicrocubetasdecuarzoquecontenían:

- 0,57ml de tampónfosfato50 mM , pH 7,4 previamenteaireado.

26 ¡¡1 de NADH.

- 35 ¡¡1 de CJ2Mn.

- 40 pl demuestrao tampónfosfatoenel casode la reaccióncontroL

- 40 ¡¡1 demercaptoetanoL
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Cadadía de medidase realizabanvariasreaccionescontrol (en ausenciade

muestra).Estossehicieronsegt~nla siguienteexpresión:

((V0/V1)—1).V1.F.1,1.1,5
USOD/mg14.= Vm.X

siendo:

- V0: incrementode absorbanciaen el intervalode tiempo consideradode la

reaccióncontrol

- V1: incrementode absorbanciaen el intervalode tiempoconsideradode la

reaccióncon muestra

- V~: volumentotal encubeta

- F: factorde dilución de la muestra

- V volumen demuestra<40 pl)

- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleado en la

homogeneización

Por cadaml de homogenadose añadieron0,1 ml de Triton-x-100.Por este

motivo se introdujo en la expresiónanterior el factor 1,1 y por la precipitaciónde

hemoglobinaconcloroformoy etanolesnecesarioañadirel factor 1,5.

Despuesde la determinacióndeproteínaslos resultadosseexpresaroncomo

actividadespecífica.

E’. MedIdade la actIvidaddtocronzo£ oxIdasa

La actividadcitocromoeoxidasafue medidaen alícuotasdesobrenadante,a

las queseañadiólubrol al 1%,segúnel métodode Smith(1955).El citocromoecomercial

0,81 mM disuelto en tampónfosfato50 mM, pH 7,4 fue reducidoconascorbatoal 0,5%.

El ascorbatoseeliminó de la soluciónde citocromo mediantediálisis frentea tampón

fosfato (con doscambiosde tampóny enun volumendeunos300 mI) durantela noche.



Materialesy Métodos ial

Antesde realizarlas medidassecomprobabael porcentajede reduccióndel citocromoc,

midiendo el cocientede absorbanciaa 550/565 nm. Se obtuvieron siemprevalores

superioresa 9, lo que indicabaque estareduccióneracompleta(valoressuperioresa 6

indican unareduccióndel citocromac del 90%).

La tasade oxidación del citocromoe reducido(56 ¡un) se siguió a 550 nm

utilizándosecitocromoeoxidadoporferricianuropotásico0,9mM comoblanco.Lamedida

serealizóen microcubetasdecuarzodurantemedio minuto, registrándoselos valoresde

absorbanciacada6 segundos.La temperaturaa la que serealizaronlas medidasfue de

250C.Los cálculossehicieronsegunla expresión:

ACT.TOTAL(pnwkscitcos./rnin.mg¡ej.)- ÁDO/min.F.K

.

l8,S.Vm.X

siendo:

- ADa/mm: incrementode absorbanciaenel intervaloconsiderado

- F: factor de dilución de la ¡nuestra

- V~: volumentotalencubeta

- e: coeficientede extinciónmolar(18,5 MM’.cnf’j

- y volumendemuestra

- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleada en la

homogeneización

5.- ValoracIónde nrotefnas

Parala valoracióndeproteínasseha seguidola técnicacalorimétricadescrita

por Lawry el aL, (1951). La intensidadde color es directamenteproporcional a la

concentraciónde proteína. La formación de colar se debe al reactivo de Folin

(FosfomolibdotOngstico),que esespecíficoe interaccionacon los puposfenólicosde la
tirosina,aminoácidoqueseencuentraa intervalosregularesenmuchasproteínas.Dalugar
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asía la formacióndecompuestoshemiquinónicoscoloreados(tonalidadazul).Previamente

las proteínassedesnaturalizande formaquetodoslos restosde tirosinaquedanexpuestos

al medio acuoso.Paraello es necesariala presenciade ionescobre que seunen a las

proteínasformandoun complejoCu-protelnaque dejaaccesibleslas tírosinasal reactivo

de Folin. Estecomplejoreduceal reactivode Políndandoun compuestocoloreado,siendo

máximala produccióndecolor a pH 10.

Paraello seutilizaroncomo reactivos:

- reactivoA: NaCO3al 2%enNaOH 0,1 N

- reactivoB: CuSO4.4H20al 1%

- reactivoO C4H4KNaO6.4H20(tartratoNa-K) al 2%

Se tomaron0,05 ml de muestra,añadiéndoseaguadestiladahastacompletar

1 ml. En el casode los blancosseutilizó 1 ml deaguadestilada. -

Semezclaron100 partesdel reactivoA, 1 partedelreactivoB y 1 partedel C.

Deestamezclaseañadieron5 mlpor tuboy semantuvieronincubandodurante15 minutos

a 30
0C con agitación. A continuación se preparó reactivo Folin-Ciocalteaual 50%

añadiéndose0,5 ml por tubo. Enestecaso,el tiempode incubacióna 300C con agitación

fue de 30 minutos.Porúltimo sehizo la lecturacolorimétricaa 546 nm.

Parala construcciónde la curvade calibradosepreparóuna soluciónpatrón

con unaconcentraciónde8 mg/mlde albúminabovinaenaguadestilada,y apartir deésta

las distintasdiluciones.El rangodeconcentracionesfue de 0,4 mg album./0,05ml hasta

0,038mg album./0,05¡nl

Estodio lugara la siguientarectade regresión:

mgpmqmgtej. DO-a
20 1
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siendo:

a = 0,048265

b = 1,172546

con un coeficientede regresiónr = 0,992

x = mg de tejido porcadaml de tampónempleadoen la homogeneización

6.- Análisis de la ¡peroxidacióntisular kw vfro e kw vftv (sustanciasTBA oositIvps~

A. Preparaciónde muestras

La preparaciónde los homogenadosy la centrifugaciónse realizó como se

describeenel apartado4.A.

B. Peroxidaclóntisularkw vfro. Métododelácidotiobarbftúrlco.

La concentraciónde productosde peroxidacióntisular semidió porel ensayo

del TEA (ácido tiobarbitúrico) según Uchiyama y Mihara (1978) con algunas

modificaciones.

Ademásde la peroxidaciónde lípidospoliinsaturados,el ataqueoxidativo de

los radicaleslibresy especiesderivadasdel02sobrehidratosdecarbono,proteínasy DNA

tambiénlleva a Ii formación de sustanciasTBA positivas(Kappus, 1985; Sevaniany

Hochstein, 1985). Por ello en nuestrosresultadosse describencomo productos de

peroxidacióntisular enlugarde peroxidaciónlipidica.

Unavezobtenidoslos homogenadossellevó a caboel ensayodel TEA. Para

ello 140 pl decadamuestrasemezclaroncon:

- 1 ml deácidofosfórico.

- 33 pl deBHT (butilhidroxitoiueno)al 0,01%en alcoholetílico.

- 0,3 ml deTEA (ácidotiobarbitúrico)al 0,6%.
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Los blancosseprepararoncon 140 pl de fosfatopotásicoen lugardemuestra.

La adición de BHT esnecesariapara evitar sobreestimacionesdel gradode

peroxidacióntisular,ya queelBHT en la mezclaimpidequeseproduzcaunaperoxidación

adicionaldelamuestradurantela fasedecalentamientodeestemétodo,lo cualprovocaría

valoresde TEA artificialmentealtos(Pikul e: aL, 1983).Trabajosrealizadosen nuestro

laboratorioen tejidos de 1?. peral (Gil y Baija de Quiroga,1988) handemostradoque 10

¡¡g deBHT en la mezclade reacciónsonsuficientesparacumpliresteobjetivo.

Trashervir lasmuestrasdurante4 minutosy dejarqueseenfriaranen un baño

dehielo, sellevó a cabounaextraccióncon n-butanol,añadiéndose1,4 ml deésteportubo.

Despuésdeagitarcon fuerzay centrifugara 1.700g durante15 minutosy a50Cserecogió

la faseorgánicay semidió la absorbanciaa 535 nm.

Paraconstruirlacurvapatrónsepreparóunasoluciónmadrede200nmoles/mnl

de MIDA y a partir de ésta,8 solucionesde distintaconcentraciónde MDA. El rangode

concentracionesde la curvapatrónfue de 9,88 nmoles/tubohasta0,077nmoles/tubo.

Parael cálculodela peroxidacióntisular enlas muestras,seutilizó la siguiente

fórmula:

nmolerMDA/g ~ = IDOS3SA.ml fosfato~

tb mgtejido Vm

siendo:

a = 0,0232966

b = 0,1068536

con un coeficientede regresiónr = 0,996

Vm: volumendemuestra(0,14mI)
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horade incubaciónen presenciade la vinflpiridina a temperaturaambienteseprocedióa

la medidadel 0550.

Tantoel glutatióntotalcomoel oxidadoseanalizaronporel métododeTietze

(1969).Se trata de un procedimientode recicladoenzimáticoen el que el glutatión es

secuencialmenteoxidadopor el reactivode Bilman (DTNB) y reducidopor NADPH en

presenciade glutatiónreductasa.El DTNLB esun cromóforocuyaforma reducidaabsorbe

a 412nmy por tantoel análisisserealizósiguiendoel cambioen absorbanciaa412 nm en

presenciade 5,5’-ditiobis-2-ácidonitrobenzoico0,6 mM, NADPH 0,21 mM y 0,5 U deGR

porml entampónfosfato50 mM, pH 7,4 conteniendoEDTA 6,3 mM. Los valoresdeGSH

totaly oxidadosecorrigieronrestandola reacciónespontáneaenausenciademuestray se

expresaronen tM de equivalentesde GSH por g de tejido. El ensayosellevó a caboa

250C.

Paralos cálculosseutilizó unacurvapatrónobtenidaal realizarla reacciónen

presenciade distintasconcentracionesde GSH comercial.La curvapatrónseconstruyóa

partir deunasoluciónmadrede GSH comercial<16 mgde GSH/250ml de TCA al 5%-

HCI 0.0iN). El rangodeconcentracionesfue de 14448ng deGSH/cubeta.La expresión

quefinalinenteempleamosparalos calculosfue la siguiente:

WnO¡eS GSH/g ~ ~(a+b.y).F.íooo¡x
Vm.106.0,30733

siendo:

a = 9,7365169

b = 1500,06938

con un coeficientede regresiónr = 0,999
y: ADO/min

F: factorde dilución de la muestra
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x: mg de tejido porcadaml de tampón

Vm: volumen demuestra(0,07 mí) -

8.-Valoraciónde ácidoascérbico corHPLC

Para la determinaciónde ácido ascórbicoen muestrasbiológicas se han

utilizado diversosmétodoscolorimétricosy electroanalíticos.Sin embargo,muchosdeellos

sonpesadosy largos y ademástienenel inconvenientede queseproduceninterferencias

con otrassustanciaspresentesen las muestras.Se han observadotambiéninterferencias

cruzadasentreel ácidoúrico y el ascórbicousandoestosmétodos.

ParasolucionartodasestaslimitacioneshemosutilizadotécnicasdeHPLC.La

cromatograflallquida de alta resolución presentala ventaja de combinar una gran

sensibilidady selectividadsin interferenciasdeotrassustanciasendógenas.Por otro lado,

nosencontrábamoscon el problemade la limitación de volumen de muestra,por lo que

resultabaimposibleutilizaralgunosdelos métodosya existentesen la literatura,en los que

la muestraerasometidaaun pretratamientoque,ademásdealargarel proceso,requena

grandescantidadesdemuestra.

Nuestrométodo(Barja de Quirogaet aL, 1991) permiteel análisiseficazde

estecompuestomedianteel empleo decromatografíadepar iónico en fase reversacon

detecciónUy (Figura4).

A. Preparadóndemuestras

Lasmuestras,trasel sacrificiodelos animales,fueroncongeladasa-200Chasta

el momentode suutilización. Despuesdeserdescongeladassehomogeneizaron,en frío,

enácidoperclórico50 mM enhomogeneizadoresdevidrio tipo Pobel,utilizándose200mg

detejido porml deácidoperclórico.Los homogenadossecentrifugarona 3.000g durante

10 minutosa 50C y sefiltraron los sobrenadantes(con filtros demembranacon diámetro

deporode 0,5 ¡±m).Seguidamentefueroninyectadosdirectamenteenla columna20 ¿lde

muestra.
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Figura 4.- Separacióncromatográfica(HPLC) de ácidoascárbicoen hígadode animales

adultosde Ranaperezz.
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El cálculo de la concentraciónde ácidoascórbicosellevó a cabopor relación

al áreade la soluciónestándarmediantela siguienteexpresión:

MmoIesa.ascóriñco/g= área muestraárea estándar x

siendo:

- s: concentracióndel estándar(0,4 pmoles/ml)

- x: g de tejido porcadaml deácidoempleadoen la homogeneización

B. Solucionesestándar

Las solucionesestándarse prepararoncada día justo antesde inyectarlas

(ascorbato0,4 mM) ya queincluso en medio ácidose producealgo de degradacióndel

ácido íscórbico.Esta degradaciónno tiene lugar en el caso de las muestras,que son

establesdurantehorasa 50Cy enoscuridad.

C. CondIcionescromatográficas

La cromatografíafue de par iónico en fase reversay se llevó a cabo

isocráticamenteutilizando una bombaGilson 305 con un módulo manométrico805, un

inyector Rheodyne(7125)con un puertode inyecciónde 20 u1 y unacolumnaMecherey-

Nagel (nucleosil) de 7 pmy 100 .4 dediámetrode poro(4,6x100mm). La fasemóvil fue

acetonitrilo/agua(12,5/87,5;y/y) y conteníafosfato disódico 4,3 mM y bromuro de

miistiltrimetilamonio 1,07mM comocontraión.El pHseajustóa 5,5con ácidofosfórico.

El flujo fuede 0,75 ml/mm y lapresióndeunos26 bares.La separacióncromatográficase

llevó acaboa25±20C. La absorbanciaseregistróa280nmcon undetectorUy Gilson 115

de 1 variable(sensibilidad0,02) y seutilizó un integradorMilton-Roy CI-4100.
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9.. Valoración de MDA nor técnicas de HPLC

A. Condiciones croniatográficas

Parala determinacióndel malondialdehídoseutilizaron tambiéntécnicasde

HPLC de par iónico en fase reversacon el mismo tipo de columna empleadaen el

apanadoanterior.Concretamente,el métodoelegidoesuna modificacióndel descritopor

Buil y Marnett(1985).

Laseparacióncromatográficaserealizóutilizandounafasemóvil quecontiene

un contraiónquepermitecontrarrestarla cargadel malondialdehído.Estoevita tenerque

utilizar una columnaespecialde intercambiojónico, pudiendorealizarla separaciónen

columnasC18de fasereversadeusocomún,útilestambiénparala separaciónde sustancias

apolaresy de bajo costo.La separaciónes isocrática,lo que permiteel uso de una sola

bombaimpulsorade flujo. En estecasoel flujo utilizado fue de 0,5 ml/mm yla presiónen

columnade unos 19 bares.La fasemóvil fue acetonitrio/agua(25/75; y/y) conteniendo

fosfato disódico10 mM y bromurode miistiltrimetilamonio2,5 mM como contraión.El

pH seajustóa 7,4 con ácida fosfórico o sosa.La separaciónse llevó a cabotambiéna

25±2
0C y la detecciónserealizó mediantela absorcióndel MDA a 267 nm usandoun

detectorUy (Figura5).

E. Solucionesestándar

Para la solución estándarera necesarioprepararuna solución madrede

malondialdehídobis (dimetilacetal),MIDA 10 mM el día anterioro al menosunashoras

antesde la medida.Estasepreparabaporhidrólisis ácidasegúndescribenEsterbauere:

aL (1984)utilizandoMDA comercialen H
2S04al 1%. Despuésdedoshorasatemperatura

ambiente,la soluciónseguardabaen la neveray seutilizabaenel momentodela medida.

Partiendodeestásoluciónmadrey diluyendocon Tris y acetonitrio(1:3:4)seobteníauna

solucióndeMDA 5 pM que era inyectadadirectamenteen la columna.
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Figura5.- Separaciéncromatográficade MDA (malondialdehído)en hígadode animales
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C. Preparaciónde muestras

En cuantoa lapreparaciónde las muestrasque seencontrabancongeladasa -

200C desdeque los animalesfueron sacrificados,sehomogeneizaronen tampónTris 30

mM y pH 7,4 ajustadocon HCI, empleándose200 mgde tejido porml. Al homogenadose

le añadióacetonitrio(1/1; y/y) y, unavez tapadosy tras agitarfuertementedurante30

segundos,secentrifugóa 3.000g durante10 minutosy a 50C. Los sobrenadantesfueron

filtrados con filtros de membranacon un diámetro de poro de 0,45 pm (acetatode

celulosa)y seguidamenteinyectadosen la columna.

El cálculodela concentracióntisulardemalondialdehído(MIDA) serealizópor

relacióncon el areade la soluciónestándarde MIDA con la siguienteexpresión:

nmolesMDA/g = área muestra
área estándar x

- 5: concentracióndel estándar(5 nmoles/ml)

- x: g de tejido porcadaml de tampónempleadoen la homogeneización

10.- Técnicasde microsconlaóntlca

Se realizó un estudio a microscopíaóptica de la glándula tiroides para

comprobarque el tratamientono habladado lugar a alteracioneshistológicas.Tras la

extracciónde los tiroides,éstossesometierona las siguientesetapas:

A. Fijación

Se llevó a cabola fijación del tejido en formol al 10%a pH 7,4; neutralizado

con NaOH, isotonizadopreviamentecon CINa.
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8. InclusIón

La inclusiónserealizó enparafinade 58o~60odepureza.

C. Canes

Seutilizó un microtomoparamicroscopiaópticay serealizaroncortesseriados

de 7 ¡±m.

D. Tinclón

La tinción sehizocon hematoxilinadeGroat-Eosina.

parafinado

Se realizaroncortestanto transversalescomo longitudinales.La recetade

y de tinciónfue la usualen estoscasos.

It- ‘Fénicos de microscopiaelectrónica

Seestudiaronmuestrasobtenidasapartirdelacortezacerebraldeltelencéfalo.

La microscopíaelectrónicaserealizó en tresfases:

- Fijación con glutaraldehídoy post fijación con ácidoósniico.

- Inclusión enaraldita.

- Preparacióny observaciónde rejillas.

