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L os efectos beneficiosos del ejercicio fisico moderado se conocen desde

hace mucho tiempo. El ejercicio forma parte del tratamiento de
enfermedades tan comunes como la diabetes mellitus o las cardiopatias.
Mejora el perfil lipidico del plasma, aumenta la densidad ésea, ayuda a
perder peso y alarga la vida media de distintas especies, entre otros

efectos.

Estos beneficios, sin embargo, desaparecen con el agotamiento o con la

falta de entrenamiento. De hecho, el ejercicio fisico agotador, genera tal
cantidad de especies reactivas de oxigeno que las defensas
antioxidantes titulares se ven superadas e incapaces de prevenir el dafio

que éstas inducen.

Los resultados experimentales de los Ultimos afios de investigacion
indican que los radicales libres, no soélo provocan dafio, sino que
desempefian un papel en la sefalizacion celular y, por tanto, en la

regulacién de la funcién muscular.

La respuesta adaptativa al ejercicio fisico puede, por tanto, estar
mediada por la generacion de especies reactivas del oxigeno. De esta
forma la prevencion del estrés oxidativo asociado al ejercicio fisico podria

resultar perjudicial al condicionar dicha respuesta.
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I.INTRODUCCION

1. Radicales libres

1.1. Concepto de radical libre

Un radical libre es una molécula o fragmento de molécula, que contiene uno
0 mas electrones desapareados en su orbital externo. Tienen una vida media del
orden de milisegundos debido a su gran reactividad, aunque varia segun el tipo de
radical libre.

Estas moléculas o &tomos tremendamente reactivos, se encuentran
implicados en el inicio y desarrollo de diversas enfermedades (Gutteridge, 1993).
La evidencia del papel patolégico de estos compuestos ha dado lugar a numerosas
vias de investigacién con el fin de desarrollar captadores, inhibidores enzimaticos o
moduladores de los mismos. En el medio biol6égico, los radicales libres son
compuestos generalmente oxigenados y se les llaman especies reactivas de
oxigeno (ERO). Debido a que los organismos existen y se desarrollan en presencia
de oxigeno, estan asociados con la generacion de estas ERO, que son tdxicas y
se consideran responsables del dafio oxidativo de macromoléculas biolégicas como
el ADN, lipidos, carbohidratos y proteinas (Halliwell y Gutteridge, 1989; Sies, 1993;
Halliwell, 1996). Se han visto implicadas en muchos procesos patolégicos como
algunos cénceres, diabetes (Tasaku y cols., 1992; Okamoto, 1985; Reardon y cols.,
1992; Gerbitz, 1992), patologias cardiovasculares (Byers, 1993), procesos
reuméticos (Wolf y cols., 1986), patologias gastroentéricas y afecciones
broncopulmonares (Slade y cols., 1993; Tenenbern y cols., 1992) asi como en
procesos neurodegenerativos como la Enfermedad de Alzheimer (Cross y cols.,
1987). También estan implicados en procesos fisiologicos como en el
envejecimiento (Bondy, 1992; Pacifi y cols., 1991), el dafio causado por el ejercicio
fisico agotador (Helaine, 1993; Sastre y cols., 1992), y otros.

Asimismo, existen también radicales libres nitrogenados o especies de
nitrégeno reactivas (ERN), cuya importancia ha crecido considerablemente en los

ultimos tiempos.
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Tabla 1. Vida media de los algunos radicales libres celulares.

Vida

Radical Sustrato® Concentracién® media

(a 37°C)
HO®
RO*
ROO*®
L*
o

a) El sustrato elegido son moléculas diana tipicas de las especies de la primera
columna.

b) Los valores de concentracion tratan de reproducir la selectividad in vivo del radical
por su molécula diana.

c) Estas especies reactivas estan sujetas in vivo, a descomposicion por accion de
diversos enzimas y por lo tanto, su vida media sélo puede ser calculada si las
concentraciones de todas las especies reactivas y enzimas antioxidantes son

similares a las existentes in vivo.

