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La siguiente revision presenta algunos elementos acerca de la evolucion del
concepto de “Estrés Oxidativo”, que van desde las primeras observaciones
bioquimicas en sistemas enzimaticos hasta aproximaciones terapéuticas
actuales a nivel preclinico. En el transcurso de ya mas de medio siglo de aportes,
se destaca en etapas tempranas del desarrollo del concepto la participacién de
investigadores que trabajaron activamente en la Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) y en particular en su
Departamento de Bioquimica, incluyendo al Profesor Visitante John Totter y al
Profesor Eugenio Prodanov. El entendimiento de los procesos metabolicos que
conducen a la formacion y eliminacion de especies oxidantes y radicales libres,
y el desarrollo de técnicas para su identificacion, deteccién y cuantificacion ha
sido un foco central del area. Se analiza el desarrollo y evolucion del concepto
de “Estrés Oxidativo” que se define actualmente como una situacion de
desbalance metabolico que conduce a alteracion de la sefializacién redox y/o
dafo oxidativo facilitando el desarrollo y progresion de patologia degenerativa
e inflamatoria. Los fendmenos oxidativos también son utilizados por células del
sistema inmune como mecanismo citotoxico contra patdgenos invasores. Un
avance importante del area se dio con el reconocimiento que el metabolismo
del radical oxido nitrico se conecta con procesos oxidativos, en particular a
través de su reaccion difusional con el radical superoxido para rendir
peroxinitrito, un peréxido y nucledfilo inestable y reactivo en sistemas
bioldgicos. La mejor comprension de los mecanismos intra y extracelulares de
formacion de especies oxidantes, incluyendo el rol de la disfuncion
mitocondrial, y los mecanismos de sefializacion redox, estan dando lugar al
desarrollo de estrategias nutricionales y farmacologicas con capacidad de
modular in vivo fendmenos oxidativos asociados a patologia. He seleccionado
observaciones y trabajos con énfasis bioquimico que considero relevantes a
nivel universal, relacionandolos e integrandolos con aportes que se han
realizado desde nuestra Facultad en el area de estrés oxidativo.
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Abstract

The following review presents elements in relation to the evolution of the
“Oxidative Stress” concept, that span from the first biochemical observations
in enzymatic systems to the current therapeutic strategies at the preclinical
level. In more than half a century of contributions to the field, it is remarkable
the participation of investigators of the Facultad de Medicina, Universidad de
la Republica (Montevideo,
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Uruguay) from the early days of the research, in particular the Department of
Biochemistry, including Visiting Professor John Totter and Professor Eugenio Prodanov.
The understanding of the metabolic processes that lead to the formation and detoxification
of free radicals and oxidant species, and the development of methodologies for its
identification, detection and quantitation has been a central topic of the area. The concept
of oxidative stress has developed and evolved to the current definition representing a
metabolic imbalance that leads to the alteration of redox signaling and/or an oxidative
damage, which in turn facilitates the development and progression of degenerative and
inflammatory pathology. Oxidative events are also utilized by immune system cell as a
cytotoxic mechanism against invading pathogens. An important advance in the area was
the recognition that the metabolism of the free radical nitric oxide was connected with
oxidative processes, in particular through its diffusional reaction with superoxide radical
to yield peroxynitrite, an unstable and reactive nucleophile and peroxide in biological
systems. A better understanding of the intra- and extracellular mechanisms of formation
of oxidant species, including the role of mitochondrial dysfunction, as well as the
mechanisms of redox signaling, are providing opportunities for developing nutritional
and pharmacological strategies for the in vivo modulation of oxidative events associated
to pathology. | have selected observations and works with a biochemical emphasis that |
consider relevant, and relating and integrating them with contributions carried out from
our Faculty in the area of oxidative stress.

Key Words: Oxidants, free radicals, chemiluminescence, antioxidants, redox
signaling, nitric oxide, peroxynitrite, oxidative stress.

Introduccion

El concepto de “Estrés Oxidativo” fue origi- nalmente definido por el Prof. Helmut
Sies! (Universidad de Dusseldorf, Alemania) en 1985 como una condicion de desbalance
entre oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros, llevando a dafio oxidativo a nivel
de biomoléculas [1, 2]. La definicion incluye los siguientes elementos:
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1. existe una formacién de oxidantes por células y tejidos a punto de partida
del metabolismo aerdbico (o alternativamente por exposicion ambiental o
metabolismo de agentes fisicos o quimicos de caracter oxidante, ej.
radiacion UV, smog, humo del tabaco, metales de transicion,
xenobioticos),

2. que los oxidantes pueden reaccionar con biomoléculas tales como
proteinas, lipidos y é&cidos nucleicos conduciendo a modificaciones
oxidativas que determinan cambios en su estructura y funcion con
consecuentes alteraciones de la homeostasis celular y tisular y

3) que estos procesos oxidativos estan normal- mente atenuados a través de
sistemas enzimaticos y no enzimaticos antioxidantes.