A. Fijación

Parala fijación de los tejidosseutilizó fosfatomonosódicoal 2,26%(solución

A), sosaal 2,52%(soluciónE) y glutaraldehldoal 25% de la siguienteforma:

41,5 ml dePO4H2Naal 2,26%

8,5 ml deNaOHal 2,52%
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El pH de la mezcla(Milionung) daalrededorde 7,3 y esnecesariobajarloa 7,1

con ácidoclorhídrico iN. Inmediatamenteantesde fijar los tejidos, seañadieron12,5 ml

de glutaraldehidoy en estamezclase dejaronlas piezasde tejido de aproximadamente

ímm3durante4-5 horasy enneveraa50C. Secambióel medioporMilloning renovándolo

cadamediahora4 vecesy dejándolodespuestodala noche.Al díasiguiente,secambió a

Milloning con ácidoósmico al 1% duranteunahora.

E. InclusIón

1cr día:

1) Lavado con agua destiladade las piezasprovenientesdel ácido

ósmico.

2) Acetonaal 30%enaguadestilada,30 miii.

3) Acetonaal 50%30 min.

4) Acetonaal 70%30 min.

5) Acetonaal 70% máscontraste(acetatode uranilo), 12 horas.

2~ día: sepusieronlas cápsulasen estufaa 37<>C.

1) Acetonaal 90% 30 min.

2) Acetonaal 100%30 min.

3) Acetonacon sulfato decobre30 min.

4) Oxido depropileno1 hora.Secambiódosveces.

5) Oxido depropilenocon Araldita 1 enproporción3:1, 2 horas.

6) Oxido depropilenocon Maldita 1(2:2), 2 horas.

7) Oxido depropilenocon Araldita 1(1:3), 12 a 24 horas.

3cr día: sepusieronlas cápsulasenestufaa 70
0C.

8) Maldita 1 (estufaa 50<>C, 2 horas).

9) Maldita 1 (estufaa 500C, 12-24horas).
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4Q día:

10) Maldita II (estufaa 500C, 1 hora).

11) Maldita II (estufaa 500C, 1 hora).

Las cápsulasdegelatinasepusierona secarenestufaa 370Cdurantedosdías

y unahoraantesde su empleosetrasladaronala estufaa 700C.Lasmuestrassecolocaron

en las cápsulasde gelatinasecasy se llenaroncon Araldita II. Despuésde cerrarlas

cápsulassedejaronenestufaa 700Cdurante48 horasparael endurecimiento.

- Maldita 1

ComponenteB-azul-endurecedor10 ml.

ComponenteD-verde-plastificante0,15 ml.

ComponenteA/M-rojo-resinaepoxi 10 ml.

-Maldita 11

ComponenteB-azul-endurecedor10 mL

ComponenteC-amarillo-acelerador0,4 ml.

ComponenteD-verde-plastiflcante0,15 ml.

ComponenteA/M-rojo-resinaepoxi 10 ml.

•C. Preparacióny observaciónde rejillas

Se tallaronpirámidesenlasrejillas.A continuaciónsehicieroncortesultrafinos

conunultrainicrotomo(Reichert-JungUltracutE).El espesaraproximadadelascortesfue

de 1.000 A. Se utilizaron cuchillas de diamantey rejillas de cobre. Los cortesse

-contrastaronconcitratodeplomo.Seutilizó un microscopioelectrónicoZeissEM 902para

analizarlos cortes.Esteestudioserealizó enel Centrode MicroscopiaElectrónicade la

UniversidadComplutensede Madrid.
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12.- Métodosestadísticos

Parael análisisestadísticodelos datosobtenidosen el trabajoexperimentalse

realizaronlos siguientestratamientosestadísticos:

A. - Características¡nuestrales

De cadaconjuntodedatosseobtuvieron:

- Mediaaritméticadecadagrupodedatos(x).

- Varianzamuestralcorregida,ya quen esun valor pequeño(s2).

- Desviacióntípicade la muestra(s).

- Error típico o estándarde la media(e).

Presentándosesiemprelos resultadoscomomedia±errorestándar.

E. Análisisestadisticode los datos

- Análisis devarianzadeunavía.

Se usóesteprocedimientoparael análisisde los parámetrosvaloradosa lo

largodelperiodoexperimentalpuestoqueenestecasosólo influye un factor,el tiempode

tratamiento.

- Análisis devarianzade doblevía.

Paraanalizarlos parámetrosestudiadosen los cuatrogruposexperimentales

seutilizó un análisisde varianzadedoblevía(ANOVA dedosvías)ya queennuestrocaso

intervienendosfactores:el tratamientoy la edad(Sokaly Rohlf, 1981).

TestdePisherde mínimadiferenciasignificativa (LSD).
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Estetestseaplicó aposterloñ,afin deprecisarlas diferenciasentregruposen

los casosquehabíadadosignificativoelANOVA previo.En todoslos casossetomócomo

gradomínimo de confianzapc0,05.
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1. PESO DE ANIMALES. ORGANOS E INDICE ORGANO-SOMATICO

1.- Pesode animales(Figura6)

Comoya seha mencionadoen el apanadode Materialesy Métodos,se ha

llevado a caboun seguimientotrimestraldel pesode los animales.Este hapermanecido

establea lo largode los tres añosquehaduradoel periodoexperimental,sin observarse

diferenciasdebidasa la edado al tratamiento.En laFigura6 semuestrala evolucióndel

pesoen los distintosgruposexperimentales.Sólo cabeseñalarque los animalesviejos

controleseran significativamentemásgrandesque los jóvenescontroles(p<0,01) ya al

inicio del experimento,diferenciaque se mantuvo durantela mayor partedel mismo

(pcO,OS;pcO,Ol).

2.- Pesode dreanos(Figuras7 y 8)

El pesohúmedodehígado,riñones,pulmonesy cerebrosedeterminóantesde

procedera la medidade los parámetrosbioquímicos.En estecasotampocoseapreciaun

efectode la edado deltratamiento;los pesosde los distintosórganossonsimilaresen los

cuatrogruposexperimentales.Del mismo modo, el pesode cadaórganotampocovaría

significativamentea lo largode los tresañosque haduradoel periodoexperimental.

3.- IndIceoruano-somdtlco(Figuras9 y 10, Tablas1-4)

Paracorregirla posibleinfluenciadel tamañodel animalsobreel pesode los

órganos,secalculóel índiceorgano-somático.No sedetectandiferenciassignificativasen

los dosúltimosaños,exceptoenel casodelriñón. Enestecasoseobservaun descensodel

índiceenel grupoviejo control(p<0,01) a los 14,5 mesesdetratamiento.
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el períodoexperimental.Los resultadosse expresancomo la mediaaritmética.El error

estándaroscilaen todoslos casosentre5-10%de la media.
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Figura7.- Pesototal de hígado(a) y pulmón(b) de animalesjóvenesy viejosde Ranoperezi
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Figura8.- Pesototalde cerebro(a) y riñón (b) deanimalesjóvenesy viejosdeRanaperez¿
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Figura 9.- Indiceorgano-somáticode hígado(a) y pulmón (b) de animalesjóvenesy viejos

de Ranoperezídespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

a: diferenciasignificativa entreanimalesjóvenesy viejos del mismo tratamiento.

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.

e: diferenciasignificativa entreanimalesjóvenesy viejos de distinto tratamiento.
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Figura 10.- Indiceorgano-somáticode cerebro(a) y riñón (b) de animalesjóvenesy viejos

de Reinaperezídespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

a: diferenciasignificativaentreanimalesjóvenesy viejos del mismotratamiento.

e: diferenciasignificativaentreanimalesjóvenesy viejos de distinto tratamiento.
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Tabla 1.- Indice organo-somáticodelhígadode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezi

despuésde 2,5, 14,5y 26,5 mesesde tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO(mg/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

46,9±3,9 (9)

56,5±3,9 (9)

41,9±4,7 (10)

41,4±2,9 (10)

14,5 meses

51,8±4,2 (6)

49,4±6,8 (6)

39,1±3,4 (6)

39,8±6,4 (6)

26,5 meses

42,6±3,0 (6)
*4

332-’- 57 (
6)Q

4U6~ 51(6)

453-- 59(6)

Tabla2.- Indice organo-somáticodel pulmón de animalesjóvenesy viejos de Ranaperezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO(mg/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

4,8 ±0,2 (10)

4,0 ±0,2 (10)

4,8 ±0,2 (10)

4,3 ±0,2 (10)

14,5 meses

39 ± 0,4 (6)

4,2 ± 0,4 (6)

4,4 ± 0,4 (6)

4,7 ± 0,4 (5)

26,5 meses

3 9 + 0 5 (6)

4 3 + 0 4 (6)

4 5 + 0 4 (6)

42 + 03(6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética± el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
**

(p.CO,Ol)

( ) = númerode datos



Tabla3.- Indice organo-somáticodel cerebrode animalesjóvenesy viejos de Reinaperezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO(mg/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

2,6 ±0,2 (10)

2,1 ±0,2 (10)

2,6 ±0,2 (10)

2,4 ±0,3 (10)

14,5 meses

2,0 ±0,2 (6)

2,3 ±0,2 (6)

1,9 ±0,2 (6)

26,5 meses

2,6 ±0,3

2,2 ±0,3 (6)

25 + 04(6)

2 2 + 0 2 (6)

Tabla 4.- Indice organo-somáticodel riñón de animalesjóvenesy viejos de Reinaperezí

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

INDICE ORGANO-SOMATICO (mg/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

4 6 + 0 1 (4)

3,5 ±0,3 (4)

4,5 ±0,3 (4)

4 3 + 0 2 (4)

26,5 meses

4,0 ±0,4 (5)

4,2 ±0,5 (5)

4,1 ±0,3 (5)

4,7 ± 0,8 (5)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética± el errorestándar.Lossuperíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses

* (p¡CO,O5)

() = númerode datos
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C• Peroxidacióntisular in vitn>

La sensibilidadde los extractostisularesa la peroxidaciónin vitro seestimó

incubandolos sobrenadantesde las muestrascon ascorbato0,4 mM y FeSO40,05 mM en

tampónfosfato50 mM, pH7,4 (2:1:1)a 25
0C,y a distintostiempossegúnlos órganos.Esta

incubaciónse llevó a caboen un bañoy con agitación.Los tiemposde incubaciónfueron

60 minutosparahígado,riñonesy pulmonesy 15 minutosparael cerebro.A estostiempos,

en cadacaso, la peroxidacióntisular no alcanzala saturación,lo cual secomprobóen

experimentosprevios.

Unavezterminadala incubaciónsellevóa caboel ensayodelTEA dela forma

descritaenel apartadoanterior.En la fórmulaesnecesarioincluir unamodificaciónpara

tenerencuentala dilución de la muestradebidoa la incubación.

7.- SIstemadel ~IutatIón

Parala determinacióndel glutatión total, tanto ensu forma reducida(GSH)

como oxidada (GSSG), los -órganos fueron homogeneizadosrápidamenteen ácido

tricloroacético(TCA) al 1% conteniendoHCI 0,01 N, enhomogeneizadoresdevidrio tipo

Pobely en frío. Seempleó1 ml de TCA porcada50 mg de tejido exceptoenel casodel

cerebro,en el que se utilizó 1 ml por cada25 mg de tejido. La soluciónde TCA fue

previamentedesoxigenadamedianteel burbujeode N
2. Experimentospreviosmuestran

cómodeestaformasereduceelgradodeautoxidacióndelGSH, previoa suderivatización,

evitandoasívaloresde GSSGartificialmentealtos.Unavezhomogeneizadas,las muestras

fueroncentrifugadasa 3.200g durante5 minutosy a5
0C bajoatmósferadenitrógeno.Los

sobrenadantesfueron divididos endosalícuotasutilizadasposteriormenteparala medida

del GSH totaly GSSGrespectivamente.

En la alícuotaen la que se iba a medir el GSSGse añadió 4 pl de 2-

vinilpiidina por cada100 pl de sobrenadante.De estaforma se derivatizael glutatión

reducidoal mismotiempoqueseneutralizanlas muestras(Grifflth, 1980).Despuésdeuna



Resultados 127

El primer año de medidas(1989), despuésde 2,5 mesesde tratamiento,sí

aparecendiferenciassignificativasen el Indicede todoslos órganosdebidasenunoscasos

a la edady enotrosal tratamiento.

El índiceorgano-somáticodel pulmón seve afectadopor la edad,resultando

sersignificativamentemenor(p<O,Ol)en los animalesviejoscontrolesqueen losjóvenes,

tantocontrolescomo tratados.Lo mismoocurrecon los viejos tratados(p<0,05)respecto

a los jóvenestratados.

En el casodel cerebrosetratatambiéndeun descensodel Indiceenel grupo

viejo control(p<0,05) respectoal jovencontrol y tratado.A lo largo de los tres añosde

periodoexperimental,paraesteórganoseproduceun descensosignificativo (p<0,05)del

índiceenel grupojovencontrol a los 14,5 mesesde tratamiento.

Con el hígado,lo queobservamosdespuésde 2,5 mesesde tratamientoesun

descensodelIndiceenlos dosgrupostratados,jóvenes(p<0,05)y viejos(p<0,01),respecto

al viejo control.Enla evoluciónlongitudinalhayqueseñalarel descensoprogresivodeeste

índice en el grupo viejo control, descensoque llega a ser importanteel último año

(p<0,01).

H. CONSUMO DE OXIGENO (Figura 11, Tabla5)

En esteapartadosólo observamos,despuésde 2,5 mesesde tratamiento,un

ligero incrementodel consumode oxígenode los animalesviejos tratados& <0,01),no

apreciándoseningúnefectodebidoa la edaden los animalescontroles.

El consumodeoxígenosólovariaa lo largodel experimentoenelgrupojoven

tratadoproduciéndoseun incrementoimportantedespuesde 26,5 mesesde tratamiento,

respectoal principio deéste(p<0,01).Esteincrementoestambiénsignificativo respecto

a los resultadosdel segundoaño,despuesde 14,5 mesesde tratamiento«<0,05).
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Figura11.- Consumodeoxígenodeanimalesjóvenesy viejosdeRanaperezidespuésde 2,5,

14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupo

joven control (100%).

a: diferenciasignificativa entreanimalesjóvenesy viejos del mismotratamiento.
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Tabla 5.- Consumode oxígenodeanimalesjóvenesy viejosdeRanaperezídespuésde2,5,

14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

CONSUMO DE OXIGENO (iulO2/g. h)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

65,5 ± 11,7 (9)

67,1 ± 8,7 (9)

49,8 ± 6,4 (8)

81,0 ± 7,8 (8)

93,1 ± 7,3 (8)

73,7 ± 17,1 (8)

59,9 ± 6,5 (4)

58,7 ± 9,1 (8)

1130 + 22,2 (5)

786 + 102(5)

973 +

862-- 148(5)

Losresultadosseexpresancomola mediaaritmética± el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses

(v0,05)

(pcO,0l)

() = númerode datos
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III. ESTUDIO ANUAL POR ORGANOS

1.- 2.5 meses de tratamiento

A. Hígado

ActivIdadesenzimáticas(Figura 12a)

Al analizarlas distintasenzimasantioxidantesy lacitocromoc oxidasadespués

de 2,5 mesesde tratamiento,observamosque no seproducencambiosen función de la

edadenla mayorpartedelasenzimastantoenlos animalescontrolescomoenlos tratados.

Sólo en el casode la SOD seapreciaun efectode la edadquedeterminaun

menornivel de actividadsuperóxidodismutasa,llegandoa sersignificativo estedescenso

enel grupoviejo control&<0,05).

Tambiénhay queseñalarun incrementode la actividadGPx total (utilizando

hidroperóxidodecumenocomosustrato)en los animalesviejos,tanto tratados(p<0,05)

comocontroles(pcO,01)respectoa losjóvenescontroles.Comola GPxSedependienteno

ha cambiadoen función de la edad,los incrementosobservadosparecendebersea la

actividadno Se dependiente.

Porotro lado,comprobamosque el tratamientoha resultadoefectivoya que

despuésdediezsemanasla actividadcatalasaseencuentrainhibidaen másdeun 95% en

los dosgrupostratadosrespectoa los controles(pcO,OOl).

Noocurrelo mismocon la actividadsuperóxidodismutasaque,lejosdeverse

inhibida,resultainducidaenlos grupostratados,tantojoven(p<0,05)comoviejo(p<0,001)

entre un 150 y un 81%, a pesar de que experimentosprevios hablan mostradouna

inhibición del 45%despuésdeunasemanade tratamientocon la dosisdeDDC utilizada.
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Figura 12.- Actividades enzimáticas(a) y peroxidacióntisular ¡ti vivo e Pi vitro (b) en el

hígadode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezi despuésde 2,5 mesesde tratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupo joven control (100%).

a: diferenciasignificativa entreanimalesjóvenesy viejos del mismo tratamiento.

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.

c: diferenciasignificativa entreanimalesjóvenesy viejos de distinto tratamiento.
4*4* (pcú,05); •~ (pc0,01); (pc0,001)
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La actividadglutatión reductasatambiénresulta inducida en los animales

tratadosrespectoasuscontroles(pcO,Ol)en casiun 100%.

Por último, los dos tipos de actividad GPx no se ven afectadaspor el

tratamiento.

Peroxldacióntisular (Figura 12b)

En esteapartadono hay queseñalarningún tipode efectosignificativodebido

a laedado al tratamientotantoenla peroxidaciónin vivo como in vitro. No obstante,si se

observaunatendenciaa presentarvaloresinferioresde peroxidaciónha vitro enel casode

los grupostratados.

La peroxidacióndespuésde 60 minutosdeestimulaciónconascorbatoy FeSO4

da lugar a unosvaloresde sustanciasTEA positivassignificativamentemayoresque los

endógenos(peroxidaciónha vivo).

Sistemadel glutatión (Figura 13)

Enlos distintosgruposexperimentalesni la edadni el tratamientomodificaron

significativamenteningunode los parámetros,OSH, 0550 o GSSO/GSH.Sin embargo,

si existeuna tendenciaa presentarvaloresmás altosde 0550 en los animalesjóvenes

tratados.

E. Pulmón

ActivIdadesenzlmíticas(Figura 14a)

Denuevopodemoscomprobarla efectividaddel tratamientocon inhibiciones

de la actividadcatalasade másdel 90% en los dosgrupostratados(p<0,001).
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Figura 13.- Sistemadel glutatión en el hígadode animalesjóvenesy viejos deRanaperezí

despuésde 2,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal

grupojoven control (100%).
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Figura 14.- Actividadesenzimátícas(a) y peroxidacióntisular iii vivo e iii vftro (b) en el

pulmónde animalesjóvenesy viejos de Ranaperezídespuésde 2,5 mesesde tratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojoven control (100%).