1.2. Clases de Radicales libres

Existen muchas clases de radicales libres, tanto ERO como ERN. Algunos

de los radicales libres mas importantes son:

1.2.1. Anién superoxido (O,°)

Estado de reduccion del oxigeno de un electrén, formado en muchas
reacciones de autooxidacién. Es relativamente poco reactivo, pero potencialmente
téxico, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otros intermediarios a su
vez muy reactivos. Puede formarse como producto de muchas reacciones
catalizadas enzimaticamente, como en las reacciones de deshidrogenasas
flavoproteinicas: xantina oxidasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa, etc. (Korycka-
Dahi y Richardson, 1981; Behard y cols., 1979), de oxidasas e hidroxilasas
(diamino oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo passo, €tc.) , también en reacciones

no enziméaticas del oxigeno con la cisteina (Vifia y cols., 1983; Saez y cols., 1982) o
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la rivoflavina (Barton y cols., 1979), o bien se produce en la cadena respiratoria

mitocondrial (Boveris y cols., 1972).

O,+e + H > HO, > O, + H*

1.2.2. Pero6xido de hidrégeno (H,0,)

Estado de reduccion de dos electrones del oxigeno, formado a partir del

radical O, por dismutacion, o directamente del O,

20, + 2H" = H,0, + O,
O, + 2e° +2H" > H,O,

No es un radical libre, pero su toxicidad es importante ya que atraviesa
facilmente las membranas. Muchas enzimas producen agua oxigenada a partir de
oxigeno: superéxido dismutasa, glucosa oxidasa, la D-aminoacido oxidasa, uricasa,
etc. (Fridovich, 1986; Romero y cols., 1987), y también puede producirse por
reacciones quimicas, como la autooxidacion del acido ascorbico catalizada por el
cobre (Korycka-Dahi y cols.,1981). Se convirte en agua por accion de la catalasa,
un proceso que determina su vida media. Parece que el H,0, esta implicada en la
regulacién de la transduccion de la sefial de expresion de genes a través del NFxB
y AP-1. Ambos son factores de transcripcion capaces de inducir la transcripcion de
genes tales como el de la interleuquina 2 (IL-2), el factor de necrosis tumoral o
(TNF-o), antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad y c-fos. (Schreck y
Baeuerle, 1994; Sen y Packer, 1996).

1.2.3. Radical hidroxilo (OH®)

Estado de reducciéon de tres electrones de la molécula de oxigeno. Es la
especie mas reactiva con una vida media estimada de alrededor de 10~° s (Liochev
y Fridovich, 1994). Puede generarse in vivo como consecuencia de radiaciones de
alta energia (rayos X, rayos y ) que puede provocar rotura homolitica del agua
corporal. La luz UV no tiene suficiente energia como para escindir una molécula de
agua, pero puede dividir el agua oxigenada en 2 moléculas de radical hidroxilo.
Otro proceso todavia mas importante en la formacion del radical hidroxilo es la

llamada reaccion de Fenton (Fenton, 1894):
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H,0, +Fe* > Fe® + OH + OH"

También a partir de agua oxigenada y del radical superéxido puede
formarse el radical hidroxilo, por la Reaccion de Haber-Weiss (Haber y Weis,
1934):

H,0, + 0,* > O, + OH" + OH®

Esta reaccion es catalizada por metales como hierro o cobre.

1.2.4. Radical peroxilo (ROO")

Formado a partir de hidroperédxidos organicos, por ejemplo lipidos, o ROOH
por pérdida de hidrégeno. Tiene una vida media relativamente larga (del orden de

segundos).

1.2.5. Oxigeno singlete (*O,)

Es una forma excitada del oxigeno molecular. No es un radical libre y se
forma in vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno. Su vida media es
alrededor de 10° segundos, dependiendo de la naturaleza de la matriz circundante.
Puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles su energia de excitacion o
combinandose quimicamente con ellas. Puede formarse en la oxidacion del
NADPH en los microsomas, en la actividad de varias enzimas como la xantina
oxidasa, la lactoperoxidasa, lipooxigenasa y prostanglandinsintetasa, entre otras
(Kanofsky, 1989).