El balance pro-/anti-oxidante perdido en la condicion definida como “Estrés
Oxidativo”, esta asociado al desarrollo de patologia inflamatoria,
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neurodegenerativa y cardiovascular, entre otras mdaltiples. La definicion
original fue actualizada mas recientemente por Sies y Jones en forma textual
como “An imbalance between oxidants and antioxidants in favor of the
oxidants, leading to a disruption of redox signaling and control and/or
molecular damage™ [3]. En esta nueva definicion se toman en consideracion
aspectos mas recientes sobre la accion bioldgica de oxidantes, en particular en
relacion a su rol como moléculas sefializadoras y su accion fisiologica a bajas
concentraciones, en un modo de accion conocido como “sefializacion redox”
[4]. Uno de los oxidantes con mayor capacidad sefializadora es el peroxido de
hidrogeno (H O ), el que entre otras acciones puede estimular la proliferacion
celular a través de diferentes cascadas de transduccién intracelular que implican
la activacion de factores de transcripcion “redox sensibles™ y participacion de
rutas de fosforilacion/ desfosforilacion. La distorsion de la sefializacion redox
por una aumento significativo del estado estacionario de oxidantes conduce a
las primeras etapas del estrés oxidativo; de persistir este estado

1Nombrado Doctor Honoris Causa de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica,
Uruguay en 2010.

de alteracion de la homeostasis redox celular, habitualmente las células y tejidos
evolucionan a una situacién de “dafio oxidativo” que facilita la disfuncién y
eventual muerte celular.

Primeros indicios de formacion de

da como producto de oxidacidn acido urico. En paralelo, se obtienen productos
de reduccidn del oxigeno molecular, cuya laboriosa caracterizacion comenzo a
realizarse en los primeros estudios a través de técnicas de quimioluminiscencia
[8, 9] y que fueron mas adelante plenamente caracterizados

especies oxidantes y radicales libres?

como radical superoxido (O*)yHO

(Figura 1).

en sistemas bioldgicos: el caso de la xantino oxidasa



En la década del cincuenta se publico un trabajo central en el area por la
investigadora argentina Rebeca Gershman y colaboradores, quienes plantearon
un mecanismo comun en relacién a la toxicidad por exposicion a altos niveles
de oxigeno y el dafio por radiaciones [5]. En este trabajo se propone un
mecanismo bioquimico compartido entre la toxicidad por oxigeno y las
radiaciones a través de la formacidon de oxidantes y radicales libres, sentandose
a nivel fisiologico bases iniciales para el desarrollo de la teoria del estres
oxidativo. En la época, era aun dificil concebir la formacién a nivel bioldgico
de especies de vida media tan corta como los oxidantes y radicales libres y qué
procesos 0 mecanismos bioquimicos podrian estar involucrados. Fue en esa
época sobre fines de la década de los cincuenta cuando grupos en Duke
University (Durham, Carolina del Norte, USA) y la Universidad de la
Republica (Montevideo, Uruguay), comenzaron a hacer aportes consistentes
sobre la identificacion y caracterizacion de procesos bioquimicos que conducen
a la formacién de radicales libres y oxidantes. Por un lado Handler, Fridovich
y colaboradores en Durham [6, 7], y por otro Totter y colaboradores en
Montevideo [8-10] comenzaron a caracterizar y desarrollar los métodos para su
medicién, en particular la formacion de oxidantes a punto de partida de la
oxidacion aerobica de hipoxantina y xantina por medio la enzima xantino
oxidasa®. Esta ruta enzimatica representa la etapa final en el catabolismo de las
purinasy
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Figura 1. Reaccién catalizada por la enzima xantino oxidasa. Se observa la oxidacion aerébica de los
sustratos hipoxantina y xantina para dar como productos finales acido Urico, radical superdxido y peroxido
de hidrdgeno.