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la mismaedad.
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El restode las actividadesenzimátícasno sevieronafectadas,ni por la edad

ni porel tratamiento,aunqueen elcasode la glutatiónreductasaseobservaunatendencia

a presentarvaloresmásaltosen los dosgrupostratados.

Peroxldaclóntisular (Figura 14b)

El nivel de sustanciasTEA positivasendógenases similar en los distintos

grupos, independientementede la edad o del tratamiento; lo mismo ocurre con la

peroxidaciónestimuladaha vitro.

Sistemadel glutatlón (Figura 15)

Tampocoaquíhay queseñalardiferenciasentrelos puposdebidasa la edad

o al tratamiento,aunquesiseobservaunatendenciaapresentarnivelesmásaltosdeGSSG

y GSSG/GSHen los grupostratados.

C. Cerebro

Actividadesenzimétícas(Figura 16a)

En esteórgano tambiénseobservauna inhibición de la actividadcatalasaen

los dosgrupostratados,joven(p<0,001)y viejo (p<0,05) queoscilaentreun 85-90%.

El intentode inhibir la actividadsuperóxidodismutasatampocoha resultado

efectivoenestecasoa diferenciadelo encontradoen experimentospreviosen los quetras

unasemanade tratamientocon estadosisdeDDC sealcanzaroninhibicionesdel 79%.

El tratamientoprovocaaquíun descensode la actividadglutatiónperoxidasa

utilizandohidroperóxidodecumenocomosustrato,queessignificativosolamenteenelcaso

del grupoviejo tratado.

El restode las enzimasno seven afectadasporel tratamientoni por la edad.
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Figura 15.- Sistemadel glutatiónen el pulmónde animalesjóvenesy viejosde Ranaperezi

despuésde 2,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal

grupojovencontrol (100%).
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Figura 16.- Actividades enzimáticas(a) y peroxidacióntisular in vivo e iii viti-o (b) en el

cerebrode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezidespuésde 2,5 mesesde tratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojoven control (100%).

b: diferenciasignificativa entre animalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Peroxidacióntlsular (Figura láb)

Los nivelesdeperoxidacióntisularfra vivo no varfanenfunciónde la edad,pero

si seproduceun aumentode estosnivelesdebidoal tratamiento(p<0,05) enlos dosgrupos

deedad.

Porel contrario,la sensibilidada la peroxidaciónestimuladaha ¡41w no varía

en funciónde la edado del tratamiento.

SIstemadel glutatión (Figura 17)

Tampocoen estaocasiónla edado el tratamiento afectana los nivelesde

GSH. En cuanto al GSSG, sus niveles en este órgano fueron inferioresal limite de

detección.

1). Curva desupervivencia(Figura 18)

La tandesupervivenciaenestepuntodel experimentofuela mismaen todos

los grupos(100%)aceptoen el de animalesviejos tratadosen el quemurió un animal

(98%)

2.- 14.5 meses de tratamiento

A. ¡ligado

Actividades enzimáticas(Figura 19a)

Despuesde 14,5 meses, el tratamiento continúa siendo efectivo, con

inhibicionesde la actividad CAT de alrededordel 90% en los dos pupos tratados

(p<0,00l).
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Figura 17.-Sistemadelglutatiónen el cerebrode animalesjóvenesy viejosdeRanaperezi

despuésde 2,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal

grupojovencontrol (100%).
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Figura 18.- Curva de supervivenciade animalesjóvenesy viejosde Ranaperezidespuésde
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Figura 19.-Actividadesenzimáticas(a), y peroxidacióntisulariii vivo e iii viti-o y MDA (b)

en el hígado de animalesjóvenes y viejos de Reina perezídespuésde 14,5 mesesde

tratamiento.Losresultadosestánexpresadosen % respectoalgrupojovencontrol (100%).

a: diferenciasignificativa entreanimalesjóvenesy viejos del mismo tratamiento.

b: diferenciasignificativaentreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Tambiénsemantieneno aumentan(160-100%)las induccionesde actividad

superóxidodismutasaen estosgrupos (p<O,OO1). En el caso de la actividadglutatión

reductasa(0,001) la inducción es ahoramucho más potenteque la observadael año

anterior, alcanzandovalores del 900-600%y pareceque la edaddisminuye (50%) la

intensidadde dichainducción (p.cO,00l).

El tratamientoademásprovocala inducciónde la actividad(IPx utilizando

hidroperóxidodecumenocomosustrato,aunquesóloalcanzala significaciónenel casodel

grupoviejo tratado(p¿0,05).

Las demásactividadesno se ven modificadasni por la edad ni por el

tratamiento.

Peroxidacléntlsular y MDA (Figura 19b)

No se observandiferenciassignificativasen la peroxidacióntisular ni en los

nivelesdemalondialdehidodeterminadospor HPLC en ningúncaso.

Sistema del glutatióny ácidoascórbico(Figura20)

El tratamientoprovocaun aumentoen los nivelesde GSH (120-100%) y de

ácidoascórbico(120-116%)en los animalesjóvenesy viejos respectivamente(pcO,OOi).

En cuantoal cocienteGSSC*/GSH,el incrementoqueseobservadebidoa la

edad en el grupo viejo control &<0,001) se vio contrarrestadopor el tratamiento,

resultandosignificativamentemenores<j <0,001)los valoresenelgrupoviejo tratadosi lo

comparamoscon el viejo control.

B. Pulmón
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Figura20.-Sistemadelglutatióny ácidoascórbicoen el hígadodeanimalesjóvenesy viejos

de Reinaperezidespuésde 14,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen

% respectoalgrupojoven control (100%).

a: diferenciasignificativaentreanimalesjóvenesy viejos del mismo tratamiento.

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Actividadesenzimétícas(Figura 2la)

La inhibición dela actividadcatalasa(alrededordel90%)debidaal tratamiento

semantiene(p<0,001)independientementede la edadde los animales.

Además,despuésde 14,5 meses,es apreciabletambiénen esteórganouna

induccióndela actividadGR (cercadel 50%)en los dosgrupostratados(p<0,05).

a la edado

En el restodelas actividadesenzimáticasno seobservandiferenciasdebidas

al tratamiento.

Peroxidaeldatisular (Figura 21b)

No cabeseñalardiferenciassignificativasenesteapartado.

Sistemadel glutatid.(Figura22)

Enestecasotampocolasdiferenciasalcanzaronla significación,perosíparece

existir unatendenciaa presentarvaloresde (3SH mayoresy de GSSG/GSHmenoresen

los dosgrupostratados.

C. Cerebro

Actividades enzlmdtlcas (Figura 23a)

La inhibición de la actividadCALi’ (alrededordel 90%)debidaal tratamiento

tambiénsemantieneenesteórgano(p<0,001)en los dosgruposde edad.

Y, al igual que ocurría con el pulmón, hay que señalar la inducción de la

actividadGR (p<0,05)debidaal tratamiento(50-100%).
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Figura 21.-Actividadesenzimáticas(a) y peroxidacióntisular fn vivo e in viti-o (b) en el

pulmón de animalesjóvenesy viejosde Ranaperezidespuésde 14,5 mesesde tratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojovencontrol (100%).

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Figura22.- Sistemadelglutatión en el pulmónde animalesjóvenesy viejos deRanaperezi

despuésde 14,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal

grupojoven control (100%).
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Figura 23.- Actividadesenzimáticas(a) y peroxidacióntisular iii vivo e iii viti-o (b) en el

cerebrode animalesjóvenesyviejos de Ranaperezidespuésde 14,5 mesesde tratamiento.-

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojoven control (100%).

b: diferenciasignificativaentreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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La actividadde las demásenzimasantioxidantesanalizadas,asícomo la de la

citocromoc oxidasa,no se ven afectadaspor el tratamientoy tampocohay diferencias

atribuiblesa la edad.

Peroxidacióntisular (Figura23b)

El tratamiento crónico con AT ha tenido efecto sobre los niveles de

peroxidacióntisular ha vivo, incrementándolostanto en el casodel grupojoven tratado

(p<O,Ol) como delviejo (p<O,OS).

No ocurrelo mismocon la peroxidaciónestimuladaha vino. La edadsiguela

pautamásgeneralizadaenesteestudióy no parecedar lugaraningunavariación.

Sistemadel glutatión (Figura24)

Ni la edadni el tratamientotuvieronefectoalgunosobrelos nivelesde GSH,

quesonsimilaresen los cuatrogruposexperimentales.

ft Riñón

Actividadesenzlmdtfras(Figura25a)

La inhibiciónde la actividadCALi’ debidaal tratamientoha resultadounavez

más muy eficaz en los animalestanto jóvenes(p<O,Ol) como viejos (pcO,001).La

inhibición oscilaentreel 90 y el 85%respectivamente.

Tambiénaqul, como en los demásórganos,la actividadGR seinducecomo

consecuenciadel tratamiento(p.c0,O0l).Los incrementosresultanmuyacusados(600%-

940%),comoenel hígado,alcanzandoactividadesdehastanuevevecesla del controL

Además,en esteórganoel tratamientoafectatambiéna la actividad(IPx. Y

así, usandohidroperóxidodecumenocomo sustrato,el tratamientoprovocaun descenso
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Figura24.-Sistemadel glutatiónen el cerebrode animalesjóvenesy viejos deRanaperezi

despuésde 14,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal

grupojoven control (100%).

200

150

loo

50

o

LE

GSH

N. D.



% DEL JOVENCONTROL a

300 -

CAT

r
GPXCUMGPxH O

22

96 DEL JOVEN CONTROL

LEJOVENCONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO CONTROL

VIEJO TRATADO

Figura25.- Actividadesenzimáticas(a) y peroxidacióntisular iii vivo e iii viti-o (b) en el

riñón de animalesjóvenesy viejos de Ranaperezidespuésde 14,5 mesesde tratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojovencontrol (100%).

a: diferenciasignificativaentreanimalesjóvenesy viejos del mismo tratamiento

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
44** <~<0~05~~ •~ (p<O,O1); (p<0,OOl)

200 -

fi

/1

1200

800

400

o
SOD

b

cOx GR

loo

o

250

200

150

•100

50

o

b

LE

TEA vivo TEA vitro



Resultados 151

de esta actividad que sólo llega a ser significativo en el casodel grupo viejo tratado

respectoal viejo control(p<0,Ol). Cuandoel sustratoutilizado esperóxidode hidrógeno,

el descensode actividades aún mayor en el caso del grupo viejo tratado (pcO,OOl),

descensoque tambiénalcanzala significación en el grupojoven tratado (pc0,05). AsE

mismo, la edadtambiénpareceen estaocasiónafectara la actividad,observándoseun

incrementoen el grupoviejo control(p<0,05).

Peroxidaclóntisular(Figura25b)

Se detectóun ligero incrementode la peroxidación ha vivo debido al

tratamiento,en el grupoviejo tratado(p<O,OS) respectoal viejo control, pero no en los

animalesjóvenes.

Sistemadel glutatiény ácidoascérbico(Figura26)

El tratamientoprovocala inducción(p<O,OS)tanto del GSH (60-90%)como

del ácido ascórbico(130%),aunqueen el casodel ácidoascórbicoel incrementoen el

grupoviejo tratadono alcanzala significaciónestadística.

E. Curvade supervivencia(Figura27)

Despuésde 14,5 mesesde tratamientoy como era de esperar,la tan de

supervivenciafue mayoren los animalesjóvenesqueenlos viejos. Encuantoal efectodel

tratamiento,dentrodel mismogrupode edad,la tan de supervivenciafue muchomayor

enlos grupostratadosqueen los cdntroles.Estehechofue especialmenterelevanteenel

casode los animalesviejos,siendola tandesupervivenciadelos controlesdesólo un 46%

frenteal 91%de los tratados.

3.- 26.5 meses de tratamiento

A. Hígado
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Figura26.- Sistemadel glutatióny ácidoascc5rbicoen el riñón de animalesjóvenesyviejos

de Ranaperezidespuésde 14,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen

% respectoal grupojoven control (100%).

b: diferenciasignificativaentreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Actividadesenzimdtkas(Figura28a)

La actividadCAT despuésde26,5 mesesde tratamientosemantieneinhibida

en los dosgrupostratados(pcO,OOl) en másdeun 95%,como ha ocurridoa lo largode

todo el periodoexperimental.

Encuantoa las induccionesdebidasal tratamientoobservadasel año anterior,

siguenexistiendo(540-600%)en el casode la GR (p<0,001)aunquela magnitudde la

inducción esahoramuchomenorque la observadaa los 14,5 mesesde tratamiento;en

cuantoa la SOD, su inducciónhadejadodesersignificativaenel grupoviejo tratadoy ha

disminuido (p<O,OS)enel grupojoven tratado (120%).No seobservaningún efectodel

tratamientosobrelas demásactividadesenziniáticas.

De igual forma, la edadtampocodeterminavariacionesen ningunade las

actividadesenzimáticasenesteórgano.

Peroxidacléntlsulary MDA (Figura28b)

Tampocoenlos nivelesdeperoxidación,siguiendolapautaobservadaenaños

anteriores,apareceningunadiferenciasignificativa.

Sistemadel glutatiday ácidoascórbico(Figura29)

En estecaso,comotambiénha ocurridocon la actividadSOD, sehaperdido

la induccióndelGSHobservadaelañoanterior.Porotro ladoel0550alcanzanivelesmás

altosen los dosgrupostratados,llegandoa serestadísticamentesignificativo (p<0,05)en

el casodel grupoviejo tratadorespectoal viejo control(150%).

Porel contrario,la induccióndel ácidoascórbicoen los dosgrupostratadosse

mantienerespectoal añoanterior(p<0,001)e inclusoesmáspronunciada(240-190%).

B. Pulmón
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Figura28.-Actividadeserizimáticas(a), y peroxidacióntisular in vivo e iii viti-o y MDA (b)

en el hígado de animalesjóvenesy viejos de Rana perezi despuésde 26,5 mesesde

tratamiento.Losresultadosestánexpresadosen %respectoalgrupojovencontrol (100%).

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Figura29.- Sistemadel glutatióny ácido ascórbicoen el hígadodeanimalesjóvenesy viejos

de Ranapei-ezi despuésde 26,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen

% respectoal grupojoven control (100%).

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Actividadesenzimáticas(Figura30a)

La inhibición dela actividadcatalasa(90%)semantieneen los dosgruposde

edad(p<O,OOl). Hayqueseñalarla pérdidadela induccióndeactividadGR observadael

añoanteriordespuesde 14,5 mesesdetratamiento.No encontramoscambiossignificativos

debidosala edado al tratamientoparaningúnotro parámetro.

Peroxidaclóntisular (Figura30b)

Los datosde la Figura30b ponende manifiestounavez más la ausenciade

efectosatribuiblesal tratamientoo a la edad.Noobstante,cabemencionarlos valoresalgo

másbajosde peroxidaciónka pUro en los grupostratados,pero quecomo ya haocurrido

antes,no alcanzanla significación.

Sistemadel glutatión (Figura31)

No encontramosdiferenciasestadisticamentesignificativasentregrupospara

el GSH aunquelos animalesviejos tratadospresentenvaloresalgo inferiores.Perosi es

interesantedestacarla tendenciaa aumentarde los niveles de GSSG y del cociente

GSSG/GSHen los dosgrupostratados.Estasdiferenciasno llegan a sersignificativas

debidoa la granvariabilidadobservada.

C. Cerebro

Actividadesenziméticas(Figura32a)

Al igual queen el caso del pulmón,semantienela inhibición de la actividad

catalasa(másdeun 85%)enlos dosgruposde edad(pcO,OO1).Tambiénsehaperdidola

inducción de la actividadGR. observadael año anterior despuésde 14,5 mesesde

tratamiento.
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Figura 30.-Actividadesenzimáticas(a) y peroxidacióntisular iii vivo e in viti-o (b) en el

pulmóndeanimalesjóvenesy viejosdeRanaperezídespuésde 26,5 mesesde tratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojoven control(100%).

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Figura31.- Sistemadel glutatiónen el pulmónde animalesjóvenesy viejos deRanaperezz

despuésde 26,5 mesesde tratamiento.Los resultadosestánexpresadosen % respectoal

grupojovencontrol (100%).

2.5

2

1,5

1

0,5

o

LE

GSH GSSG GSSG/GSH



96 DEL JOVENCONTROL
a

96 DEL JOVEN CONTROL

LELE JOVEN CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO CONTROL

VIEJO TRATADO

Figura32.- Actividadesenzimáticas(a) y peroxidacióntisular iii vivo e in viti-o (b) en el

cerebrode animalesjóvenesyviejos de Rauiapei-ezidespuésde 26,5 mesesdetratamiento.

Los resultadosestánexpresadosen % respectoal grupojoven control (100%).

b: diferenciasignificativa entreanimalescontrolesy tratadosde la misma edad.
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Peroxidaclóntisular (Figura32b)

Todoslos grupospresentanvaloresdeperoxidaciónfn vivo eha viti-o similares,

no viéndoseafectadosporel tratamientoo la edad.

Sistemadel glutatión (Figura33)

Enlos cuatrogruposdetrabajoencontramosnivelesdeGSHdelmismoorden,

ni la edadni el tratamientoprovocanmodificación alguna.

D. Riñón

ActivIdadesenzimáticas(Figura34a)

La inhibición dela actividadCAT debidaal tratamientopermanececonstante

entrelos mismosniveles(85-90%)en los dospuposdeedad(pcO,OOl).

En cuantoa la inducciónde actividadGR observadael año anterior,debida

tambiénal tratamiento,sigueexistiendo(570-400%)aunquetiendea descenderen este

órgano respectoal añoanterior(p<O,OOI).

Los descensosde actividad (IPx utilizando hidroperóxidode cumenocomo

sustratodebidosal tratamientosonmenoresy dejande sersignificativos.Sólo en el caso

dela actividad(IPx utilizando14202como sustratosemantienela significaciónenel caso

de los animalesviejos tratadosrespectoa los viejoscontroles(p<0,05).

El resto de las actividadesno se ven alteadasni por la edad ni por el

tratamiento.

Peroxldacléntisular (Figura34b)

Enestecasoloscuatropuposexperimentalespresentanvaloressimilarespara
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ambosparámetros,peroxidaciónka vivo e iii viii-o.

Sistemadel glutatióny ácidoascórbico(Figura35)

Como ya haocurridocon otrosparámetrossepierdela induccióndel GSHy

ácidoascórbocoobservadasel añoanteriordespuésde 14,5 mesesde tratamientocrónico

con

E. Curvade supervIvencia(Figura36)

En la fase final del experimentoentre los 24 y 33 mesesde tratamiento,los

animalestratadosquehablanmostradouna menortasademortalidadtemprana,entraron

enunafaserápidademortalidadaguda.La vida máximafue la mismaparalos dospupos

de animalesviejos, controlesy tratados.Despuésde 33 mesesde tratamientosólo los

animalesdel grupojovencontrolseguíanvivos y el experimentosedio porconcluido.