1.2.6. Oxido nitrico (NO®)

El 6xido nitrico ha cobrado gran relevancia en los Ultimos afios por la
importante funcion fisiolégica que desempefia, ademas de ser considerado un
intermediario toxico importante por su condicion de radical libre.

Es un gas lipofilico e hidrosoluble, cuya vida media es relativamente larga (3-5 s).

Su formacién tiene lugar por una reaccién enzimatica en la que la enzima 6xido
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nitrico sintasa cataliza la conversion de L-arginina a L-citrulina dando como
subproducto NO® en numerosos tipos celulares (Moncada y cols., 1991; Bush y
cols. 1992). Dicha enzima presenta tres isoformas: la neuronal nNOS (tipo I), la
endotelial eNOS (tipo Ill) y la inducible iINOS (tipo II) (Bredt y cols. 1991; Lamas y
cols. 1992)

El 6xido nitrico juega un papel fundamental en numerosos procesos fisioldgicos.
Entre ellos, actia como regulador del flujo sanguineo local, inhibidor de la
agregacién plaquetaria, se produce por los macréfagos activados contribuyendo a
la defensa inmunitaria primaria y también actla como neurotransmisor, siendo el
cerebro el 6rgano con mayor actividad oxido nitrico sintasa (Czapski y Goldstein,
1995).

Otro efecto del NO® reside en su capacidad de reaccion con el hierro de
proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales, siendo inactivadas por él la
mayoria de las enzimas que poseen un grupo prostético hemo. Puede reaccionar
con acidos nucleicos dando lugar a mutaciones y roturas del ADN, y también puede
producir necrosis, entre otros fenémenos.

El NO°® posee una accion antiinflamatoria importante, a la vez que tiene la
capacidad de promover la disfuncién celular y tisular a través de un efecto
proinflamatorio. Para entender este doble efecto Grisham y cols. (1999) proponen
gue los efectos reguladores y antiinflamatorios del 6xido nitrico ocurren cuando
éste ejerce una acciéon directa sobre una molécula bioldgica, lo cual ocurre en
condiciones fisiolégicas, en las que la produccion de NO® es baja. Sin embargo,
cuando las concentraciones de NO® aumentan, el NO® tiene efectos indirectos, a
través de los metabolitos derivados de él, pudiendo reaccionar con el oxigeno o el
radical superdxido, lo cual ocurre en situaciones de inflamacion.
Asi pues, un exceso de 6xido nitrico es citotdxico. Parte de su citotoxicidad se cree
qgue es debida al *O;, con el que reacciona para dar lugar a anion peroxinitrito
(ONOO), que no es un radical, pero si un intermediario oxidante que puede
protonarse y descomponerse con facilidad de modo que es altamente reactivo
(Lipton y cols., 1993). Es capaz de inducir la peroxidacion lipidica en lipoproteinas,
interferir con la sefalizacién celular por nitracién de residuos tirosina, oxidar grupos
tioles y guanosinas, de degradar carbohidratos y de fragmentar ADN (Beckman y
cols. 1994; Beckman y cols. 1996).

El éxido nitrico genera anién peroxinitrito (ONOQ") al reaccionar con el aniéon

superodxido (Miles y cols., 1996), tal como se muestra en la siguiente reaccion:
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O,;* + NO° > ONOO + H* = ONOOH = NOs3

La produccion de O," y NO®in vivo espaciotemporalmente es diferente, y
se solapa escasamente, con lo que la produccién de peroxinitrito ocurre siempre
con exceso de uno o de otro (Grisham y cols. 1999). Algunos autores establecen
gue tanto las reacciones de oxidacion como de nitracibn mediadas por el
peroxinitrito estan influenciadas en gran medida por el flujo de produccion relativo
de O," y NO® (Jourd heuil y cols. 2001). Dichos autores establecen que las mas
altas tasas de oxidacién se producen con exceso de NO°, produciéndose la
oxidacion a través de del *OH y del *NO, formados a partir del peroxinitrito. Sin
embargo, la reaccion del peroxinitrito con el CO, es la via mas importante por la
gue se descomopone el peroxinitrito in vivo (Lymar y cols. 1995), formando al final
N,Os3, que es un potente agente nitrante.