El lider del grupo basado en Montevideo Profesor John R. Totter, bioguimico
estadounidense (1914- 2001), llegé como Profesor Visitante a Uruguay a través
del Rockefeller Institute para trabajar durante dos afios en la Facultad de
Medicina (1958-1960). Trajo consigo el equipamiento y reactivos basicos
necesarios para realizar los estudios planteados y congregé en torno a si mismo
un conjunto de jovenes investigadores que incursionaron en el desarrollo de
investigaciones biogquimicas basicas de estandares internacionales, las que
fueron publicadas en la revista mas prestigiosa del area*. En particular, dos
trabajos publicados desde Uruguay en the Journal of Biological Chemistry en
enero y junio de 1960, demuestran la formacién de oxidantes durante la accion
enzimatica de xantino oxidasa a través de la luminiscencia de la lucigenina
(nitrato de dimetil biacridinio) o Iluminol (5-amino-2,3-dihidro- 1,4-
ftlazinadiona), respectivamente [8, 9]. Es notable releer algunos parrafos de



estos trabajos en los cuales, en la mirada actual, los investigadores basados en
Montevideo,

2L os radicales libres son moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados en su
ultimo orbital molecular. Habitualmente son especies con alta reactividad quimica y de corta
vida media (ej. microsegundos a segundos) y muchos de ellos tienen capacidad oxidante,
siendo el caso mas notable el del radical hidroxilo ("OH). 3De los tres trabajos publicados por
John Totter durante su visita a Uruguay se destaca que dos de ellos fueron publicados en el
Journal of Biological Chemistry (1960) y otro en Anales de la Facultad de Medicina (1961).
sDentro de los equipos traidos por el Prof. John R. Totter, se encontraba un
quimioluminédmetro. Este equipo en desuso durante la intervencion de la Universidad de la
Republica, por la dictadura militar ocurrida entre 1973 y 1984, fue vuelto a poner en
funcionamiento en 1985 y utilizado hasta los primeros afios de la década de los noventa,
habiéndose publicado con él un conjunto de trabajos originales.
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Figura 2. Trabajos de John Totter et al publicados en el Journal of Biological Chemistry en
1960. Carétulas y gréaficos representativos de los cursos temporales de emision de luz inducidos por la
actividad xantino oxidasa usando dos sondas quimioluminiscentes, (A) lucigenina, (B) luminol.

Trabajo publicado originalmente en: Totter JR, Medina VJ, Scoseria JL. Luminescence during the
Oxidation of Hypoxanthine by Xanthine Oxidase in the presence of Dimethylbiacridylium Nitrate. J. Biol.
Chem. 1960; 235:238-

41. © The American Society for Biochemistry and Molecular Biology.

realizaban aportes importantes y perdurables al area. En varios de los pasajes
de las referencias 8 y 9, se indica que la quimioexcitacion tanto de lucigenina



como de luminol en el transcurso de las reacciones catalizadas por xantino
oxidasa

proviene de especies oxidantes tales como O ,

él instruccidn bésica para poder continuar con el proyecto de investigacion una
vez que el profesor estadounidense volviera a Estados Unidos. Los primeros
trabajos de Prodanov que continuaron la linea de investigacion originada por
Totter, se publicaron en Anales de la Facultad de Medicina

2

2
H O o radical hidroxilo *OH) (Figura 2)°.
2

[11-13], los cuales estan indexados en PubMed

Sobre fines de la década del cincuenta y comienzo de la década del sesenta,
se integrd al Departamento de Bioguimica Eugenio Prodanove, quien pese a no
haber publicado trabajos con Totter, recibio de
y Medline. Uno de los trabajos que continuaron sobre la caracterizacién de la
quimilumiscencia del luminol inducida por xantino oxidasa se muestra en
Figura 3. Los estudios realizados por Prodanov,

2

5Por ejemplo, en las conclusiones de la referencia 9, p. 1842 se expresa que “~"The intensity of
light produced in the presence of luminol appeared to be directly related to the reaction velocity
of the enzyme-catalyzed reaction. These results were tentatively interpreted as indicating that
the reduced molecule is oxidized in more than one step with the production of O *- or *OH
radicals and with luminol competing successfully for a small fraction of the radicals. It is
suggested that the production of light by enzyme reactions in the presence of luminol may be
used as a general test for the momentary presence of oxidizing radicals™".

s Docente del Departamento de Bioquimica desde el afio 1959, habiéndose desempefiado como
Profesor Titular de 1987 a 1992.
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avanzaron sobre el entendimiento de que especies oxidantes podian ser
generadas en forma continua a punto de partida de la enzima xantino oxidasa
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Figura 4 Mecanismos de oxidacion y quimioexcitacion del luminol. En el esquema presentado se
muestra la oxidacion del luminol por oxidantes derivados del peroxinitrito. Procesos similares ocurren con



oxidantes como superdxido y radical hidroxilo, que conducen a la formacién del intermediario &cido
aminoftalico excitado. Extraido de Radi R, et al.[14] © The Biochemical Society.