IV. ESTUDIO LONGITUDINAL PORORGANOS

Pasamosaexponerahoralos resultadosde la comparaciónlongitudinalde los

parámetros,realizadaparacadaunodelos puposa lo largodelos tresañosquehadurado

el periodoexperimental.

1.- MInh

A. ActIvIdadesenzimátícas(Tablas6-10)

En generalnoseobservandiferenciasen funciónde la edad.No obstante,hay

queseñalarel incrementodeactividadSOD enlos dosgruposde animalesviejos,controles

y tratados, despuésde 14,5 meses de tratamiento (p<0,01), para posteriormente

estabilizarse.
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Tabla6.- Actividad SOD en el hígadode animalesjóvenesy viejosdeRanaperezidespués

de 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mgprot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

41,0 ± 10,1 (7)

16,2 ± 5,1 (8)

101,2 ±23,6 (8)

74,3 ± 12,7 (8)

14,5 meses

75,7 ± 19,2 (6)
**

71 8 + 15 5 (6)0

1978 + 411 (6)

143,8 t 16,1 (6)0

26,5 meses

70,0 ±22,9 (6)
**

63 7 + 9,7 (6)0

155 6 + 38,5 (6)

113 4 + 21,0 (6)

Tabla 7.- Actividad CAT en el hígadode animalesjóvenesy viejosde Ranapei-ezidespués

de 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (jimolesH202/min . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

626,5± 110 (8)

612,3 ± 89 (7)

29,3 ± 5,2 (7)

23,8 ± 3,2 (7)

14,5 meses

1010,0± 100 (6)

9440 + 113 (5)
*

100 0 + 32 (6)0

1060+ 41(6)

26,5 meses

915 0 + 170 (6)

8690 + 109 (6)

480k 12(6)

460-.- 15(6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo:a 2,5 meses;b 14,5 meses

* (p<O,O5)

** (p<O,Ol)

() = númerode datos



Tabla 8.- ActividadesGPxutilizando cumenoy H202 en el hígado de animalesjóvenesy

viejosde Ranapei-ezidespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GPXc (nmolesNADPH/min . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

24,8 ±1,2 (8)

30,7 ± 1,8 (8)

30,9 ±4,1 (8)

36,2 ±4,2 (8)

14,5 meses

317-.- 84(6)

340 + 80(5)

420 + 107(6)

62,7 ± 7,8 (6)

26,5 meses

*

428 + 2,5 (6)~
41 7 + 18,3 (6)

515 + 8,2 (6)

559 + 16,0 (6)

ACTIVIDAD GPXH (nmolesNADPH/min . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

11,7 ±2,1 (8)

15,3 ± 1,5 (8)

13,3 ±1,8 (8)

16,2 ± 2,4 (8)

14,5 meses

11,1 t 2,2 (6)

18,0 ±3,8 (5)

12,1 ±1,0 (6)

10,2 t 2,3 (6)

26,5 meses

183 + 42(6)
*

274 + 44 (6f

21 5 + 5 3 (6)

16 6 + 2 6 (6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el error estándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
*

(p<
0,05)

() = número de datos



Tabla 9.- Actividad GR en el hígadode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezidespués

de 2,5, 14,5y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GR (umolesNADPH/min. mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

12,3 ± 1,9 (8)

12,3 ± 2,1 (8)

23,2 ± 2,2 (8)

24,1 ± 4,0 (8)

14,5 meses

77~ 14(6)

10,0 ± 1,1 (5)

780~ 53(6)0

530-- 66(6)0

26,5 meses

94~ 2,0(6)

8,6 ± 1,3 (6)
4**

604 + 9,4(6)0

64 5 + 10,0 (6)0

Tabla 10.- Actividad COX en el hígadode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezi

despuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD COX (limoles CIT C ox./min . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJ~ TRATADO

14,5 meses

0021 + 0,007 (6)

0 021 ~0,006 (6)

0024 + 0,007 (6)

0 021 + 0,006 (6)

26,5 meses

0015 + 0,004 (6)

0012 -‘- 0,002 (6)

0015 + 0,002(6)

0013 + 0,002 (6)

Losresultadosseexpresancomola mediaaritmética±el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses

(p<O,OX)

(p<0,OOX)

() = númerode datos
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La actividadCAT delgrupojoven tratadoestámenosinhibida a los 14,5 meses

de tratamiento(p<O,OS).

Enelgrupojovencontrolla actividad(IPx,utilizandohidroperóxidodecumeno

como sustrato,muestraunatendenciaa aumentaren funcióndel tiempode permanencia

en el laboratorio(p.cO,O5). Lo mismo ocurrecon los animalesviejoscontrolescuandoel

sustratoutilizado esperóxidode hidrógeno.

Por último, destacarquela actividadGR de los dosgrupostratadossufreun

granincrementoa lo largodel periodoexperimental(pcO,OOl).

B. Peroxidacléntisulary MDA (Tablas11 y 12)

En estecasoseproduceun descensoprogresivoy sistemáticodelos nivelesde

peroxidacióntisular tantoka vivo comoka vito, en funcióndel tiempodepermanenciaen

el laboratorio,alcanzandola significaciónen el casode los animalesviejos tratadospara.

la peroxidaciónka vivo (p<0,0l), y entodoslos casoscuandosetratade la peroxidaciónka

viti-o (p<O,OS).

No seobservanvariacionesen los nivelesde MDA entreel segundoy tercer

año.

C. Sistemadel glutatlóny ácidoascórbico(Tablas13-15)

Los nivelesde GSH de los dospupos tratados,jóvenes(p.c0,05) y viejos

(p<0,001)seincrementandespuésde 14,5 mesesde tratamientoparavolver a descender

posteriormente.

En cuanto a los niveles de (ISSG, tienden a descenderen los animales

controles,pero estedescensosólo essignificativo enel pupoviejo control(p<0,05).

Ni el cociente GSSG/GSH ni los niveles de ácido ascórbico muestran



Tabla it- Peroxidacióntisular iii vivo e ka vitro (sustanciasTBA positivas)en elhígadode

animalesjóvenesy viejos deRanaperezidespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

PEROXIDACION TISULAR - TBA vivo (nmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

81,7 ± 12,2 (8)

89,9 ±13,8 (8)

81,8 ±20,2 (8)

120,0 ±10,9 (6)

14,5 meses

491k 97(6)

698k 90(6>

95,6 ± 18,4 (5)

1139 + 220(5)

26,5 meses

50 9 + 8 3 (6)

642 + 91(6)

57 3 + 9 7 (6)

486 + 66

PEROXIDACIONTISULAR . TBA vitro (nmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

200,6 ±27,7 (3)

263,1 ±58,2 (3)

197,9 ±58,7 (3)

155,1 ±32,1 (3)

14,5 meses

119 1 + 34 5 (5)

1111 + 64(5)0*

160 0 + 34 1 (6)

158 1 + 275 (5)

26,5 meses

*794 + 15,6 (6)0

*
1119 + 22,6 (6)0

1092 + 28,3 (6)

67 8 + 12,0 (6)a~b
4

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética± el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses

* (p<O,OS)

4* (pcO,Ol)

() = númerode datos



Tabla 12.- Niveles de MDA en el hígadode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezi

despuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

MDA (nmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

22 • 0,8 (4)

46 + 3,8 (4)

2 1 + 0,6 (5)

27 + 1,0 (5)

26,5 meses

481 + 1,35 (6)

264 + 0,62(5)

1 21 + 0,36 (3)

2 76 + 0,96 (5)

Los resultadosseexpresancomo la mediaaritmética± el error estándar.

() = númerode datos



Tabla 13.- Nivelesde glutatiónreducidoen el hígadodeanimalesjóvenesy viejosdeRana

perezi despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

GSH (pmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

1,87 ±0,21 (9)

155 ±0,20 (9)

2,25 ±0,23 (9)

1,90 ±0,42 (9)

14,5 meses

2,35 ±0,2.6 (6)

1 76 + 0 21 (6)
*

5 22 + 1 10 (6)0
*4*

483 + 038 (6)0

26,5 meses

1 17 + 0,47 (6)

1 22 + 0,40 (6)

253 + 1,11

1 56 + 0,30 (S)b44

Tabla 14.- Niveles de ácido ascórbicoen el hígadode animalesjóvenesy viejos de Rano

perezidespuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ASCORBICO(~moles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

0 62 + 0,067 (4)

046 + 0,10 (4)

138~0,09 (5)

134 + 0,21 (5)

26,5 meses

0 54 0,06 (6)

063 + 0,03 (6)

1 86 + 0,23 (6)

1 57 + 0,21 (6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética± el error estándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses; 14,5 meses
4 (p<O,05)
4*4

(p<0,001)

() = númerode datos



Tabla 15.- Sistemadel glutatión en el hígadodeanimalesjóvenesy viejosde Ranaperezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

GSSG (pmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

0,12 ±0,05 (8)

0,15 ±0,04 (8)

0,30 ±0,15 (7)

0,13 ±0,03 (7)

14,5 meses

010 + 005 (6)

019 + 003(6)

015 + 002(6)

0 16 + 0 04 (6)

26,5 meses

0046 + 0,007(6)

0040 + 0,006 (6)a~b

o 120 + 0,040 (6)

0 140 + 0,050 (6)

GSSG/GSH

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

0,067 + 0028 (8)

0,096 ±0,033(8)

0,134 ±0,061(7)

0,077 + 0018 (7)

14,5 meses

0,041 ±0,016 (6)

0 104 + 0 007 (6)

0 030 + 0 005 (6)

o 036 + 0 009 (6)

26,5 meses

0076 + 0,020 (6)

0049 + 0,012 (6)

0071 + 0,019 (6)

0 057 + 0,008 (5)

Losresultadosseexpresancomola media

muestrandiferenciassignificativascon el

(PC
0,05)

() = número de datos

aritmética±el error estándar.Los superíndices

grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
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variacionessignificativasa lo largodel periodoexperimental.

2.- fÉnÉn

A. ActivIdadesenzimáticas(Tablas16-20)

Prácticamenteno seproduceningunavariaciónen los nivelesde las distintas

actividadesen funcióndel tiempotranscurridoen el laboratorio.Sólo cabemencionar,en

el grupojovencontrol,el descensodela actividadGPxutilizandohidroperóxidodecumeno

comosustrato,despuésde 14,5 mesesdesdeel inicio deelestudio(p<0,01)y suposterior

recuperación.

B. Peroxidacióntisular(Tabla 21)

De nuevo,como ya ocurríaen el caso del hígado,seproduceun descenso

sistemáticoy progresivo de los niveles de peroxidacióntanto itt. vivo como itt vito,

alcanzandola significaciónen todoslosgrupos.

Despuésde 14,5 meses de experimento,el descensoen los niveles de

peroxidaciónitt vivo esya significativo en las dos puposde animalesjóvenes,controles

(pc0,OS)y tratados(p<O,01)yenlos viejoscontroles(pcO,O1).Transcurridos26,5 meses,

el descensoes generalizadoy resultasignificativo tanto para los animalescontrolesde

ambasedades(p.c0,0l),comoparalos tratadosjóvenes(p.c0,0O1)y viejos (pcO,05).

Algo parecidoocurreconla peroxidaciónitt Wtm, cuyosdescensosa lo largodel

periodoexperimentalson significativosen los dos puposjóvenes(p.c0,05) y en el viejo

control(p<0,001).

C. Sistemadel glutatídn(Tablas22 y 23)

Fijándonosen los nivelesdeGSH, enelgrupoviejo tratadoseproduceun

incrementoa la mitad del periodo experimental(p<0,05) para descenderal final del



Tabla 16.- Actividad SOD en el pulmón de animalesjóvenesy viejos de Rana perezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U

14,5 meses

SOD/mgprot)

26,5 meses

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

27,6 ±9,3 (8)

15,7 ±6,2 (7)

24,8 ±8,7 (7)

34,9 ±5,4 (8)

25,6 ±9,4 (6)

24,9 ±6,9 (6)

31,8 ±9,5 (6)

23,6 ±5,0 (6)

40 9 + 16,6 (6)

321 + 9,4(6)

276 + 7,0(5)

170 + 3,4(5)

Tabla 17.- Actividad CAT en el pulmón de animalesjóvenesy viejos de Rano perezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (pinolesH202/min . mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26 5 meses

JOVEN CONTROL 75,3 ± 5,9 (7) 1020 + 160 (6) 106,0 ± 8,0 (6)

VIEJO CONTROL 105,5 ±19,3 (7) 89,0 ± 5,8 (6) 111 0 + 12,0 (6)

JOVENTRATADO 7,3 ± 1,6 (7) 90 + 30 (6) 120 + 3,0 (6)

VIEJO TRATADO 6,0 ± 1,6 (7) 10 0 + 40 (6) 8,0 ± 2,0 (6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética± el error estándar.

() = númerode datos

2,5 meses



Tabla 18.- ActividadesOPic utilizando cumenoy H~2 en el pulmón de animalesjóvenes

y viejos deRanoperezidespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GPx~ (omolesNADPH/min . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

51,0 ±5,4 (8)

48,3 ±7,9 (8)

57,3 ± 7,8 (8)

57,9 ± 8,6 (8)

14,5 meses

**

31,0 ±3,3 (6)0

45,3 ±6,7 (6)

43 3 + 7 2 (6)

49 1 + 4 7 (6)

26,5 meses

46,0 ± 5,0 (6)

56 4 + 11,0 (6)

49 5 + 10,2 (6)

46,5 t 3,9 (6)

ACTIVIDAD GPXH (nmolesNADPH/min . mgprot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5meses

42,0 ±4,7 (8)

38,3 ±6,5 (8)

50,3 ±9,7 (8)

45,0 ±6,1 (8)

14,5 meses

31,7 ±3,6(6)

40,5 ±5,4 (6)

34,9 ±4,2 (6)

39,1 ±4,8(6)

26,5 meses

385 + 71(6)

51 1 + 6 5 (6)

39 1 + 9 1 (6)

37 2 + 2 5 (6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
**

(p<
0,01)

( ) = númerode datos



Tabla 19.-Actividad GR enel pulmóndeanimalesjóvenesy viejosde Ranoperezidespués

de 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GR (timolesNADPH/min . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

13,6 ±2,6 (8)

12,8 ±2,3 (8)

17,1 ±2,5 (8)

18,2 ±2,1 (8)

14,5 meses

11,1 ±1,7 (6)

11,7 ±0,9 (6)

16,5 ±2,4 (6)

16,3 ±3,6 (6)

26,5 meses

140 + 17(6)

155 + 19(6)

163 + 15(6)

147 + 21(6)

Tabla 20.- Actividad COX en el pulmón de animalesjóvenesy viejos de Ranapei-ezi

despuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pmolesCIT C ox/mm . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

0,010 + 0002(6)

0,027 + 0 014 (6)

0,011 + 0002(6)

0,013 + 0 003 (6)

26,5 meses

0,008 ±0,001 (6)

0,006 ±0,0007 (6)

0,009 ±0,002 (5)

0,007 ±0,001 (5)

Los resultadosseexpresancomo la media aritmética± el error estándar.

( ) = númerode datos



Tabla21.-Peroxidacióntisular in vivo e iii vitro (sustanciasTBA positivas)en el pulmón

de animalesjóvenes y viejos de Rano perezi despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde

tratamiento.

PEROXIDACION TISULAR . TBA vivo (nmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

89,0 ± 10,5 (8)

92,5 ± 11,1 (8)

101,5 ± 16,1 (8)

98,2 ±16,4 (8)

14,5 meses

4
518~ 93(4)0

4*
341~ 94(4)0

4*

364~ 55(6)0

53 9 + 12 1 (5)

26,5 meses

.4307 + 6,4 (4)0

4*
33 0 + 11,5 (6)0

*4*

21 0 + 5,2 (6)0
*

26 9 + 12,4 (5)0

PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

208,6 ±42,2 (3)

235,4 ±21,6 (3)

159,6 ±17,3 (3)

182,8 ±20,2 (3)

14,5 meses

109 2 + 393 (4)
4*.

372 + 39(5)0

1088 + 26 1 (6)

1405 + 45 1 (5)

26,5 meses

*

58 1 + 10,3 (5)0

4**

77 2 + 17,8 (6)0
*

51 2 + 13,5 (5)0

69 8 + 18,9 (5)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el errorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses

(p<0,05)

(pcO,Ol)

*4* (p’cO,OOl)

() = númerode datos



Tabla22.-Nivelesdeglutatiónreducidoen el pulmónde animalesjóvenesyviejosdeRano

perezídespuésde 2,5, 14,5 y 26,5mesesde tratamiento.

GSH (pmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

0,62 ±0,03 (9)

0,68 ±0,05 (9)

0,68 ±0,08 (9)

0,63 ±0,08 (9)

14,5 meses

079 + 009 (6)

0,86 ±0,12 (6)

099 + 010 (6)

151 + 060(6)0

26,5 meses

044 + 0,19 (6)

0,48 ±0,16 (6)

0 51 + 0,33 (6)

0,21 ±0,05

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el error estándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 25 meses;b 14,5 meses

(p<o,05)
() = númerode datos



Tabla23.-Sistemadel glutatiónen el pulmón de animalesjóvenesy viejosde Ranaperezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

GSSG (pmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

0,015 + 0002(7)

0,018 + 0005 (8)

0,021 + 0004(8)

0,032±0,012 (8)

14,5 meses

0049 + 0014

0 027 + 0 008

0,029 ±0,008

0035 + 0014

(6)0*

(6)

(6)

(6)

26,5 meses

0 024 + 0,008 (6)

0023 + 0,009(6)

0230 + 0,180 (6)

0,180 ±0,130 (6)

GSSG/GSH

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

0,024 + 0 003 (7)

0,027 + 0 008 (8)

0,036 + 0 008 (8)

0,047 ±0,010 (8)

14,5 meses

0069 + 0023 (6)

0,037 ±0,012 (6)

0,031 t 0,009(6)

0023 + 0004(6)

26,5 meses

0 143 + 0,060 (6)

0150 + 0,117 (6>

0530 + 0,310 (6)

1 780 + 1,500 (6)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el error estándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
*

(p’c 0,05)

() = númerodedatos
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mismo.