Ademds de las reacciones de oxidacion, el peroxinitrito tiene la capacidad
para nitrar compuestos fendlicos en condiciones fisioldgicas, como los anillos de
tirosina (Goldstein y cols. 2000). Los residuos de tirosina son oxidados por los
radicales derivados del peroxinitrito formando el radical tirosilo, que a su vez
reacciona con el NO® para formar 3-nitrotirosina. La nitracion mediada por
peroxinitrito in vivo podria ser inhibida por un exceso de produccion relativa de O,™,
debido a la competencia entre éste y el NO® por el radical tirosilo, por lo que la
formacion de 3-nitrotirosina seria inhibida cuando la tasa de formacion de O,*
superara la de NO®* (Goldstein y cols. 2000; Goldstein y cols. 2000). Asimismo,
algunos autores han presentado la reaccion de formacién del peroxinitrito como una
forma de eliminacién de O, sin la consiguiente formacion de H,O, , lo cual supone

un efecto detoxificante y antiinflamatorio (Granger y Kubes, 1996).

1.2.7. Di6éxido de nitrégeno (NO,")

El dioxido de nitrogeno es un radical libre contaminante producido
primariamente a partir de la oxidacion del NO® atmosférico (Postlethwait y cols.,
1995). Es un iniciador muy efectivo de la cadena de peroxidacion lipidica (Kaur y
Halliwell, 1994).

1.2.8. Radicales de &tomos derivados de carbono (R")
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Los radicales centrados en un atomo de carbono (R®) surgen del ataque de
un radical oxidante sobre una molécula biolégica. En el primer paso se arranca un
atomo de hidrégeno (H®) de un grupo metileno situado entre dos enlaces dobles.
Este tipo de radicales es muy inestable y reacciona rapidamente con el oxigeno,
dando lugar a un radical perdoxido (ROO®). A su vez, estos radicales pueden
participar en otras reacciones radicalarias y generar otras especies radicales (Frei,
1994).

1.2.9. Radicales de &tomos derivados de azufre (RS®)

Los atomos de azufre también pueden ser el centro de un radical libre (RS®)
formado, por ejemplo, a partir de la cisteina. Esta se autooxida con facilidad dando

lugar a la formacion de radicales tiilo e hidroxilo (Estrela y cols., 1983).

Tabla 2. Principales especies reactivas de oxigeno y nitrogeno.

ESPECIE SIMBOLO
Radical supero6xido 0,
Radical hidroperoxido HO,*
Per6xido de hidrégeno H,0,
Radical hidroxilo HO*
Radical alcoxido RO*
Radical peréxido ROO*
Oxido nitrico NO*
Di6xido de nitrégeno NO,*

1.3. Génesis de las ERO

Todos los radicales libres descritos anteriormente corresponden a especies
cuya formacién es enddgena, pero el organismo también esta expuesto a radicales
libres procedentes de fuentes externas. Con la dieta son ingeridos muchos

compuestos de naturaleza prooxidante, el humo del tabaco da lugar a radicales
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libres, la polucién ambiental, el ozono, etc. (Pryor y cols., 1995; Rock y cols., 1996;
Ames,1983). Las especies reactivas del oxigeno pueden tener un origen endégeno
0 exdgeno (Freeman y Crapo, 1982; Frei, 1994). Algunas de ellas surgen como
“accidentes quimicos”, es decir, reacciones secundarias no deseadas entre las
biomoléculas o en la detoxificacion de xenobibticos, pero otras especies activadas
de oxigeno se generan in vivo con un fin determinado, como en el caso de los

fagocitos activados, que producen O," y H,O, (Halliwell, 1991).

1.3.1. Fuentes exdgenas.

Las fuentes exdgenas mas importantes en la generacion de especies

activadas de oxigeno son:

1.3.1.1. Muchos agentes antineoplasicos tales como la adriamicina, bleomicina,
daunorrubicina y algunos antibioticos (Doroshow y Davies, 1983) que dependen de
grupos quinoides o de union a metales para su actividad. Algunos de los efectos
de estas drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el oxigeno a

superoxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo.