de sus sustratos purinicos y oxigeno molecular y la caracterizacion de la técnica
de quimioluminiscencia. La identificacion y el curso temporal de la formacion
de especies reactivas mediante el uso de la sonda quimioluminiscente luminol
depende de su oxidacion mediada por los productos de la reaccion enzimatica
dando lugar a la generacion de una especie molecular electronicamente
excitada, cuyo decaimiento al estado basal se acomparia de emision de luz; el
uso de esta técnica fue ampliado muchos afios después para la medicion de otros
radicales y oxidantes derivados del éxido nitrico (Figura 4) [14]. La técnica
quimioluminiscente se continud usando durante el resto de la década y hasta la
publicacion de un articulo de Prodanov y colaboradores [15] previo a la
disgregacion del equipo uruguayo, hecho vinculado a las adversas condiciones
sociales y politicas reinantes para el desarrollo de actividad universitaria y
cientifica. Al retorno de la democracia, y reintegrado el Profesor Prodanov a su
actividad en el Departamento
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de Bioguimica de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, se
reconformo el equipo de investigacion, publicando el primer articulo de esta
nueva etapa en 1989 [16] usando el mismo equipo de quimioluminiscencia que
habia traido el Profesor Totter afortunadamente rescatado luego de mas de una
década sin uso. Tanto los trabajos de Handler y Fridovich, como Totter y
colaboradores y Prodanov y colaboradores, contribuyeron a demostrar que
procesos me- tabdlicos y reacciones enzimaticas “normales” podian conducir a
la formacion de oxidantes y radicales libres en sistemas biologicos. Estos
conceptos tuvieron un soporte muy grande en el afio 1969 cuando Mc Cord y
Fridovich (nuevamente en Duke y utilizando la xantino oxidasa como fuente de
O =) [17] (Figura 5) demostraron la existencia en células de origen animal de
una enzima capaz de eliminar O *-, la superoxido dismutasa (ecuacion [1]),
loguepermitiodesarrollarenformamasintensa la idea acerca de la formacion y
detoxificacion de radicales libres y oxidantes en sistemas biologicos.
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An enzyme which catalyzes the dismutation of superoxide
radicals (O;-~ + O~ + ZHY =+ 0y 4+ H:0,;) has been
purified by a simple procedure from bovine erythrocytes.
This enzyme, called cuperoxide diemutase, containe 2 eq
of copper per mole of enzyme. The copper may be reversibly
removed, and it is required for activity. Suoperoxide dis-
mutase has heen shown to be identical with the previously
described copper-containing erythrocuprein (human) and
hemocuprein (bovine).



Figura 5. Trabajo de Joe Mc Cord e Irwin Fridovich reportando el descubrimiento de la superoxido
dismutasa. Caratula y grafi representativo del trabajo. Trabajo publicado originalmente en: McCord JM;
Fridovich I. Superoxide Dismutase an enzymic function for erythrocuprein (Hemocuprein). J. Biol. Chem.
1969; 244: 6049-55. © The American Society for Biochemistry and Molecular Biology.
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Otras fuentes de oxidantes: mitocondria, NADPH oxidasa,
mieloperoxidasa

En la década del setenta y hasta mediados de los ochenta no se realizo
investigacion cientifica en el area en el Uruguay. En el mundo, sin embargo, se
continuaban haciendo contribuciones acerca de fuentes intra y extracelulares de
radicales libres y oxidantes y del rol de ellas en su relacion con la patologia.
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En este contexto, se identificd a la mitocondria como una fuente central y
continua de O -y H O a traves de reacciones de componentes de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial con el oxigeno molecular (revisado en
[18]). Si bien una mitocondria en condiciones fisioldgicas reduce directamente
y por cuatro electrones a nivel del citocromo aa3 (oxidasa terminal) el oxigeno
molecular a agua en un porcentaje mayor al 99.5 %, existe un pequefio
porcentaje de reduccion parcial de oxigeno (Figura 6). Este porcentaje puede
aumentar significativamente durante fenémenos

Figura 6. Esquema de fuente de oxidantes y sistemas antioxidantes mamiferos. Se indican rutas
bioquimicas de formacién de oxidantes derivados de la reduccién parcial del oxigeno molecular y
mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para su eliminacion.

2

de disfuncion mitocondrial, lo que a su vez puede conducir a una situacién de
estrés oxidativo mitocondrial y secundariamente asociarse a se- fializacion de
muerte celular programada y/o falla bioenergética. Por otra parte, se evidencié
que células fagociticas tales como macréfagos y neutréfilos cuentan con un
sistema enzimatico complejo a nivel de la membrana plasmatica para la



produccion de O "-en respuesta a la invasion por patdgenos y como mecanismo
para el control de
2

la infeccion (revisado en [19]) En efecto, células activadas del sistema inmune
para la produccion de O *-determinan una condicidn de estrés oxidativo en el
microorganismo que muchas veces determina un efecto citotoxico [20]. Una
observacion rele- vante y de importancia en patologia humana, es que
individuos con un defecto genético en componentes de la NADPH oxidasa son
portadores de la enfermedad granulomatosa cronica, la que cursa con
infecciones a reiteracion [21]. Con el advenimiento de la técnicas de ingenieria
genética y la posibilidad de generar ratones “knock out” para componentes de
la NADPH oxidasa, se ha podido comprobar en los modelos animales, que una
baja actividad NADPH oxidasa determina una mayor propension a la infeccion
por un conjunto de bacterias y paréasitos [22]'.