Lo mismo sucedecon los valoresde GSSGdelgrupojovencontrol (p.cO,05).

3.- Cerebro

A. Actividadesenzlmátícas(Tablas24-28)

La actividadSOD del grupoviejo control se incrementa(p<O,OI) tras 14,5

mesesde periodoexperimental,para estabilizarsedespués.En el caso del grupojoven

tratadoel incrementoesprogresivo(p<0,05),alcanzandoelvalormáximoa los26,5 meses

de tratamiento.

En el pupojoven control la actividadCAT se eleva a los 14,5 mesespara

despuésvolver adescender(p.c0,05).

Porúltimo, señalarel incrementoen funcióndel tiempo de la actividadGPx

utilizando peróxido de hidrógenocomo sustratoenel grupoviejo tratado(p.c0,05).

B. Peroxldadóntisular (Tabla29)

En esteórganoel descensodelcontenidodesustanciasTEA positivaska vivo,

en función del tiempo, tiene lugar en los dos grupostratados,jóvenesy viejos. Este

descensoseproducedesdeelcomienzodelexperimento(p<0,05)y llegaaserimportante

al final (p<0,001).

Sin embargo,enestecasoeldescensodelos nivelesdeperoxidaciónitt vitro no

estan homogéneoy sólo alcanzala significaciónenelpupojovencontrol dondeademás,

al final del periodoexperimentallos nivelesdeperoxidaciónvuelvenaaumentar(p.c0,01).

C. Sistemadelglutatién (Tabla30)



Tabla 24.- Actividad SOD en el cerebrode animalesjóvenesy viejos de Ranoperezi

despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mgprot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

36,2 ± 6,6 (8)

47,2 ± 9,5 (7)

45,6 ± 10,8 (7)

40,5 ± 7,0 (8)

14,5 meses

*
1524 + 524 (6)0

1387 + 260(6)0

1037 + 266(6)

1169 + 267 (6)

26,5 meses

81,5 ±21,9 (6)

96 0 + 22,9 (6)
*

129 1 + 34,7 (6)0

121 3 + 46,1 (6)

Tabla 25.- Actividad CAT en el cerebrode animalesjóvenesy viejos de Rano perez¿

despuésde 2,5, 14,5y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (pmoles H202/min . mg prot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

19,7 ±4,4 (7)

16,4 ±5,8 (7)

3,2 ±0,8 (7)

2,2 ± 0,8 (7)

14,5 meses

*
31 3 + 3 7 (6/’

245 + 32(6)

4,1 ± 1,1 (6)

2,9 ±0,9 (6)

26,5 meses

177.

14,9 ±2,0 (6)

2 5 + 0 5 (6)

2 1 -4- 0 5 (6)

Losresultadosseexpresancomola mediaaritmética±el error estándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
*

(PC
0,05)

**

(PC0,01)

() = númerode datos



Tabla26.-ActividadesGPxutilizando cumenoy H202 en el cerebrode animalesjóvenes

y viejosdeRanoperezidespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD

2,5 meses

GPx~ (timoles NADPH/min . mg prot)

14,5 meses 26,5 meses

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

53,3 ± 5,0 (8)

71,2 ± 11,9 (8)

52,6 ± 6,4 (8)

46,9 ± 5,3 (8)

53,9 ± 6,0 (6)

620 + 95(6)

653 + 109(6)

63,0 ± 9,4 (6)

499 + 10,0 (6)

56 3 + 10,4 (6)

431~ 9,5(6)

504 + 8,6 (6)

ACTIVIDAD GPx11(nmolesNADPH/min. mg prot)

2,5 meses 14,5 meses 26,5 meses

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

26,6 ±2,4 (7)

31,5 ±5,1 (7)

31,2 ±5,2 (8)

24,7 ±3,6 (8)

37,4 ±3,7 (6)

37,5 ±2,8 (6)

36,6 ±1,5 (6)

30,1 ±3,7(5)

329 + 35(6)

359 + 18(6)

371 + 44(6)
*

371 + 07(6)0

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética± el errorestándar.Lossuperíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
*

(pCO,05)

() = númerode datos



Tabla27.- Actividad GRen el cerebrodeanimalesjóvenesy viejosde Ranaperezidespués

de 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GR (timolesNADPH/min. mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

9,2 ±1,5 (8)

9,8 ±3,0 (7)

7,8 ±1,3 (8)

7,7 ± 1,3 (8)

14,5 meses

6,2 ±0,9 (5)

7,2 ±1,6 (6)

9,7 ±0,5 (6)

12,3 ±2,0 (6)

26,5 meses

76 + 05(6)

80 + 20(6)

76 + 13(6)

76 + 14(6)

Tabla 28.- Actividad COX en el cerebrode animalesjóvenesy viejos de Ranaperezi

despuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pmolesCIT C ox/mm . mg prot)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

0,030 + 0005(6)

0,030 + 0011 (6)

0,041 + 0012 (6)

0,038 + 0 011 (6)

26,5 meses

0,01.8 ±0,004 (6)

0,015 ±0,002 (6)

0,026 ±0,009 (6)

0,023 ±0,004 (6)

Los resultadosse expresancomo la mediaaritmética± el error estándar.

() = númerode datos



Tabla29.- Peroxidacióntisular iii vivo e iii vitro (sustanciasTBA positivas)en el cerebro

de animalesjóvenes y viejos de Rano perezi despuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde

tratamiento.

PEROXIDACION TISULAR - TBA vivo (nmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5meses

514 ±81 (8)

616 ±51 (8)

712 ±54 (8)

719 ±72 (6)

14,5 meses

267 ±54 (6)
*

292 ±51 (5)0

*
508 ±59 (6)0

*
468 ±60 (5)0

26,5 meses

444 ±66 (5)
*

387 ±42 (6)0

339 ±47 (4)0

316 ±52 (6)0

PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

1403 ± 192 (2)

1234 ±494 (2)

1018 ±144 (2)

1433 ± 25 (2)

14,5 meses

**
498 ± 73 (4)0

865 ±179 (5)

902± 81(6)

926 ±203 (5)

26,5 meses

1133 ± 154

1107 ± 87 (6)

834 ± 215 (5)

1112 ± 43 (5)

Losresultadosseexpresancomolamediaaritmética± elerrorestándar.Los superíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: a 2,5 meses;b 14,5 meses
* (p<O,05)
4*

(pCO,01)

(p<0,OOI)

() = númerode datos



Tabla 30.- Niveles de glutatión reducidoen el cerebrode animalesjóvenesy viejos de

Ranaperezidespuésde 2,5, 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

GSH (pmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

2,5 meses

0,98 ±0,09 (9)

0,98 ±0,09 (9)

0,91 ± 0,13 (9)

0,73 ±0,12 (8)

14,5 meses

1 24 + 0 15 (6)

1 26 + 0 16 (6)

1 32 + 0 17 (4)

1 24 + 0 10 (5)

26,5 meses

0 78 + 0,28 (6)

0 81 + 0,20 (6)

0 95 + 0,56 (6)

0 96 + 0,59 (6)

Los resultadosseexpresancomo la mediaaritmética ± el error estándar.

( ) = númerode datos
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En el caso del GSH no se han producido cambiosa lo largo del periodo

experimental.

4.. RIñón

A. ActivIdadesenz¡mdtkas(Tablas31-35)

A nivel renal la única actividad enzimáticaque sufre alguna variación en

funcióndel tiempoesla dela citocromoc oxidasadelos dosgruposjóvenes,quedesciende

ligeramente(p.c0,05).

El restode las actividadespermanecenbastanteconstantescon la edad.

B. Peroxldaclóntisular (Tabla36)

En estecasono hay queseñalarvariacionesparala peroxidación,tantoitt vivo

como itt vilm.

C. Sistemadelglutatión y ácIdoascdrbico(Tablas37 y 38)

Al igual queenel cerebrotampocoseproducenvariacionesen función de la

edad.

V. ESTUDIOA MICROSCOPIAOPTICA DEL TIROIDES

1.-YianilzasMn(Figura37)

Las preparacionesde los cortesde tiroides de nuestrosanimalesmuestran

tiroides normales.No hay formacionesanómalasni en el epitelio folicular, ni en los

folículos tiroideosni enel coloide.

VL ESTUDIOA MICROSCOPIA ELECTRONICADEL CEREBRO



Tabla31.- Actividad SOD en el riñón de animalesjóvenesy viejosdeRanoperezi después

de 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD SOD (U SOD/mgprot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

62~ 67(4)

89~ 70(4)

91 ±16,0 (4)

94 + 19 0 (4)

26,5 meses

85 ± 9 (4)

94 ± 33 (5)

60 ± 9 (5)

105 ±35 (4)

Tabla 32.- Actividad CAT en el riñón deanimalesjóvenesyviejos deRanaperezidespués

de 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD CAT (pinoles H202/min . mg prot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

98 ±24 (4)

137 ±26 (4)

16± 4(4)

10± 3(4)

26,5 meses

125 ±12 (4)

106± 7(5)

16 ± 4 (5)

15 ± 6 (4)

Los resultadosseexpresancomo la mediaaritmética± el error estándar.

() = númerodedatos



Tabla 33.- ActividadesGP5cutilizando cumenoy H202en el riñón de animalesjóvenesy

viejos deRanaperezídespuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GPx~ (nmolesNADPH/min . mg prot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

91± 9(4)

135 ±11 (4)

88 ± 8 (4)

83 ±18 (4)

26,5 meses

108 ±15 (4)

132 ±28 (5)

103 ± 13 (5)

88 ±20 (4)

ACTIVIDAD GPXH (timoles NADPH/min. mg prot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

74 ± 5 (4)

101 ±11 (4)

47± 2(4)

55± 7(4)

26,5 meses

86 ± 5 (4)

93 ± 21 (5)

69 ± 11 (5)

50 ±11 (4)

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética ± el error estándar.

() = númerodedatos



Tabla34.-Actividad GR en el riñón de animalesjóvenesy viejosdeRanaperezidespués

de 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD GR (ninolesNADPH/min . mg prot)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

13 ± 1,7 (4)

19~ 30(4)

92 ±13,0 (4)

135 ± 18,0 (4)

26,5 meses

17~ 26(4)

18~ 40(5)

114~ 90(5)

88 + 150(4)

Tabla35.-Actividad COX en el riñón de animalesjóvenesy viejosdeRanaperezidespués

de 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ACTIVIDAD COX (pinoles CIT C ox/mm . ¡ng pror)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

o 025 + 0,003 (4)

0 021 + 0,006 (4)

0 027 + 0,001 (4)

0 023 + 0,004 (4)

26,5 meses

0017 + 0,001

0012 ~‘- 0,001

0015 + 0,003

0017 + 0,002

Los resultadosseexpresancomola mediaaritmética±el error estándar.Lossuperíndices

muestrandiferenciassignificativascon el grupo: 14,5 meses

(p<0,O5)

() = número de datos

(5)
(S)b

(4)



Tabla 36.- Peroxidacióntisular itt vivo e itt vitro (sustanciasTBA positivas)en el riñón de

animalesjóvenesy viejos de Ranaperezidespuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

PEROXIDACIONTISULAR - TEA vivo (nmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5meses

51± 3(4)

48 ±15 (3)

74± 4(4)

90 ± 18 (3)

26,5 meses

40 ± 12 (4)

73 ±12 (4)

52 ±10 (4)

57 ±16 (4)

PEROXIDACION TISULAR - TBA vitro (nmoles/g)

JOVENCONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

136 ±28 (4)

88 ±23 (2)

113 ± 12 (4)

153 ± 16 (2)

26,5 meses

102 ±31 (3)

134 ±36 (4)

99 ±34 (3)

69 ±45 (3)

Los resultadosseexpresancomo la mediaaritmética± el error estándar.

() = númerode datos



Tabla37.- Niveles de glutatión reducidoen el riñón de animalesjóvenesy viejosdeRana

perezidespuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

GSH (pmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVEN TRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

073 + 0,12 (4)

074 + 0,18 (4)

1,19 ±0,20 (4)

1,44 ±0,30 (4)

26,5 meses

055 + 002(4)

0 70 + 0 07 (4)

081 + 015(4)

0 73 + 0 12 (4)

Tabla 38.- Niveles de ácido ascórbicoen el riñón de animalesjóvenesy viejos de Rana

perezidespuésde 14,5 y 26,5 mesesde tratamiento.

ASCORBICO(pmoles/g)

JOVEN CONTROL

VIEJO CONTROL

JOVENTRATADO

VIEJO TRATADO

14,5 meses

0 17 + 0,05 (4)

0 16 + 0,04 (4)

0 39 + 0,09 (4)

0 24 + 0,08 (4)

26,5 meses

0 19 + 0,06 (4)

020 + 0,05 (4)

0 17 + 0,06 (4)

0 39 + 0,20 (4)

Les resultadosseexpresancomo la mediaaritmética± el error estándar.

() = númerode datos
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1.- Estadogeneralde los telídos (Figura 38)

En laFigura38 semuestraelestadode las mitocondrias(Figura38a) y de las

vainas de mielina (Figura 38b) en cortesde cortezacerebralde animalestratados.En

amboscasosno seaprecianingúntipo de anormalidado alteración,lo quenosindicaque

el tratamientono ha afectadoel buenestadode los tejidos.

2.- TInos de uránulosde l¡noftisclna (Figuras39 y 40)

En la Figura 39 se muestrangránulosprimarios (Figura 3%) y gránulos

secundarios(Figura 39b). Los gránulosprimarios, también denominadostipo lisosoma,

presentanun aspectohomogéneoadiferenciade los secundarios,en losqueya comienza

a apreciarseunaheterogeneidad,con zonasclarasy oscuras.

En la Figura 40 aparecengránulosterciarioso tipo lipofuscina,en los queel

aspectoheterogéneoesevidente.Se aprecianzonasmuy oscuras,otrasdeunaintensidad

intermediay zonasdeaspectototalmenteclaro.

3.- Acumulaciónde lluotúscínadesnuesde 14.5 mesesde tratamIento(Figuras41 y 42)

En las Figuras41 y 42 semuestrala acumulaciónde lipofuscinaenneuronas

corticalesenlos distintosgruposexperimentalesdespuésde 14,5 mesesde tratamiento.Los

animalesviejos controles (Figura 41b) acumularonmayor cantidad de gránulos de

lipofuscina,y de aspectomásheterogéneo,quelosanimalesjóvenescontroles(Figura4 la),

aunqueno se realizó un estudiomorfométricoriguroso.

Por el contrario, los animalesviejos tratadosmuestranpocosgránulosde

lipofuscina y ademásde un gradode heterogeneidadsimilar al de los animalesjóvenes

controles.Muchasneuronaspresentaninclusounaausenciatotal degránulosdelipofuscina

ensucitoplasma(Figura42).
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4.- Acumulaciónde linofuscinadesnuésde 263mesesde tratamiento(Figura43)

- Los animalesviejos controlesvolvieron a mostrardespuésde 26,5 mesesde

tratamientouna acumulaciónde gránulosde lipofuscina heterogéneosen su corteza

cerebral(Figura 43a). Sin embargo,y contrastandocon los resultadosdel año anterior,

despuésde 14,5 mesesde tratamiento,los animalesviejos tratadosno mostraronun

descensoenel númerode depósitosde lipofuscina en sutejido cerebral(Figura43b).Por

el contrario, se aprecia una acumulación de gránulos de lipofuscina heterogéneos

claramentesuperioren los animalesviejos tratadosqueen los viejos controles.
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Analizandoen primerlugarel. efectode la edadsobrelos distintosparámetros

estudiados,tanto enzimáticoscomo no enzimáticos,en los distintos órganos,llama la

DISCUSION



El tratamientocon aminatriazol(Al) parainhibir la actividadcatalasadeReina

pereziha resultadomuy eficaz, consiguiéndoseuna inhibición casi total de actividaden

todoslos órganos.Estas% de inhibiciónoscilaronentreel 80-90%y estándeacuerdocon

los resultadosde trabajosanterioresenestamismaespecie(LópezTorres, 1988; Barjade

Quirogae! aL, 1989b; López-Torresel aL, 1990a). Gradossimilaresde inhibición de

actividadcatalasapor aminotriazolin vivo sehan encontradoen extractoscompletosde

Muscadomestica(Allen eíaL, 1983) y en el hígadode cobayas(Geertsy Rocís, 1982) y

ratones(Janesy Neill, 1982)utilizando dosisde inhibidor análogas,asícomo enel cerebro

de rata(Yusael aL, 1987) o en cultivos de hepatocitos(Starkey Farber,1985).

El peso de nuestrasranasno se ha visto afectadopor el tratamientocon

aminatriazol,contrastandocon las reduccionesde peso descritasen ratonestratados

tambiénconestefármaco(Janesy Neill, 1982).Estasreduccionesdepesofuerondebidas

al descensoespontáneodela ingestay tambiénseprodujounareduccióndelacantidadde

grasacorporal(Janesy NeUl, 1982). Comaya sabíamospor trabajosanteriores(López

Torres,1988;Baija deQuirogaetaL, 1989b;Ldpez-TorreseraL, 1990a)el apetitoaparente

de Ranaperal no seve alteradoporel tratamientocon aminotriazoL

La evolución del peso en los cuatro puposcon el pasodel tiempo en el

laboratoriono hasufridomodificacionesdignasdemención,lo quenosda ideadequela

dieta ha resultadosuficientepara cubrir los requerimientosmínimos de estaespecie

durantetodoel ciclo vital adulto.

En cuantoalpesototaldelos distintosárganos,no seaprecianmodificaciones

debidasala edado al tratamiento.No disponemosde datospreviossobreel efectodelAl

enelpesodedistintosórganos,a acepcióndeun Único trabajodenuestrogrupoen el que,

tras15 díasdetratamientocon Al, inyectadocada48 horas,si seproducíaun incremento

en elpesototaldelpulmón,aunqueno enel relativo,no existiendovariacionesenlos otros

órganos(LópezTorres, 1988;Baija de Quirogael aL, 1989b;López-Torresel aL, 1990a).

Las diferenciasde dosisy duración del tratamientotampoconos permiten establecer
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comparaciones.Perolo quesí sepuedeafirmar, esqueReinaperezíparecemostraruna

capacidadglobal mayorquelos mamíferosparatolerarel tratamientocon aminotriazolsin

sufrir cambiosdeletéreos.