1.3.1.2. La irradiacion de Ilos organismos debido a las radiaciones
electromagnéticas (rayos X y y) o debido a radiaciones de particulas (electrones,

protones, neutrones, deuterones y particulas o y p) (Von Sonntag, 1994).

1.3.1.3. Factores ambientales, como contaminantes aéreos fotoquimicos, hiperoxia,
pesticidas, humo del tabaco, solventes, anestésicos e hidrocarburos aromaticos.
Estos agentes, 0 bien poseen radicales libres, como el humo del tabaco, o bien se
convierten en radicales mediante el metabolismo celular y los procesos de

desintoxicacion (Trush y cols, 1982).

1.3.2. Fuentes endégenas

1.3.2.1. Lacadenade transporte electrénico mitocondrial.

La cadena de transporte electronico mitocondrial (Figura 1) es una de las

principales fuentes de radicales libres en la célula. Son muchas las patologias en
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las que se ha descrito que la mitocondria genera radicales libres, siendo la causa

del estrés oxidativo que sufre la célula.

Figura 1. Esquema de la cadena de transporte electronico mitocondrial.
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1.3.2.1.1. Produccion de radicales libres en los distintos estados

mitocondriales.

Se calcula que entre el 2 y el 5% de los electrones transportados por la
cadena de transporte electronico mitocondrial en estado 4 (cuando todo el ADP
esta4 en forma de ATP) no llegan al complejo IV y producen reducciones parciales
del oxigeno (Cadenas y cols., 1977; Frei y cols., 1994). Debido a las propiedades
del oxigeno, su reduccion tetravalente requiere la transferencia sucesiva de 4
electrones al orbital antienlazante.

El citocromo a; del complejo IV de la cadena respiratoria es capaz de
mantener estrechamente unidas a su centro activo todas las especies parcialmente
reducidas del oxigeno hasta que se completa la transferencia de 4 electrones y 4
protones al O, y con ello la formacion de H,O (Benzi y Moretti, 1995). Por tanto, la
citocromo ¢ oxidasa perteneciente al complejo IV de la cadena respiratoria no
produce este radical. Ademas, exhibe cierta actividad superéxido dismutasa. Sin
embargo, otros elementos de la cadena de transporte electronico mitocondrial
tienen la capacidad de transferir un electron directamente al O,, pero por el
contrario no son capaces de retener el i6n superéxido formado (Benzi y Moretti,
1995). Asi pues, se produce ‘O, que puede dismutar a su vez generando peréxido
de hidrogeno, el cual es capaz de atravesar las membranas y salir al citoplasma,

donde puede reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales
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libres (Boveris y cols., 1972). La producciéon mitocondrial del peréxido de hidrégeno
fue inicialmente descrita por Jensen en 1966 (Jensen 1966). Estudios posteriores
demostraron que la mayor parte del perdxido de hidrégeno mitocondrial, procedia
de la dismutacion del radical superéxido (Boveris y cols. 1975).

Se ha estimado que se producen del orden de 10 moléculas de *O, por
célula y por dia (Ames y cols., 1993).

Los procesos de formacién de anién superdxido son una serie de reacciones
no enzimaticas cuya velocidad aumenta linealmente con la concentracion de
oxigeno presente en el medio.

Utilizando mitocondrias aisladas se puede determinar experimentalmente el
consumo de oxigeno por la mitocondria, fenémeno denominado Control
Respiratorio (Ver Figura 2). En ausencia de sustrato o de ADP, el consumo de
oxigeno causado por la oxidacion de sustratos enddgenos es bajo. Este estado
respiratorio se define como estado 1. Afladiendo un sustrato oxidable, como

glutamato o malato, este consumo aumenta levemente (estado 2).