Otra fuente importante de oxidantes, sobre todo en fendmenos inflamatorios
agudos, es la mieloperoxidasa (MPO), enzima presente en los granulos de los
neutrofilos y capaz de formar hipoclorito/acido hipocloroso (OCI-/HOCI) a
punto
oxidante altamente reactiva, el OH. Sin embargo, tanto por efecto de reacciones
mediadas por metales de transicion como por efecto de las radiaciones, hay una
formacién continua de*OH, el que es principalmente neutralizado por
“atrapadores” ("scavengers”) de bajo peso molecular tales como el &cido drico,
glutation y acido ascorbico (vitamina C) en sistemas hidrofilicos y a-tocoferol
(vitamina E) en membranas y lipoproteinas [27-29].
Esimportanteconsiderarquealgunosdelossistemas enzimaticos antioxidantes
estdn bajo control transcripcional, siendo capaces de inducirse a punto de
partida de estimulos fisioldgicos, como son el caso de isoformas de la glutation
peroxidasa y peroxiredoxinas y la superoxido dismutasa mitocondrial
(MnSOD), con lo cual se ha hecho evidente en los ultimos afios que la capacidad
antioxidante enzimatica puede ser modulada por estimulos fisiologicos o
farmacoldgicamente, lo que esté abriendo nuevas posibilidades en prevencion
y tratamiento de procesos asociados al estrés oxidativo.

2

2

de partidade H O

y CI-[23]. Secundariamente a

la activacion de neutrofilos, la liberacion de MPO a nivel extracelular e
intrafagosomal conjuntamente con la formacién de O *-y consecuentemente H
@)

Un radical libre estable y sefalizador:

el 6xido nitrico (*NO)

En la década de los ochenta y primera parte de

222

por parte de la NADPH oxidasa, lleva a la formacion
de HOCI/OCI-) que tiene potente accion citotdxica. El rol de MPO en procesos
inflamatorios y como agente anti infeccioso se ha demostrado claramente en



modelos animales KO para la MPO asi como en un defecto genético en
humanos [23, 24].

Una bateria de sistemas antioxidantes
2

En células aerobicas y en particular en células de mamifero se ha identificado
un conjunto de sistemas enzimaticos cuya funcion es eliminar a oxidantes y
especies reactivas [25, 26] (Figura 6). Dentro de estos sistemas se encuentran
las superdxido dismutasas, enzimas que dismutan O *-y que Se encuentran
ampliamente distribuidas a nivel intra y extracelular, y enzimas que
descomponen con mecanismos diferentes y distintos comparti-

la década de los noventa se identificé al radical
libre 6xido nitrico como un producto de la reaccidn enzimatica catalizada por
oxido nitrico sintasas (NOS) (Figura 7). Inicialmente, se evidencio la
formacién del *NO por el endotelio vascular

HN. N, HMN.__.NOH HH, .0
O H;0 MH oy H;0 NH
B R i L M
B R — '
L e o
™y MADPH MNADP* BNADPH 12NADF" ™
Ry B L
HM coor HyN GO0 H!_N oo
L-argining MN-hydroxy-argining L-citrulline

Figura 7. Reaccion de sintesis del xido nitrico por la dxido nitrico sintasa. Se observa la oxidacion del
grupo guanidino del amino acido L-arginina en una reaccion trisustratica que rinde citrulina y *NO.

7 ES interesante evidenciar que los microorganismos

2
2

mientos celulares, H O

e hidroperoxidos organicos

cuentan con sistemas antioxidantes propios, que

(ROOH) tales como catalasa, glutation peroxidasas
y peroxiredoxinas. La accion conjunta de los

buscan neutralizar la situacion de estrés oxidativo creada por las células del huésped. En
este sentido,

sistemas detoxificadoresde O -y H O
disminuyen

en los ultimos afios hemos indicado que los sistemas
222

significativamente la formacion de una especie
antioxidantes de patdgenos deben ser considerados
como “factores de virulencia”.
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Figura 8. Trabajos iniciales del &rea fisiol6gica que demostraron una modulacién de la vida media
del éxido nitrico vascular por oxidantes. Caratulas y graficos representativos de experimentos realizados
en los laboratorios de (A) Salvador Moncada y (B) Louis Ignarro sobre efectos vasodilatadores del *NO e
influencia del O *-.