Esto se ve corroboradopor los resultadosobtenidosen nuestroestudioa

microscopiaópticadeltiroides. Sehadescritocómo elAl da lugara dañohepáticoen la

rata,produciendounahipertrofiadelos hepatocitos(Reitzey Seitz, 1985).El Al también

afectaal tiroides; ejerceun efecto inhibidor sobrela peroxidasatiroideay la disminución

dela cantidaddehormonatiroideacirculanteconstituyeun estimuloparaquela hipófisis

produzcaun excesodetirotropina,provocandola hiperpiasiadela glándulatiroidea.Sehan

descrito también,induccionesde tumorespor Al en el tiroides, hígado, hipófisis y

párpados,y carcinomasenel conductoauditivoderatas(SteinhoffelaL, 1983),perono en

el ratóno en el hamster.Sin embargo,los tiroides de nuestrasranastratadascon Al

presentanun aspectohistológico completamentenormal, lo que estáde acuerdocon la

ausenciadealteracionesmorfológicasdebidasal Al en Ranaperezí.

Una posible explicación para esta mayor resistenciade Rana peral al

tratamientocon Al podemosencontrarlaen los elevadosniveles endógenosde enzimas

antioxidantesconstitutivas,especialmenteGPx,en relacióncon sutanmetabólicaglobal,

como ya hemosseñaladoen trabajosanteriores(Lópezlorres, 1988;BarjadeQuirogael

aL, 1989b;López-TorreseraL,1990a).La actividadGPx en Ranaperezíessuperiora la de

otrasespeciesde anfibios como por ejemploDiscoglossarpidas; aún más, la actividad

absolutaGPrdealgunosórganosdeRanaperalexcedeavecesla detejidoshomólogosde

mamiferospequeñoscomo son ratones,ratas,cobayasy hamsters(Igarashíel aL, 1983;

Warshawe! aL, 1985; Kihlstrdm a aL, 1986). El hecho de que Ranapenit presente

actividadesCFi similaresa las descritasparamamíferos,mientrasquesutaumetabólica

escercade un ordende magnitudinferior a la de especiesde mamíferosde un tamaño

semejante,y quepor estudioscomparadossesepaque la sensibilidada la toxicidad del

oxígenoen los vertebradosestádirectamenterelacionadacon la tan metabólicade la

especieconsiderada(Barthelemyel aL, 1981), hace suponerque la relación actividad

GPx/tasadegeneracióndeH202in vivo esprobablementemuchomásalta enlos tejidos

de Ramaperal con las consiguientesventajasqueello puedesuponer.
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antioxidante. Los datos, sin embargo,son compatiblescon una presenciacontinuade

radicaleslibresenel tejido a lo largode la vida del individuo, lo que provocaríauna tasa

de envejecimientoconstante.

El únicoparámetroqueenlascomparacioneslongitudinalesdenuestrotrabajo

hamostradoun descensosistemáticoen los cuatropupos,en función dela edad,hasido

la peroxidacióntisular. Sin embargo,en las medidasanuales,en ningunode los tresaños

se apreciarondiferenciasentreanimalesjóvenesy viejos. Esto noshacepensarque el

descensoobservadolongitudinalmente,de los valoresde peroxidación,no estáligado a la

edadde las ranas,sino al tiempode estanciaenel laboratorio.

Existen varios factores que pueden contribuir a los valores finales de

peroxidación tisular (TBA), pero uno de los más importanteses la cantidad de

antioxidantesliposolublesendógenosenlos tejidos.Sehavisto quela vitaminaE (derivada

de la dieta),que eselprincipalantioxidantedelas membranasbiológicas,seacumulaen

los tejidos de ratasde laboratoriodesdelos 3 a hastalos 30 mesesdeedad(Vatasseryel

aL, 1984; Rikansel aL, 1991).Comola peroxidacióntisular seve fuertementeinhibida por

la vitaminaE endógena,la acumulacióndependientedel tiempode éstaen los tejidosde

la tanaexplicarla los descensosobservados.En nuestrotrabajo no contemplamosesta

posibilidad,perono convieneolvidarquenuestrosanimales,desdesullegadaallaboratorio,

hanrecibidocomocomplementodesudietaun complejovitamínicoy mineralhastael final

del experimento,33 mesesmástarde.

Los datosdel cerebrode Ranaperal indican que un aumentodel estrés

oxidativo y un descensode las defensasantioxidantesno tiene lugar en nuestrasranas

viejas. Como ya ocurríaen el pulmón, no seproducenvariacionesen ningunade las

enzimasantioxidantesestudiadas,nivelesdeglutatión y peroxidacióntisular.

Los nivelesde<SSOenel cerebrono fuerondetectablesporestarfueradel

límite de sensibilidaddel método.Estocontrastacon supresenciaen el cerebrode rata

(BenzielaL, 1988a),aconcentracionesmuybajas,unasmil vecesmenoresquelasdeGSH,

utilizando el mismométodode medida.
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La edaddelos animalesno aumentólos valoresde peroxidaciónen el cerebro

o la susceptibilidada la misma y tampoco provocó el descensode los antioxidantes

cerebralesen ningunode los tres añosen los que se llevó a cabo el estudio.Lo mismo

ocurrió al hacercomparacioneslongitudinalesdentrodecadagrupo.En estecaso,sehan

observadoincrementosduranteel primer año, que no se han repetidodespués,de las

actividadesenzimáticasSOD y CAT, y descensosen los valoresde peroxidación.Comoya

hemosseñaladoanteriormente,estasvariacioneslas atribuimos,másquea un efectode la

edad,aunamejoralimentaciónde los animalesen el laboratorioquelaquerecibíanantes

desercapturados.Ladietadellaboratorioincluía,comoesusualen lasdietasestándar,un

complejovitamínicoy mineral.Muchasdeestasenzimasposeenmetalesensuestructura

y, porotro lado, seconoceel efectodevitaminasantioxidantesdisminuyendolos niveles

de peroxidación.Estosdos datosnos llevan a pensarque las variacionesobservadasson

debidasa la dieta y no un reflejo del envejecimiento,lo que parececonfirmarsecon la

ausenciade diferenciassignificativasen las comparacionesanuales,así comopor la falta

decontinuidaddeestasvariacionesdespuésdel primeraño.

Como ya ocurría con el pulmón, la mayor parte de los datos sobre

envejecimientoy radicalesprovienendetrabajosencerebrodemamíferosy concretamente,

del cerebrode rata.Además,en la mayorpartedelos casosno sehanrealizadoestudios

completosy globales,por lo que existenmuchosdatoscontradictorios;sin embargo,la

mayoríade los trabajosdemuestranunaausenciade cambiosenparámetrosrelacionados

con los radicaleslibres con la edaden el cerebrode roedores(Baria de Quirogael aL,

1990).

Detodasformas,encerebroderoedoresviejossehandescritovaloressimilares

(Kellogy Fridovich, 1976;Mizunoy Ohta, 1986;Candy Verdetti, 1989;AnsarielaL, 1989;

Kurobeel aL, 1990;Semseiel aL, 1991;Ciiolo el aL, 1991),descensos(BenzieraL, 1988b;

Vanellael aL, 1989; Raoel aL, i990b; Mariucciel aL, 1990) o inclusoincrementos(Dahn

el aL, 1983;Sohale! aL, 1990b;Ciiolo el aL, 1991)de actividadSOD comparandocon los

niveles en adultosjóvenesmaduros.Con la actividad CAT ocurre lo mismo y así, en

algunostrabajosno seve modificada(AnsarieraL, 1989;Tayaramiel aL, 1989),enotros

baja(Candy Verdetti, 1989;SemseieraL, 1989; Raoel aL, i990b; Ciiolo el aL, 1991) y
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tambiénexistentrabajosen los quesehan descritoincrementosde actividadCAT con la

edad(Sohalel aL, 199Gb).Con la actividadglutatiónperoxidasa(QN) vuelve a repetirse

estepatrónpoco defmidode ausenciadevariaciones(Mizunoy Ohta, 1986; Ansariel aL,

1989;Rao eraL, 199Gb;Sohalel aL, 199Gb;Ciiolo elaL, 1991)o incrementos(Vitorica el

aL, 1984;Benziel aL, 1989; Ciriolo el aL, 1991).La GR no varía(Mizuno y Ohta, 1986),

disminuye(Benziel aL, 1989) o aumenta(HothersalleraL, 1981; Sohala aL, 199Gb).En

cuantoa los nivelesde glutatión,sehandescritodescensosdeGSHy aumentosparalelos

deGSSGy GSSG/GSHduranteel envejecimientoencerebroderatasWistar(Benzie! aL,

1988a) mientrasque no seproducencambiosen los niveles de GSH en otros trabajos

realizadoscon ratasFisher344 (Rikansy Moore, 1988; Benziel aL, 1990).

De formaanálogaa lo queocurrecon las defensasantioxidantesy en lo que

a valoresde peroxidaciónse refiere, se han encontradoaumentosde los valores de

peroxidaciónin vivo (Mizunoy Ohta, 1986;Sawaday Carlson,1987) y descensos(Candy

Verdetti, 1989). En el caso del TBA in vitm no se han descrito cambiosduranteel

envejecimiento(Ansari eí aL, 1989; Barja de Quirogael aL, 1990)o se han producido

descensos(Devasagayam,1989). Parte de estas discrepanciaspueden atribuirse a

diferenciasenlaestirpeo enlaedadelegida.Enalgunosestudiosseutilizancomoanimales

jóvenesanimalesde 4 mesesqueno soncompletamentemaduros,mientrasqueen otros

trabajosen los quesedescribendescensosclarosen animalesmuyviejos,ratasdehasta35

meses,en los que la presenciade patologíases muy frecuente,estosdescensosno se

producenen animalessenilesde 25 meses(Benziel aL, 1988b).

Estudiosrealizadosencerebrohumanoponendemanifiestounaconstanciade

los valoresde actividadSOD (TolmasoffelaL, 1980)y peroxidaciónb vito (Cutler, 1985),

esdecir,susceptibilidadala peroxidación,duranteel envejecimientodesdelos 20 hastalos

80 años.Tambiénlaconstanciade los valoresde actividadcitocromoc oxidasaennuestro

trabajoestádeacuerdoconlos datosprocedentesdelacortezacerebralde rata(Gorini el

aL, 1989).

Por último, en lo queal efectode la edadsobrelos parámetrosestudiadosse

refiere, los datos en hígadoy riñón tampoco muestranun descensode la capacidad
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antioxidanteenzimáticao no enzimáticay un incrementode la peroxidaciónal comparar

grupostransversalo longitudinalmente.Unicamenteen el hígado,elprimerañoseobserva

un descensodela actividadSODy un incrementode la actividadQN no Se dependiente

en el grupo de animalesviejos. Mientras que en el riñón, será la actividadQN Se

dependientela que aumenteel segundoaño, año en el que en las comparacionesentre

grupo joven y viejo también observamosun incremento importante del cociente

GSSG/GSHenel hígadodelgrupode animalesviejos.Sin embargo,en la mayorpartede

loscasosseobservórepetidamenteunafaltadediferenciasentreanimalesjóvenesy viejos.

Conlos valoresdeperoxidaciónin ‘41w enel hígado,vuelveapasarlo mismo

queen los órganosanterioresal compararlos resultadoslongitudinalmente,observándose

un descensosignificativo, asícomo un aumentode actividadSOD y (IPx.

Todos estosresultadoscontrastancon los obtenidosen Muscadomestica.En

homogenadosdel animal completose han descritoclarosdescensosde las principales

enzimasantioxidantescomosonla SOD, la CAT y tambiénen los nivelesde GSH junto

con incrementosagudosde GSSGy TEA frz vivo e in vkro, a pesardel descensodel

consumode oxígenoen Naciónde la edad(Sohalel aL, 1983;Sohale! aL, 1985;Sohaly

Allen, 1986; Farmery Sohal, 1989). El h&ho de que estos trabajosesténrealizadosen

extractos del animal completo plantea problemasde interpretacióny complica su

comparacióncon los obtenidosen diferentesórganosde vertebrados.Descensosde los

nivelesdeglutatióncon la edadhansido tambiénencontradosen homogenadoscompletos

de mosquitos,Aula aegvpti,cuyalongevidadmáximaesparecidaala de Muscadomestica

(Richiey Lang, 1988).Sin embargo,un trabajorecientetambiénrealizadoporelgrupode

Sohalenotraespeciedc insectoya no estátande acuerdocon los anterioresresultados.

En esetrabajorealizadoenDrosophilamelanogaslersehanencontradodescensosde CAT,

GRy GSH, 0511/0550y NAiDPH/NADP~ en animalesviejosmientrasquela SODy el

cocienteNADH/NAD+ aumentaron,la concentraciónde11202 no varió, y los nivelesde

peroxidaciónfi vivo descendieron(Sohalel aL, f990a).

A pesarde los resultadosanteriores(Sohal, 1986), en hígadoy riñón de

mamíferos los trabajosvuelven a ser contradictoriosy no existe un patrón claro de
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variación.En estudiosrealizadosen hígadode rata,la actividadSOD no ha variadocon la

edad(Lammi.Keefeel aL, 1984; Koizumi el aL, 1987; Kurobeel aL, 1990; Sohalel aL,

199Gb; Masoroel aL, 1991),o ha descendido(Kellog y Fridovich, 1976; Reissy Gershon,

1976;Candy Verdetti, 1989;SemseielaL,1989;RaoelaL, 1990a;SemseieraL, 1991).Con

la actividad CAT ocurre lo mismo, no varia (Koizumi el aL, 1987; Sohalel aL, 199Gb;

Masoroel aL, 1991),o disminuye(Ross,1969;Baird y Samis,1971;Candy Verdetti, 1989;

Laganierey Yu, 1989;Semseiel aL, 1989; RaoeíaL,1990a).La GPX no Sedependientede

hígadode rata(Candy Verdetti, 1989)y ambas(IPxjunto con la GR delhígadoderatón

desciendencon la edaden algunosestudios(Hazeltony Lang, 1985).En otroscasoslas

actividades(IPx y GR aumentan(Rao el aL, 1990a; Sohalel aL, 199Gb), o no varian

(Laganierey Yu, 1989;Masoroel aL, 1991).

Encuantoa los nivelesdeGSH, semantienen(Rikansy Moore, 1988;Carrillo

el aL, 1989)o descienden(Hazeltony Lang, 1980;Stohsy Lawson,1986;Laganierey Yu,

1989).Un descensoprogresivoen funciónde la edadde los nivelesde GSH en plasma,

parámetroque normalmenterefleja los niveles de GSH en hígado,ha sido descritoen

humanosutilizandounamuestradegrannúmerodepersonas,mientrasqueen estemismo

estudiolos valoresde0550novariaron(Miller elaL, 1989).Tampocosemodificaroncon

la edadlos nivelesde0550en trabajosrealizadosen hígadode ratón(Hazeltony Lang,

1980).Los nivelesdeascorbatotampocodescendieroncon la edadenel únicotrabajoque

hemosencontrado(Masoroel aL, 1991). Resulta interesanteque uno de estostrabajos

negativos(Sohalel aL, 199Gb) provienedel mismo laboratorioen el que se obtuvieron

clarosdescensosde antioxidantescon la edaden Muscadomestica,perono en Drosophtla

melanogasler.

Recientementeseha sugeridoqueel efectode la edaddependedelsexoenel

caso de la actividadCAT en el hígado(Rikans el aL, 1991). Los machosmostrarían

descensosmientrasquelas hembraspresentaríanincrementosal envejecer.Sin embargo,

el estudiominuciosodela bibliografíademuestraqueel sexono puedeexplicarel carácter

contradictoriode los resultados,ya quesehandescritotantodescensos(Laganierey Yu,

1989;Semseiel aL, 1989; Raoel aL, 1990a)comoausenciadecambios(Sohalel aL, 199Gb)
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parala CAT del hígadode rata macho,mientrasque otros (Koizumi el aL, 1987) han

demostradounaausenciadevariacionesparala misma enzimay tejido, en ratashembras.

De todolo expuestohastael momentosededucequelas enzimasantioxidantes

y otrosantioxidantesen general,exhibenun patrónmixto en funciónde la edad.En cada

órgano examinado,unasenzimasse mantienen,otrasdisminuyeny algunasaumentan.

Aunqueno resultafácil aclararestosdatoscontradictoriosconvienetenerencuentaalgunas

consideraciones.

En la mayorpartede los trabajos,la (IPx es la enzimaantioxidanteque no

sueledescendercon la edado incluso muestrauna tendenciaa aumentar.Porotro lado,

hay queseñalarquela mayoríadelos trabajosutilizan un númerodeedadesmuy limitado.

En estesentido,el estudiomáscompletoqueconocemoseséldeKurobede 1990 (Kurobe

el aL, 1990) queincluye 7 edadesdiferentesa lo largodel ciclo vital de la ratay en el que

no seencontraronvariacionesdeactividadSODconlaedaden los tresórganosestudiados,

hígado,riñóny cerebro.

Apanede las diferenciasquepuedesuponerel uso de distintasmetodologías

y distintascepas,algunosdescensoscon la edadpuedenserdebidosa quelas condiciones

demantenimientode los animalesalargoplazono seanóptimas.Porotro lado,cuandose

encuentrandescensosde algúnantioxidanteparticular,normalmentesetratade descensos

de pocamagnitudy su significado fisiológico no estáen absolutoclaro. Es aventurado

interpretarestosdescensoscomo una mayor susceptibilidadal estrósoxidativo en los

animalesviejos, sin tenerotros tipos de información como los cambiosen la tan de

generaciónde radicalescon la edad.

Se han observadorepetidamentedescensosen la generaciónde radicalesde

oxígenofi vito en ratasviejas(Floydel aL, 1984;LeBel y Bondy, 1991)y sóloun trabajo,

que utiliza resonanciaelectrónicade espín, describeimportantesincrementosen la

generaciónde radicalsuperóxidoporpartede mitocondriasdecerebroy corazónde rata

con la edad(Sawaday Carlson,1987), al igual que en paniculassubmitocondrialesen el

músculo de Musca domeslica(Farmer y Sohal, 1989). Si la generaciónde radicales
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disminuye in vivo con la edad,lo que pareceverse confirmadopor un recientetrabajo

realizadotambiéncon resonanciaelectrónicade espín(ZhaneraL, 1992) y por los datos

negativosdel hígado en el trabajo de Sawaday Carlsson, los descensosde defensas

antioxidantesque se han observadoocasionalmentepodrían ser sólo un fenómeno

fisiológico de tipo compensatoriode regulaciónnegativao a la baja,en vez de un cambio

deletéreoqueconduzcaa un mayorestrésoxidativo.