Trabajo publicado originalmente en: Gryglewski R J, Palmer R M J, Moncada S. Superoxide anion is
involved in the breakdown of endothelium-derived vascular relaxing factor. Nature. 1986 April 8; 320:454-

6. http://dx.doi.org/10.1038/320454a0

a punto de partida de eNOS (NOS endotelial) y se confirmo su identidad como
el factor de vasorelajacion (EDRF, endothelial-derived relaxation
factor) (revisado en [30, 31]). La accidon sefializadora del ‘NO sobre la
vasculatura se ejerce a través de su difusion al musculo liso subendotelial y su
interaccion con la guanilato ciclasa soluble (sSGMP) la que se activa generando
cGMP el que actla como mensajero promoviendo vasodilatacion. El conjunto
de observaciones que van desde la generacion de *NO endotelial hasta los
mecanismos a nivel del musculo liso que conducen a la vasodilatacion
condujeron a los investigadores Robert Furchgott, Ferid Murad y Louis Ignarro
a la obtencion del Premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina en 19982, Luego se
identificaron otras funciones del *NO, tales como neurotransmision y como
mediador en respuestas inflamatorias e inmunitarias. Es muy notable en cuanto
a la bioquimica del *NO, que pese a su caracter

Las acciones a distancia del *NO, dependen de la generacion de moléculas
“transportadoras” de

-NO de mayor estabilidad quimica, tales como los

S-nitrosotioles.

La reaccidon del radical superdoxido y 6xido nitrico: peroxinitrito

como un mediador de estrés oxidativo
2



http://dx.doi.org/10.1038/320454a0
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http://dx.doi.org/10.1038/320454a0

Una observacion importante realizada por los fisidlogos que reportaron los
primeros trabajos del 'NO como vasodilatador, fue que la presencia de
oxidantes podia disminuir la vida media y por lo tanto biodisponibilidad
del *NO [32, 33] (Figura 8). De hecho, ya en los primeros trabajos se sugirio
que el O *-podia “inactivar” al *"NO. Al comienzo de la década de los noventa y
trabajando conjuntamente con los Profesores Joe S. Beckman y Bruce A.
Freeman en la University of Alabama en Birmingham (USA), profundizamos
desde el punto de vista bioquimico sobre esta posible interaccion
radicalar, habitualmente tiene una vida media en el
orden de 1 s en sistemas biologicos. Esta relativa estabilidad quimica sumada a
su caracter neutro del punto de vista eléctrico e hidrofobicidad le permite
difundir a través de células y en tejidos, actuando tanto como una sefial
autocrina como paracrina.

s En 1999, la Universidad de la Republica otorga el titulo de Doctor Honoris Causa al Dr. Louis
J. Ignarro por sus por sus contribuciones cientificas de impacto universal y su aporte y

contribucion al desarrollo del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina.
2

entre dos radicales libres, O -y *NO, llegando a la conclusion, a través de
estudios en la literatura y nuestros propios resultados, que la reaccién es
extremadamente rapida (habitualmente las reacciones entre radicales ocurren
con velocidades cercanas al control difusional). Esta reaccion (ecuacién [2]) no
solo determinaba un consumo de

.NO (lo que los fisidlogos llamaron “inactivacion”) sino que se formaba un producto
oxidante y reactivo que demostramos podia inducir rapidamente la oxidacion de
biomoléculas tales como proteinas y lipidos [34, 35].

2
0"+ *NO — *ONOO-[2]

2
3

El anidn peroxinitrito y su acido conjugado el acido peroxinitroso (ONOOH,
pKa = 6,8) son peroxidos inestables en sistemas bioldgicos, siendo capaces de
participar en reacciones de oxidacion directa a biomoléculas tales con tioles,
como también evolucionar hacia la formacion de radicales secundarios
oxidantes tales como el OH, el dioxido de nitrogeno (*NO ) y el radical
carbonato (CO*-). EI ONOO-, por su parte, es un buen nucleofilo. El
peroxinitrito fue el primer oxidante derivado del "NO producido en sistemas
bioldgicos caracterizado exhaustivamente del punto de vista bioquimico y su
identificacion permitio ampliar las bases moleculares del concepto de estrés
oxidativo y lograr racionalizar algunos de los efectos toxicos del *NO observado
durante su sobreproduccion tal como en fendmenos inflamatorios (a través de
la inducciondelaisoformainducibledela NOS, iNOS) o neurodegenerativos (a
traves de la sobreactivacion de la isoforma neuronal de la NOS, nNOS, lo que
se asocia a la excitotoxicidad glutamatérgica). El esquema inicial que incorpord
al "NO y al ONOO-dentro de los procesos vinculados al fenomeno de dafio



oxidativo se indica en la figura 9 [34]. Este esquema y el estado actual de
conocimiento sobre la bioguimica de peroxinitrito ha sido actualizado
recientemente [36].

La formacion de peroxinitrito esta vinculada a fenomenos de disfuncion y
degeneracidon vascular (hipertension, aterogénesis), neurodegeneracion y
también el peroxinitrito ha sido identificado como un mediador oxidante
citotoxico a micro- organismos invasores [36, 37]. Una buena parte
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Figura 9. Propuesta sobre la participacién del oOxido nitrico en la bioquimica del estrés
oxidativo. Reaccion con el radical superdxido y formacion de peroxinitrito. El *NO redirecciona la quimica
oxidativa de O *-hacia la formacién de peroxinitrito. Este Gltimo, a su vez, es capaz de oxidar tioles y
evolucionar a radicales oxidantes secundarios. Extraido de [34]. Trabajo publicado originalmente en: Radi
R, Beckman JS, Bush KM, Freeman BA. Peroxynitrite oxidation of sulfhydryls. The cytotoxic potential of
superoxide and nitric oxide. J Biol Chem. 1991; 266:4244-50. © The American Society for Biochemistry
and Molecular Biology.

de la identificacién de la formacidn y rol de peroxinitrito y otras especies
oxidantes derivadas del *NO en patologia, ha dependido de la medida de una
de las modificaciones oxidativas promovidas que es la formacion de 3-
nitrotirosina en proteinas (Figura 10) [38]. La 3-nitrotirosina es considerada
un biomarcador de estrés oxidativo que indica

H | pka=103 pHa=T7



Figura 10 Tirosina, radical tirosilo y 3-nitrotirosina. La fi muestra ademas los equilibrios &cido base del
anillo fendlico, destacando que la nitraciéon disminuye el pKa del grupo hidroxilo una tres unidades,
generando una carga negativa a pH fi Extraido de Radi R [38].
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Figura 11. Deteccion inmunoquimica de 3-nitrotirosina en proteinas de un ganglio linfatico
mediastinal. La muestra fue extraida de un paciente portador de una patologia con componente
inflamatorio. Se observa fuerte inmunomarcacién en macréfagos, células que en condiciones inflamatorias
inducen la actividad de iNOS. Extraido de de Brito C, et al. [39].

severidad y progresion de dafio oxidativo en modelos experimentales de
enfermedad y en
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Figura 12 Estructura de metaloporfi Estos compuestos sintéticos con actividad redox se han utilizado

ampliamenteenmodelosdeenfermedadyelcentrometalico puede ser manganeso o hierro. En la actualidad se
considera que el mecanismo de accion para las metaloporfi de manganeso incluye capacidad de eliminacién
de Oy

patologia humana (Figura 11) [38-40]. Ademas,



en algunas proteinas, la nitracion de tirosinas determina cambios de estructura
y funcion que pueden participar en cambios de la homeostasis celular y la
eventual generacion de auto-anticuerpos anti-nitrotirosina.

En forma independiente a la formacion de peroxinitrito, el "NO puede ejercer
acciones anti- oxidantes a través de reacciones de terminacion, en particular
durante los procesos de lipoperoxidacion, lo que llevé a la identificacion
temprana de nitro- lipidos en el transcurso de una visita académica del Profesor
Freeman a nuestra institucion [41]. El &rea de nitrolipidos, su deteccion in vivo,
sus acciones fisioldgicas, farmacologicas, y su relacién con la nutricion humana
representan en la actualidad un area muy activa de investigacion [42].

Modulacionnutricionalyfarmacolégica del estrés oxidativo.
Perspectivas

La intervencion nutricional o farmacoldgica para restablecer el balance redox
en condiciones asociadas al estrés oxidativo ha sido un area activa de
investigacion, con un conjunto de estudios desarrollados en modelos celulares

y animales de enfermedad, asi también como ensayos de
peroxinitrito. Extraido de Szabé C [37].