Por último, otro de los grandesproblemasenestecampo esque la mayoría

delos trabajosestudianun solo antioxidanteo muy pocos.Estehechocomplicamuchola

interpretaciónde los resultadosya quesesabequelos antioxidantescelularesestánbajo

controlhomeostático<Sohalel aL, 1984; Cutler, 1984; estetrabajo).Porello, un descenso

enun antioxidanteconcretopuedesercompensadoporunaumentodeotro que no haya

sido objeto del estudio.Deahí la necesidadde trabajosglobalesqueintentenestudiarel

sistemaantioxidantecompletoduranteel envejecimiento.En uno de lospocostrabajosde

este tipo realizadoshasta la fecha, no se observaronvariacionescon la edad en las

actividadesSOD, CAT, CFi Sey no Sedependiente,y (IR; enlos nivelesde GSH, GSSG

y GSSG/CSH,o en los valoresde peroxidación¡it vivo (Barja de Quirogaeí aL, 1990a;

PérezeraL, 1991).

De manerasimilar a lo que ocurrecon las defensasantioxidantes,la única

especieen la que se han descritoclaros incrementosde peroxidaciónlipídica con el

envejecimientoes Muscadomesrica.En roedores,por el contrario, se han encontrado

incrementos(Devasagayam,1986; Stohsy Lawson, 1986; Sawaday Catan, 1987) y

descensosenel hígadode rata(Candy Verdetti, 1989;Levitsky eraL, 1989;Jie!aL, 1990)

y ausenciade cambiosodescensosenmicrosomashepáticos(Devasagayamy Pushpendran,

1986).de los valoresde peroxidacióntisular, TEA ¡it vivo, que resultande la aplicación

directadeltestdelTEA amuestrasbiológicas.EnRanaperal,comosededucedenuestros

datos,no seproducenvariacionescon la edadencontrastecon los descensosdescritosen

Drosophlla melanogasíer(Sohalel aL, 1990a).Comprobamosde nuevola ausenciade un

patrónclaroenel incrementode los valoresdeperoxidaciónEn vivo enun amplio abanico

deespecies,quenopermitegeneralizarconclusiones,ni siquieraen el casodelos insectos.
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Por otro lado, el testdel ácido tiobarbitúrico (TEA) esun test muy sensible

peropocoespecffico.Hemoscomprobadoen variasespecies,como ocurreenestetrabajo,

quelos valoresdeMDA porestemétodopuedenllegara serinclusodecincoa diezveces

mayoresquelos de MDA analizadoporHPLC en las mismasmuestras.Estosignifica que

hastaun 80-90% de los valores de TBA fi vivo no son MDA sino que se trata de

compuestosrelacionadoscon la peroxidaciónlipidies (Sevaniany Hochstein,1985),como

los hidroperóxidos,o incluso no relacionados,como ocurre con la glucosa y otros

compuestos.Dehecho,la validezdelTBA ¡it vivo comoindicadorde peroxidacióndurante

el envejecimientoha sido cuestionadarecientemente(Sohalel aL, 1990a).

Sin embargo,si la muestraessometidaaun estrésperoxidativoantesdehacer

el test del TEA, esdecir, cuandosetrata de peroxidacióno TEA fa ‘41ro, los valoresse

multiplican y las interferenciasde sustanciasno relacionadascon la peroxidaciónlipidica

seminimizanhastael 8-9% o menos.Desgraciadamente,existenpocostrabajoscinéticos

dela tasadeproducciónde peróxidostisulares¡it vito en animalesviejos.Sin embargo,la

mayoríadeellossoncoincidentesy muestranun descensodela tasadeperoxidación¡it vitro

con la edado una ausenciade cambios.Así ocurre en microsomashepáticosde rata,

utilizando NADPH para inducir la peroxidación (Devasagayam,1986), o ascorbato

(Devasagayamy Pushpendran,1986). Más recientementese han encontradoresultados

similaresen microsomasde cortezacerebralde rata(Devasagayam,1989).Otrosautores

no hanencontradovariacionesenel cerebroderatamidiendoaun tiempoúnico,comoya

se ha señaladoal comentarlos datosdel cerebro(Ansari el aL, 1989). En uno de los

trabajosmáscompletosrealizadoendistintostejidosderata,en nuestrolaboratorio,sehan

encontradotambiéndescensosen ratasviejasenel casodelhígado,y no hubovariaciones

en el pulmóny en el cerebro(Barjade Quirogael aL, 1990a;Pérezel aL, 1991;Baija de

Quirogael aL, 1992; López-Torreser aL, 1992).Nuestrosresultadosen Ranaperal están

totalmentedeacuerdocon todosestostrabajos.Hayquedestacarquenuestrosdatos,tanto

los de Ranaperal como los del trabajo realizadoen rata,junto con los del grupode

Devasagayam,sonlos Únicosen los queel procesode peroxidación¡it vino seha seguido

cinéticamenteen función del tiempo;en el restode los trabajossetratade una medida

puntual. La total coincidenciade estostrabajoscinéticosapoyalos resultadosy enel caso

de nuestrotrabajoen rataamplia el descensoen la peroxidaciónhepáticadescritopor
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Devasagayamen microsomas,al hígadoy cerebrocompletos.A pesardequela mayorparte

de los trabajosestánde acuerdosobreestepunto, existealgunoen el que sedescriben

incrementosdela peroxidaciónEn vino (Playerel aL, 1977),peroen generaly coincidiendo

con los resultadosdel presentetrabajo, quedemuestranuna ausenciade cambioscon la

edaden hígado,riñón, pulmonesy cerebrode Reinaperal, sehan encontradoresultados

similaresenelcerebrode ratonesdecampo,babones,monosrhesus,y en elhombredesde

los 15 hastalos 80 años(Cutler, 1985).

En cuantoal significado de estosdescensosde peroxidación,no parecelógico

que indiquenun menorgradode estrésoxidativoen los animalesviejos. Comoya seha

apuntadoanteriormente,los valoresfinales de peroxidaciónEn vino dependende varios

factoresentrelos queseincluyensistemasgeneradoresderadicales,lasdistintascantidades

desustratosperoxidables,principalmenteel contenidode ácidosgrasospoliinsaturados,y

de antioxidantesliposolublesinicialmente presentesen las muestras.Por esta razón,

descensosenel gradode insaturacióndelos ácidosgrasos(Bordoniel aL, 1988),queson

el sustratopreferidodela peroxidación,acompañadosdelos correspondientesincrementos

de microviscosidadde las membranashepáticas(Nukobo,1985) junto con aumentosde

antioxidantesliposolublescomoel «-tocoferol,quehansidodescritosentejidosdeanimales

viejos (Vatasseryer aL, 1984; Rilcans y Moore, 1988; Rikansel aL, 1991), podríanser

responsablesde estosdescensosen los nivelesde peroxidaciónEn vito con la edad.De

acuerdocon esta explicación está el descubrimientorecientede que la actividad 6-

desaturasadisminuyeenel hígado,perono en el cerebrode roedoresviejos (Bourreel aL,

1990).

Avanzandoun pocomásenesterazonamiento,estosestudios(VatasseryeraL,

1984; Rikans el aL, 1991) coinciden en señalar cómo la vitamina E se acumula

progresivamenteen el hígado,pero no en la cortezacerebralde ratasviejas,llegando

incluso a duplicarselas concentracionesrespectoa las de animalesjóvenes.Estedato

explicaríael hechodequela tan deperoxidaciónfa vito disminuyaenel hígadode rata,

pero no en la cortezacerebral(Barja de Quirogael aL, 1992; López-Torresel aL, 1992).

Recientementeseha descritoen hígadode ratacómo la acumulaciónde vitaminaE en

funciónde la edadno seve acompañadade reduccionesen los nivelesde peroxidación
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(Rikans el aL, 1991).Sin embargo,enestetrabajo los resultadosson de peroxidaciónEn

vivo, no de peroxidaciónfa vito. El que los descensosobservadossedebanal tiempo,más

queal envejecimientoen sí, seve apoyadoporel hechode que ennuestrotrabajo,estos

descensossehanproducidotantoen los animalesjóvenescomoen los viejos,y ademásno

hanexistidodiferenciasentreanimalesjóvenesy viejosen lascomparacionestransversales

ningunode los tres años,ni al principio ni al final del experimento.Parecetratarsedeun

descensodependientedel tiempoy de la nutrición,no del envejecimiento,quereflejauna

distintacomposiciónquímicaentrelos tejidosde animalesviejosy jóvenes.

Los resultadosde nuestrotrabajoen Ranapereziestánpor tanto de acuerdo

conla tendenciageneralde ausenciade variacionesen los parámetrosrelacionadosconlos

radicaleslibres de oxígenoduranteel envejecimiento(Baria de Quirogael aL, 199Gb;

López-Torresel aL, 199Gb;Pérez-Campoel aL, 1990).En el casodel hombreresultadifícil

obtenerdatos en tejidos. Sin embargo,hay que señalarque la medidade enzimas

antioxidantesen fluidos extracelulareso en células sanguíneasmuestratambién una

ausenciade variacionesrelacionadascon la edad. En un estudiorealizadocon 2397

individuos normalesde la poblaciónespañola,no seobservaroncambiosen la actividad

SOD deeritrocitosenedadescomprendidasentrelos 18 y los 65 años(De laTorreel aL,

1990). Tambiénseha descritouna ausenciade cambioscon la edaden los valoresde

peroxidaciónEn vivo enelplumadeunamuestrade másdemil atletasadultos(Múller el

aL, 1989).

Incidiendoun pocomássobreel temadelageneraciónderadicalesdeoxígeno,

hay que señalarque entre los gerontólogosexiste la opinión generalizadade que el

envejecimientosedebea másde unacausa.Ya queen condicionesfisiológicasnormales

en muchostejidos,las mitocondriassonla principaly másconstantefuentedegeneración

de radicalesde oxigeno(Chanceel aL, 1979),parecelógico pensarque a mayor tasade

metabolismo,mayortasadegeneraciónderadicalesporpartedela ¡nitocondria,lo quede

hechosehacomprobadoparavariasespeciesdemamíferos(Sohale! aL, 1989;Sohale!aL,

199Gb;Sohalel aL, 1990d).Silos radicaleslibresde oxígenosonsólo reponsablesenparte

del fenómenodeenvejecimiento,podríasucederquefuesenla principalcausaen animales

con una tasametabólicaelevada,como esel casodeMusca domestica,y quetuvieranuna
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importanciarelativamuchomenoren animalescon tasasmetabólicasmoderadaso bajas,

comoesel casodeRanaperezi o del hombre.

Parafinalizar esteapanadoy resumiendolo expuesto,podemosafirmar que

la posibilidaddequeel envejecimientoseveaaceleradocon la edaddebidoal descensode

las defensasantioxidantesy que éstoconlleve un aumentodel estrésoxidativo en los

animalesviejos, no parececorrectaa la luz de los datosdeque disponemos.

En la bibliografía se han utilizado distintos tipos de aproximacionespara

dilucidar si la manipulaciónde antioxidantescelularespuedealterarla longevidadde los

animales.Un tipo deacercamientoha sido el estudiode los efectosde la suplementación

con antioxidantesen la dieta. Los resultadosen estesentidono han sido demasiado

espectaculares,consiguiéndoseen algunoscasosaumentarla vida media (Harman,1968;

Miquel el aL, 1982),pero no la máxima(Balin, 1982; Cutíer, 1984).Tambiénse ha visto

cómo elefectode los antioxidantessobrela vida mediadesaparececuandoel experimento

serealizabajocondicionesóptimasdesupervivencia(Kohn, 1971).Los resultadosnegativos

sehanatribuidomuchasvecesa reaccionesdecompensaciónentredistintosantioxidantes.

Así, la suplementaciónde la dietade moscascon ascorbato,p-carotenoo «-tocoferolno

ha variado, o incluso ha reducidola vida media, probablementedebido a descensos

compensatoriosde actividadesSOD, CAT o nivelesdeGSH (SohalelaL, 1985).

EnnuestrotrabajoconRanapetezíhemosutilizado otro tipodeaproximación.

Lo quehemoshechohasido manipularlos nivelesde enzimasantioxidantesa lo largodel

ciclo vital de nuestraespecie;ésto, segúnnuestrasreferenciasbibliográficassólo seha

intentadoenotrasdosocasionesy, exclusivamente,en insectos.

El tratamientocon AT,comoyahemosseñaladoal principio, haresultadomuy

efectivo inhibiendo la actividadCAT en todos los tejidosestudiados.No ha ocurrido lo

mismocon el DDC, inicialmenteutilizadoparainhibfr la actividadSOD, y queaunqueen

experimentosprevios a tiemposconossi habíafuncionado,a medio plazono ha dado

resultado.Tampocoesposible utilizar dosis másaltasde DDC, puespor su toxicidad,

provocaunaelevadamortalidada muycortopíazo(SohaleraL, 1984),aspectocomprobado
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detalladamenteennuestrolaboratorioen pruebaspreviasconRanaperal. Detodo éstose

desprendequela inhibición crónicade la actividadSOD medianteDDC esmuy dif!cil de

conseguir,debidoa su toxicidady a lasrecuperacionesdeactividadalargopíazo,razónpor

la cualprobablementeno hay casosdescritosen mamíferosen la bibliografía.En pulmón

de rata se han descrito también rápidas recuperacionesde actividad SOD tras el

tratamientoconDDC (FrankeraL,1978).Lo mismoha ocurridoen el cerebrode ratones,

dondela recuperaciónha tenido lugaren díasen vezdesemanas(Heikkila e! aL, 1976).

Estos resultadossugieren que el DDC, sustanciaque se sabe atraviesala barrera

hematoencefálica(O’Callaghany Miller, 1986),esfacilmenteeliminado y no resultaútil

parala inhibición deestaenzimaa largoplazoEn vivo. El AT, por tanto,pareceserel único

inhibidor de una enzimaantioxidantequepuedeserusadocrónicamentecon resultados

positivosen experimentosde envejecimiento,parainhibir enzimasantioxidantesentejidos

a lo largodel ciclo vital deun animal,como indicantrabajosrealizadosencerebrode rata

(Aragonel aL, 1991)y Muscadomestica(AMen e! aL, 1983).Las inhibidoresdel glutatión

o de las enzimasantioxidantesGSH-dependientesdan lugar tambiéna toxicidadesmuy

acusadasa las dosisnecesariasparalogar las inhibicionesrespectivas.

En el pulmón,el tratamientocon AT no dio lugar a ningunamodificación el

primer año de.medidas,si exceptuamosun incrementodel cocienteGSSG/GSHen los

animalesviejos tratados,pero que no llegó a sersignificativo. Esteincrementopudoser

debidoaquela actividadCFi, utilizandocumenocomosustrato,eracuatrovecessuperior

a la actividadGR y estarelaciónno sevio modificadaporel tratamiento.Estaelevación

del cocienteCJSSG/GSHtambiénestaríade acuerdocon el incrementodel consumode

oxígenodeesegrupo,elprimerañode medidas.A largoplazo,la inhibición dela actividad

CAT enelpulmónhadadolugara unacompensaciónhomeostáticamediantela inducción

significativa de la actividadGR (90%) despuésde 14,5 mesesde tratamientoy tantoen

animalesjóvenescomo viejos. Esta inducción desaparecerádespuésde 26,5 mesesde

tratamiento,al igual queenotrosórganos,comocomentaremosmásadelante.Tambiénse

observauna tendenciaa presentarnivelessuperioresde GSH, pero que no llega a ser

significativa. No existen estudios crónicossobre el efecto del AT en los parámetros

relacionadoscon los radicaleslibres del oxígeno,pero sin embargo,se sabeque dosis

relativamentebajasdeDDC (Frankel aL, 1978) o de disulfurinam, que esrápidamente
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reducidoEn vivo a DDC (Januszkiewiczel aL, 1986), no producenmortalidaden la rata

despuésde3 y 96 horasrespectivamente,apesardequela SODfueparcialmenteinhibida.

Porotro lado,sehacomprobadoquemutantesdeDrosophilametanogasler,quecarecende

actividadCAT, presentanunaviabilidadcompletamentenormal(Mackayy Bewley, 1989)

sin cambiosen suactividadSOD, aunquesu resistenciaa concentracionesde peróxidode

hidrógenoentreel 0,05 y 0,1%.seveadisminuida.

Enlacortezacerebraldelos animalestratadosconAT, el descensodeactividad

CAT no sehavisto asociadocon variacionesen las actividadesde la mayoríade enzimas

antioxidantesy niveles de GSH, exceptuandoun descensoen los animalesviejos de la

actividad(IPx no Sedependientetras2,5 mesesde tratamientoy, sobretodo, la potente

inducciónde actividadGRobservadatrás 14,5 mesesdetratamiento(50-100%)enambos

grupostratados.Estainducciónparecetenerel carácterde una supercompensación,pues

va asociadaa descensosen la acumulaciónde lipofuscinay, comoveremosmásadelante,

a una tasade supervivenciamucho mayor que la de los animalescontrol. Estarelación

entre radicalesde oxfgeno y niveles de acumulaciónde lipofuscina ya ha sido descrita

anteriormente(Miquelel aL, 1977;Sohaly Wolfe, 1986;Sohalel aL, 1989)y además,seha

visto que la suplementacióncon antioxidantescomo la vitamina E, el GSH o el BHT,

reducesu acumulaciónen célulasgliales humanasen cultivo (Thaw e! aL, 1984) y en

neuronasde ratones(Constantinidesel aL, 1986).

Por otro lado,los incrementosdeTEA En vivo en los animalestratadosno se

hanvistoacompañadosporunamayorsusceptibilidadala peroxidación.Estehecho,junto

con los datosde acumulaciónde lipofuscina y supervivenciadespuésde 14,5 mesesde

tratamiento,sugierenqueelaumentodeesteparámetro,sometidoafuertesinterferencias,

no estárelacionadocondañoen el tejido. El valor positivode la induccióndeGR seve

apoyadopor el hechode que la pérdidade esta inducción despuesde 26,5 mesesde

tratamiento,correlacionacon incrementosen la acumulaciónde lipofuscinaen la corteza

cerebraldelos animalestratados,asícomoenla mortalidad.La ausenciaenestepuntodel

experimentode un aumentoen los valores de peroxidaciónlipidica de estosanimales

tratados,sugiereque el factorlimitante, de forma parecidaa lo queya ocurríaa los 14,5
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meses, es el daño oxidativo sobre otras dianas celulares como proteínaso DNA,

normalmenteprotegidosporel sistemaGR-GSS(I/GSH.