intervencién en humanos. Mas adn, estudios epidemioldgicos de distinta
naturaleza demuestran una correlacion inversa entre ingreso nutricional de
moléculas con actividad redox y la probabilidad de desarrollar patologia
cardiovascular, neuro- degenerativa y ciertos tipos de cancer. En diversos
modelos pre-clinicos controlados de enfermedad la intervencion con moléculas
con actividad “antioxidante” o “redox” provenientes de la dieta tales como el
acido ascorbico, alfa-tocoferol o polifenoles ha dado resultados satisfactorios.
Asimismo, en poblaciones pequefias y controladas, la administracion oral de
antioxidantes naturales ha dado efectos positivos respecto al mejoramiento de
la funcion endotelial [43]. Sin embargo, la traslacion de estas intervenciones a
la patologia humana no ha dado resultados tan contundentes como los
esperados, en particular cuando se realizan estudios de intervencion en grandes
poblaciones. Hay acuerdo en que una dieta rica en componentes con actividad
redox es beneficiosa para la salud humana, aunque los mecanismos moleculares
subyacentes no dependen de las reacciones directas de estas moléculas con
especies oxidantes, sino
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Figura 13 MitoQ

y su mecanismo de acumulacién

en mitocondrias. El mitoQ ingresa preferencialmente a la mitocondria a favor del gradiente
electroquimico

10
Figura 14. Efectos del mitoQ

a ratones transgénicos
y en funcion de su grupo trifenilfosfonio. El sector
(hSOD1

G93A

), modelo animal de ALS. La administracion
ubiquinona de la molécula de mitoQ es el que ejerce
10

de mitoQ
via oral al comienzo de los sintomas de la
sus acciones redox y antioxidantes. Extraido de Murphy MP, et al. [45].

a través de mecanismos de sefializacion tales como induccion de sistemas
antioxidantes o activacion de la actividad de la eNOS, entre otros.
Delpuntodevistafarmacoldgico, seestanevaluando una serie de compuestos para
la modulacion del metabolismo redox. En particular, se ha avanzado mucho en
la administracién de moléculas sintéticas con potente capacidad antioxidante,
algunas de ellas dirigidas especificamente a la mitocondria, para restablecer la
homeostasis redox y bioenergética mitocondrial. Entre estas moléculas,
destacamos el grupo de las porfirinas de manganeso [37, 44] (Figura 12),
compuestos con capacidad antioxidante a traves de multiples mecanismos de
reaccion que incluyen la eliminacion de 02— y ONOO- asi como el mito-
ubiquinol (mitoQ) (Figura 13) [45], compuesto analogo al transportador de
electrones mitocondrial lipofilico ubiquinol, que se concentra a nivel
mitocondrial unas 100 a 200 veces respecto a otros compartimientos celulares



y extracelulares. Es interesante observar, que los estudios con porfirinas de
manganeso han implicado una muy activa cooperacion de nuestra Facultad con

Irwin Fridovich y sus asociados en Duke University
enfermedad (90 dias) preserva la funcién motora y
aumenta la sobrevida de los animales. Extraido de de Miquel E, et al. [49].

[44, 46-48]. Por otra parte, en colaboracion con Mike Murphy y asociados
(Cambridge) hemos recientemente utilizado mitoQ administrado por via oral en
un modelo animal de esclerosis lateral amiotréfica luego del comienzo de los
sintomas, habiendo obtenido auspiciosos resultados tanto en la preservacion de
la funcion motora como en la prolongacion de la vida de los animales [49]
(Figura 14). Mi opinion, en base a la evidencia acumulada en la literatura y la
evolucién mas reciente del pensamiento del area, en cuanto a las maltiples
funciones celulares de oxidantes mas alla del “dafio oxidativo” es que estamos
cerca de lograr terapéuticas basadas en la modulacion del metabolismo redox
en humanos.

Durante mas de medio siglo el Uruguay ha hecho aportes en relacién a las
bases celulares y moleculares del estrés oxidativo y su relevancia en patologia
y terapéutica humana. Es interesante apreciar, como el desarrollo incipiente que
comenzo6 con la estadia del Prof. John R. Totter, generd luego a través del
interés y trabajo del Profesor Eugenio Prodanov una linea sélida y fértil de
investigacion
que continda hasta el presente. Por otra parte, es necesario reconocer como,
abordajes iniciales muy basicos y potencialmente alejados de la ciencia
biomédica, como fue la utilizacion de técnicas quimioluminiscentes para el
estudio de la formacidn de oxidantes por la enzima xantino oxidasa, fueron de
gran importancia para el desarrollo ulterior del area, y el mismo desarrollo de
la teoria de estrés oxidativo, su relaciones con el metabolismo del
*NO vy el posible desarrollo de terapéuticas “redox” en patologia humana. En
ese sentido, la Facultad de Medicina de la Universidad de la Republica ha
brindando en forma generosa espacios de investigacion para el desarrollo de
estas tematicas, que han trascendido a la bioquimica humana y se extienden en
forma interdisciplinaria desde la quimica a la medicina clinica, y con la
participacion de otros centros de investigacion del pais®.
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