Porúltimo, pasamosacomentarlos datosen el hígadoy riñón de Ranaperezí,

en lo que a efectosdel tratamientoserefiere. El hígadoha resultadoserel órganomás

sensibleal tratamientocon AT y ya, despuésde transcurridostan sólo 2,5 mesesdesdeel

inicio delexperimento,observamosunaclarainduccióndelas actividadesenzimáticasSOD

(150%)y (IR (900%).Estasinducciones,al igual que ha ocurrido tambiéncon la GR en

el riñón, representanun incremento compensatoriode la capacidad máxima de

detoxificaciónde radicales,sobretodo si tenemosencuentaquela actividadcitocromoc

oxidasano seve nuncaafectadapor el tratamientoy se producenen los dos grupos

tratados.En el hígado,el tratamientoduranteel primerañodio lugaraun incrementodel

cocienteGSSG/GSHen los animalesjóvenes,perono hubovariacionesen los nivelesde

(ISH, GSS(Iy peroxidacióntanto fa vivo como En vito. Estaausenciade cambiosen los

nivelesde peroxidación,pareceserel resultadode las induccionescompensatoriastrasel

tratamientoalargoplazo,y contrastancon resultadostambiénde nuestrolaboratorioen

los quedespuésde tratamientoscortoscon AT, si seobservaronaumentosen los niveles

de peróxidos(LópezTorres, 1988; Barja de Quiroga el aL, 1989b; López-Torresel aL,

1990a).La posibilidaddel valor adaptativode la inducciónde GR seve reforzadaporel

hechode queel cociente(IPX/GReramayor de2 antesdel tratamientoy ha descendido

hasta1,5 - 1,3.Estaaproximaciónentrelas tasasmáximasdeoxidacióny reduccióndeGSH

podríaresultaradaptativasi la inhibición de la actividadCAT da lugar a un excesode

estrésoxidativo inducidopor 11202. impidiendodeestaforma el peligrosoaumentodel

cociente(ISS(3/GSH;aunqueelaumentodedichococienteenlosanimalesjóvenes,sugiera

queestacompensaciónmediantela GR no esperfecta.

SehademostradoconanterioridadqueeltratamientoagudoconAT (60 min.)

elimina la actividadCAT en hepatocitosderataen cultivo, sin variarlas actividades(IPx

y (IR o la supervivenciacelulardespuésde treshoras(Starkey Farber,1985). Deforma

análoga,despuésde 60 minutosde tratamientocon AT, el 83% de la actividadCAT en

corazónde rataperfundido,desapareció,mientrasquela actividad(IPX no sevio afectada

(Thayer,1986).Tampocoseobservaroncambiosen los nivelesdeGSH, (ISS(Iy elcociente
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(ISS(I/GSHenel hígadode rata, 17 horasdespuésde la inyecciónintramusculardeDDC

(Sundermaner aL, 1984). Cabe señalar,que en todos estos casoslos tiempos de

experimentaciónfueronmuycortos(horas),lo quecontrastaconlas induccionesobservadas

por nosotros,trasmásde un añode tratamientocontinuado.

Traslos resultadosdelprimeraño(2,5mesesde tratamiento)en los quesólo

seobservaroninduccionescompensatoriasenel casodelhígadoy quesecorrespondíancon

tasasde supervivenciasimilaresen los puposcontrolesy tratados,el tratamientoa largo

plazoha dadolugara unageneralizaciónde estasinduccionesde actividad(IR en todos

los órganosdespuésde 14,5 mesesde tratamiento,induccionesque enel casodel hígado

y delriñón alcanzanalrededordel 1000%.Además,enel hígadosemantienela inducción

de la actividadSOD y tambiénseobservanincrementosde los nivelesde (ISE y ácido

ascórbico,con deséiñ~osen el cociente(ISS(I/OSH. En riñón tambiénse observala

inducción de (ISH y ácido ascórbico.Es la primeravez que se produceninducciones

cuantitativamentetanimportantesdecuatroantioxidantesdiferentes,deformasimultánea,

duranteun largo periodode tiempoy en varios órganosvitales de un vertebrado.Estos

animales,además,presentanmenoracumulacióndelipofuscinay unatasadesupervivencia

muchomayorquela de los controles.

Nuestrosresultadosmuestranclaramentecómo un vertebradopuedevivir

durantegran partede su vida careciendode actividadcatalasaen sus tejidos. Esto no

significa quela actividadCAT no seanecesariaencondicionesnormales.Por el contrario,

esta carenciaes la responsablede la importanteinducción dependientedel tiempo y

especfficade tejidode SOD, (IR, (ISH y ácidoascórbico.Estasinduccionesexplicaríanla

buena tolerancia de Ranaperal a la inhibición por AT a largo píazo. Este tipo de

manipulacióna lo largode todoel ciclo vital deunaespeciesólo seha llevadoa cabodos

veceshastaahora.Así, la inhibición dela actividadCAT enMuscadomesticamedianteAT

dio lugara induccionesde SOD y (ISH (Alíen cí aL.1983),mientrasqueen estamisma

especie,la inhibición con DDC de actividadSOD provocóun incrementodelos nivelesde

(ISH (Sohale!aL, 1984).Tambiénsehadescrito,despuésde dosmesesdetratamientocon

AT 2 mM, unaumentoen los nivelesde (ISH del20% enel cerebrode rata(Benzie! aL,
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1990).Porotro lado,en E. coI4 la diamida,oxidantedel (ISH, inducelas actividades(IR,

SOD y CAl (Privalle y Fridovich, 1990).

De todos estosestudiossededuceque la compensaciónhomeostáticaentre

diferentessistemasantioxidantesesun fenómenogeneralen los sistemasbiológicos. En

trabajosrecientesse ha comprobadoque estasinduccionesde antioxidantesde tipo

compensatorioporun estrésoxidativo,seproducena nivel genéticoen procariotas(Storz

e!aL, 1990;Isanevay Weiss,1990),Neurosporacrossa(Munkres,1990)e incluso,encélulas

humanas(Rushmoreel aL, 1991).En E. cotí, el mecanismoincluye un regulónsuperóxido

(soxR) queesactivadoporel radical superóxido(Tsanevay Weiss, 1990),y un gen oxyR

y una proteína OXYR que activa la transcripción al ser oxidada por oxidantes,

especialmenteel H202(StorzelaL, 1990).Demanerasimilar, el “elementode respuesta

antioxidante” (ARE) de las células de hepatoma humano, también responde a

concentracionesdeH202 (RushmoreeraL, 1991).

Nosotrosno hemosestudiadoel mecanismode inducciónde actividad(IR en

nuestrasranas,peroalavistade la informaciónbibliográficadisponible,parecerazonable

pensarque la inhibición de la actividad CAT haya dado lugar a un aumentode la

concentracióndeH202y queesteaumentoseael responsabledela inducción.A estohay

queunir el quela (IPzenzimaalternativacapazdeeliminarel peróxidode hidrógeno,no

haformadopartedel grupode antioxidantesinducidos.Estaausenciadevariacionesen la

actividad(IPxprobablementeestérelacionadacon subajavelocidadmáxima(y KM), unos

tres órdenesde magnitudinferior a la de la CAT. La (IPX no eliminaríaeficazmenteel

H2Ó2 si la ausenciade CAT conducea unasconcentracionesdeperóxidoelevadasen la

célula,al menosen los momentosde máximaproduccióndeH202.

Estaausenciadeinduccióndela actividadQN portratamientocon AT, no es

la primeravezque sedescribe.En trabajosanterioresrealizadosen nuestrolaboratorio

(López Torres, 1988; Baria de Quiroga el al, 1989b; López-Torres el aL, 1990a)

comprobamoscómo,no sólo no seproduceunainducción,sino queenmuchoscasoslo que

tienelugaresun descensode actividadQN. Estosdescensospuedenserel resultadode

un ataquede especiesactivasde oxígenosobrela enzima,secundarioa la eliminaciónde
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la actividadCAT porel inhibidor AT. Seha demostradoque, en mamíferos,el H202hace

descenderla actividad (IPx de hígadoy riñón (Kihlstróm el aL, 1986) y que el radical

superóxidoinactiva esta enzima(Blum y Fridovich, 1985). En trabajosprevios hemos

comprobadoque concentracionesde H202 del ordende 0,25 mM o superiores,En pEtra

inhibenla actividad(IPx Sedependientede anfibios(López-TorreselaL, 1988)y lo mismo

ocurre con la actividad de eritrocitos humanos (Paglia y Valentine, 1967). Estas

concentracionesde 11202 se sabeque son tóxicas para hepatocitosde hígadode rata

perfundido(Flohé, 1982)y célulashumanasy de ratónen cultivo (0’DoneIl-Tormeyel aL,

1987).Además,laingestióncrónicade H202en el aguadebebidade ratasadultasha dado

lugara descensossignificativosde la actividad(IPx Sedependienteen músculoesquelético,

hígadoy riñóny de la no Sedependienteen riñón (Kihlstrdm el aL, 1986).El hígadode

corderosexpuestosaun mayorestrésoxidativoporseralimentadoscongandescantidades

de Fe en la dieta, muestradescensossignificativos de actividad (IPx Se dependiente

(Reffettel aL, 1986).Con hepatocitosde rataen cultivo sehavisto cómoel tratamientoEn

vEto conAT tampocoprovocamodificacionesen la actividad(IPx (Starkey Farber,1985).

De acuerdocon los conceptosactuales,el peróxidode hidrógenoy el radical

superóxido,a las concentracionespresentesenlas células,no tienenreactividadsuficiente

paraatacardirectamentea las macromoléculasbiológicas.Sin embargo,en presenciade

metalesde transición, en lo que se conocecomo reaccióntipo Fentoncatalizadapor

metales,danlugaral radicalhidroxilo quesi esun iniciadordirectodel dañoperoxidativo.

El GSHescapazde reducirlos nivelesde radical0H por reaccióndirectao atravésde

su interaccióncon el radical superóxido.En esteproceso,el (ISH seoxida a GSSG.El

glutatiónoxidadopuedevolveraserreducidoporaccióndela actividadglutatiónreductasa

y mantenerde estaforma estables,los nivelesde (ISH y (ISS(I/(ISH en la célula. La

induccióngeneralizadade(IR pareceindicar que el factorlimitante en estemodelo de

estrésoxidativo esel mantenimientode cocientes(ISS(I/(3SHbajos. En definitiva, las

induccionesobservadasde (IR, SOD, (ISH y ácidoascórbicoapuntanhacia el controlde

los nivelesde radical0H, biendirectamente,como esel casodel glutatióny el ascorbato,

o indirectamente,eliminandoradicalessuperóxidocomo la enzimaSOD o reduciendoel

(ISSG,acciónquerealizala enzima(IR, inclusoenpresenciadeelevadosnivelesdeH202.

La falta de inducciónde la (IPx estaríatambiénde acuerdocon esterazonamiento,pues
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contribuiríaalmantenimientode tasas(ISScJ/clSHbajas.ElevadosnivelesdeH202serian

toleradossiempreque los niveles de radical0H semantuviesenbajos,y estosmismos

niveleselevadosdeH202serianla señalquedesencadenasela induccióna nivel genético.

Comoya hemosindicadoanteriormente,los nivelesmáximosdeinducciónde

antioxidantessealcanzarondespuésde 14,5 mesesdetratamiento.Los datosdemortalidad

nosllevan aconsiderarestasinduccionescomounasupercompensación,ya quelos animales

tratados,tantojóvenescomoviejos,presentanunatasadesupervivenciamuchomayorque

los controlesdurantela mayorpartedel experimento.Los animalesen los que ha tenido

lugar la inducción simultáneade cuatro antioxidanteshan mostrado una tan de

supervivenciadel 92% duranteun largo periodode tiempo, aproximadamentedos años.

Estoha sido así inclusocuandolos animalesviejosseestabanaproximandoal final desu

longevidadmáximay conunosporcentajesdesupervivenciadelos animalesviejoscontroles

de tansólo un 40%.Las induccionessuponenun balanceantioxidante/oxidantemayoren

relacióna los animalescontroles,aumentandola resistenciaal estrésy a las causasde

muertestempranas.Nuestrasconclusionesseven apoyadasporel hechode quelapérdida

total o parcialde estasinducciones,quesedetectóporprimeravezdespuesde 25 meses

detratamiento,condujo,acontinuación,aunatasademortalidadmuy alta.Además,enese

momento,los animalestratadosmostrarongranacumulaciónde lipofuscinaenla corteza

cerebraly fuertestendenciasa presentarvaloresde (ISS(I/(ISHmuy altos.Sin embargo,

estosvaloresno fueron significativos, probablementedebidoa que la fase de muertes

aceleradasse extendióa lo largo de un periodo de tres meses,durantelos cualesse

realizaronlasmedidasbioquímicas.Dela curvadesupervivenciasededucequeeldeterioro

fisiológico que conducíaa la muerteno seproducíaa la misma velocidaden todos los

animales,lo quedalugara unaelevadavariabilidad.El resultadofinal esquelos animales

viejos tratadoshan mostradouna longevidadmáximaigual a la de los controles,pero el

tratamiento ha reducido considerablementeel número de muertes tempranas,

produciéndoseunarectangularizaciónde la curva desupervivenciay un incrementodela

vida mediaenesegrupo.

En los dos trabajosprevios realizadosen Muscadomestica,que estudianel

efecto a largo plazo del AT y del DDC, y ya mencionadosanteriormente,no se han
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detectado cambios en la 100
6

longevidadmáxima.En el casodel

experimento con AT no se ~0 •

produjo ningún tipo de
omodificación (Alíen el aL, 1983), z eo

mientrasque en el del DDC los Y
resultados son totalmente ~

coincidentes con los nuestros —

(Sohal el aL, 1984) y lo que se 20

produjofueunaumentodela vida

media (ilustración 3), aunque

desgraciadamentedesconocemossi 0 10 20 30 40

la inducción de (ISH referida en AGE dara

esteexperimentoseperdióal final Ií~ti. 3. ~ Sohaletal., 1984

del ciclo vital (40 días), pueslas

medidasfueron realizadassólamenteen animalesde 9 días. Como se puedever en el

esquema,la formade la curva de supervivenciadelexperimentodeMuscadomesticay la

del nuestroesextraordinariamentesimilar; los animalestratadosen un casocon DDC y

en el otro con AT muestranuna curvamásrectangularque la de los animalescontroles.

Existeotro experimento,tambiéndelgrupode Sohal,enel queseadministrarondistintas

concentracionesdeH202enel aguadebebidaaMuscadomestica.Unicamenteunade las

concentracionesutilizadas(10 mM) provocó la inducción de los niveles de (ISH y un

aumentode longevidadmedia(Sohal, 1988).

Remontándonosa los experimentosde suplementaciónde antioxidantesy

buscandounaexplicaciónparalos resultadosnegativosquesehanobtenidoen la mayoría

de las ocasiones,la respuestaquizá estéen que, en nuestrocaso, se ha producidola

inducciónde cuatroantioxidantesendógenosde forma simultánea;no se trata de dosis

puntualeselegidasagustodel investigador.Sesabequeel efectode muchosantioxidantes

puedeserbeneficiosoo perjudicial dependiendode las dosis. La suplernentacióncon un

antioxidanteconcretopuedeconllevarel descensocompensatoriode otro antioxidante

endógenono obteniéndoseningunaventaja.
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De todo lo expuestohastaahorapodemosconcluir que,aunquela información

de que se dispone actualmenteaún es escasa,la manipulación de los niveles de

antioxidantesendógenosen el sentidode un aumentode lacapacidadantioxidanteglobal,

no modificala longevidadmáxima.Perolos datossugierenalmenosqueelmantenimiento

de un balanceantioxidante/prooxidanteelevadoenlos tej idos resultabeneficiosoparalos

individuos,,aumentandosu resistenciaafactoresquedanlugara muertestempranasy, en

definitiva, aumentandolaprobabilidadde quealcancenla longevidadmáximapropiadesu

especie.Estosignifica un aumentode la probabilidaddesupervivenciadel individuo, o un

aumentode la longevidadindividual media.Estos resultadosestánen consonanciacon

recientesdatos epidemiológicosque ponende manifiestola correlaciónentreelevados

nivelesde antioxidantesen la dieta humananormal(no manipulada)y menorincidencia

de las dos principalescausasde muertestempranasen sociedadesoccidentales,las

enfermedadescardiovasculares(Gey, 1990)y elcáncer(Verreaulte!aL, 1989;Buiattiel aL,

1990; Comstock, 1991), así como acciones estimuladorassobre el sistema inmune

(Tengerdy,1989; Meydaniel aL, 1989; Meydaniel aL, 1990).

Nuestro trabajo en Ranaperezi no permite descartarel hechode que la

inducción de antioxidantesendógenosdé lugara un aumentode la longevidadmáxima

(MLSP), porquelas inducciones,desgraciadamente,seperdieronal final del experimento

y no sabemoslo quehabríaocurridoencasodemantenerse.Sin embargo,si nospermite

afirmar que el incrementode antioxidantesendógenosprovocaun aumentode la vida

media; esla primeravezqueestehechosedemuestraen un vertebrado.
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La supuestacaída de antioxidantescon el envejecimiento,que aceleraríaeste

procesoconla edad,no seproduceenRanaperezí.Estonosparececoincidentecon

un análisisexhaustivode la bibliografía enlos mamíferos.Sin embargo,estehecho

no descartael posiblepapelde los radicaleslibres de oxígeno,puessu presencia

continuaen los tejidosa lo largodelciclo vital delindividuo puedeserresponsable

del descensode las funcionesvitales.

Los antioxidantes,tanto enzimáticoscomo no enzimáticos,estánsometidosa un

fuertecontrolhomeostáticoa largoplazoenRanaperal, hechoque sedescribepor

primeravez en un vertebrado.Por estarazón,y anteun estrésoxidativo comola

inhibición de la enzimaantioxidantecatalasa,seproducencompensacionesy se

observaninduccionesdeotrosantioxidantes.

Lacatalasaresultaserunaenzimanecesaria,aunquesuimportanciafisiológicahaya

sido en ocasionespuestaen duda. Mientrassu inhibición medianteAT ha sido

compensadapor las potentesinduccionesde otros antioxidantes,la supervivencia

delos individuosno sehavisto disminuida.Sin embargo,enel momentoenel que

estasmduccioneshan desaparecidototal o parcialmente,la mortalidad se ha

acelerado.

Nopodemosresolverdefinitivamentesi el balanceantioxidante/prooxidantede un

organismose relacionao no con su longevidadmáxima,pero si pareceresultar

importantepara el estadogeneralde salud.Proponemosque un incrementoen

dicho balancecontribuyea aumentarla longevidadmedia de la población.Esta

conclusiónesconsistentecon los datosdisponiblesenotrasespecies,incluyendoa

mamíferos,sobrelos efectosde la suplementacióncon antioxidantesexógenosen

la dieta.
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