Figura 2. Control respiratorio mitocondrial.
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El estado 3 de la cadena de respiracion mitocondrial se define como el
consumo de oxigeno en presencia de sustrato y ADP, es decir, cuando tiene lugar
transporte de electrones y sintesis de ATP. El estado 4 se alcanza cuando el ADP
ha sido consumido, y el gradiente electroquimico generado por la cadena de

transporte electronico no puede ser empleado en sintetizar ATP. El mantenimiento
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del Control Respiratorio depende de la integridad de la membrana mitocondrial, si
ésta recibe algun dafio, se desacopla el transporte de electrones y la sintesis de
ATP. Las mitocondrias que consumen la misma cantidad de oxigeno en estado 3
que en estado 4 estan desacopladas (Rickwood y cols, 1987)

La produccién mitocondrial de especies reactivas de oxigeno aumenta
cuando el aporte de sustratos a la cadena de transporte electrénico mitocondrial
excede la demanda energética, es decir, en condiciones cercanas al estado 4, en
las cuales el cociente ATP/ADP es elevado. En estas condiciones, aumentan la
presion parcial de O, y el grado de reduccién de los transportadores redox de los
complejos |, 1l, y lll, con el consiguiente incremento de la produccién de especies
reactivas de oxigeno. Asi pues, el estado reducido de los elementos redox de los
complejos | y Il también contribuyen al aumento de la velocidad de generacién de
‘O, (Skulachev y cols., 1996). Puesto que se postula que las mitocondrias se
encuentran en un estadio intermedio entre el estado 3 y el estado 4 (Brand y
Murphy, 1987), la generacion de especies reactivas de oxigeno por los complejos |
y lll puede ser de gran importancia en el envejecimiento mitocondrial.

Experiencias in vitro demuestran que formas solubles de la semiquinona son
capaces de producir O,” por autooxidacion en medios oxigenados, por lo que se
propuso que la ubisemiquinona mitocondrial era una de las fuentes de ion
superoxido (Cadenas y cols, 1977). Sin embargo, consideraciones termodinamicas
descartan un papel directo de la dismutacién de la ubisemiquinona en la produccion
de este radical in vivo, porque el ciclo redox de la ubiquinona tiene lugar
enteramente en la fase apolar de la membrana, y en tales condiciones la
autooxidacién de las quinonas se ve desfavorecida (Benzi y Moretti, 1995). La
ubisemiquinona, en cambio, podria estar implicada en la formacién de HO® a partir
de H,0,. Puesto que el peréxido de hidrogeno puede atravesar facilmente las
membranas bioldgicas puede entrar en contacto con la ubisemiquinona y

producirse la reaccion siguiente (Benzi y Moretti, 1995):

Q"+ H;0, » Q+HO®+ HO

1.3.2.2. Reaccién de Fenton-Haber-Weiss.

Consiste en la reduccién del H,O, por iones de metales de transicion, sobre
todo el ion ferroso (Fe*?) y, en menor medida, el cuproso (Cu") y otros iones. El

peroxido de hidrogeno o agua oxigenada (H,O,) es una molécula relativamente

11
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estable en ausencia de catalizadores que promuevan su descomposicion. Fenton
(Fenton, 1894) descubrié, a finales del siglo pasado, que se podian oxidar
moléculas organicas por mezclas de perdxido de hidrégeno y Fe* (reactivo de
Fenton). Fueron Haber y Weiss quienes dieron una primera explicacion del
mecanismo de reaccion: el Fe*? reduce al H,0,, gque a su vez se descompone en el
radical hidroxilo y el ion hidroxilo (Haber y Weiss, 1932). Esto puede representarse

como sigue:

H,O, + Fe'? - HO® + HO™ + Fe™
Y en general,
ROOH + Fe*? 5 RO* + HO + Fe*®

Aungue esta reaccion puede tener lugar con varios metales, el hierro parece
ser el mas importante en sistemas biol6gicos. El Fe™ se oxida a Fe*® con mucha
facilidad, y éste es muy insoluble. Por ello, el hierro libre que pueda haber en los
sistemas bioldgicos estara en muy pequefias cantidades y en forma férrica
(Halliwell y Gutteridge, 1986). Pero el ion férrico puede ser reducido por el
ascorbato (Rawley y Halliwell, 1983; Sawyer, 1988) y por el radical superoxido
(Frei, 1994), con lo que se genera un ciclo de produccion continua de radicales

hidroxilo:

Fe™ +0,* » Fe” + 0,

Fe + AH » Fe” + A* + H*

Aun no ha podido explicarse claramente cémo los iones metélicos son
capaces de actuar como catalizadores redox en sistemas biologicos en las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss, es decir, la reduccién del H,O, catalizada por
metales. Los procesos de captacion y distribucién del hierro y de los iones
metalicos en general estan muy finamente regulados en los mamiferos. Hay un
gran numero de proteinas de union a metales (ferritina, transferrina,
ceruloplasmina...) que actuan como reserva de iones metalicos y que, ademas,
impiden que estos iones participen en reacciones redox (Halliwell, 1991; Rouault y
Klausner, 1996).

1.3.2.3. El sistema hipoxantina/xantina oxidasa

12
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La enzima xantina Oxidoreductasa (XOR) es una enzima descrita
originalmente como una aldehido oxidasa en 1902 (Schardinger, 1902). Esta
enzima esta ampliamente distribuida entre seres vivos de distinta complejidad,
habiéndose demostrado su existencia desde organismos tan sencillos como las
bacterias hasta los mamiferos méas evolucionados como el hombre. Esta enzima
en las distintas especies cataliza la hidroxilacion de una amplia gama de sustratos

como purinas, pirimidinas, pterinas y aldehidos.

1.3.2.3.1. Estructuray funcién.

La XOR es un dimero consistente en dos mondémeros de 150 kDa. Cada
mondmero contiene un dominio N-terminal monémero de 20 kDa con dos centros
Fe-S, un dominio intermedio de 20 kDa que contiene FAD y un dominio C-terminal
de 85 kDa que contiene el cofactor molibdenopterina y el sitio de unién al sustrato
(Hille y Massey, 1981). La XOR posee en las distintas especies un peso molecular
y una estructura similar de los centros de oxidacion-reduccion (Hille y cols., 1995)
La xantina éxidoreductasa es sintetizada como xantina deshidrogenasa (XDH) y se
mantiene mayoritariamente como tal en la célula, pero puede convertirse
rapidamente en la forma oxidasa (XO) mediante oxidacion de los residuos
sulfhidrilo o mediante proteolisis. En tejidos sanos, entre un 10 y un 30% de la
actividad total de la enzima procede de la forma oxidasa (Chambers y cols., 1985),
pero en determinadas circunstancias se puede producir una conversion de la forma

deshidrogenasa a la oxidasa (Ver apartado 1.3.2.3.4.).

Figura 3. Formas reducidas y oxidadas de la XOR.
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1.3.2.3.2. Vias metabdlicas en las que intervine.

En 1963 Berne y Gerlach con sus colaboradores vieron que, en érganos

aislados, los productos de degradacion de los nucledtidos de adenina se
acumulaban durante la hipoxia, y uno de los productos liberados desde la célula era
la hipoxantina. En los mamiferos, la enzima cataliza la hidroxilacion de esta
hipoxantina a xantina, y esta a su vez para dar lugar a acido urico (Ver Figura 4)
La xantina oxidasa utiliza hipoxantina y oxigeno (como aceptor de electrones), para
dar lugar a xantina (eventualmente 4cido Urico) y a radical superéxido, mientras
gue la xantina deshidrogenasa, que es la forma predominante en condiciones
fisioldgicas, utiliza xantina y NAD" (como aceptor de electrones) (Parks y cols.,
1986).

La xantina deshidrogenasa es capaz de utilizar tanto el NAD® como el
oxigeno como aceptor de electrones, aunque tiene preferencia por el primero. La

xantina oxidasa solo es capaz de utilizar el oxigeno como aceptor de electrones.

Figura 4. Esquema de la degradacion de las purinas.
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Esta enzima es la Unica del organismo capaz de sintetizar acido Urico. En el
ser humano y los primates, hasta hace poco tiempo, se pensaba que éste era el
ultimo escalén en la degradacion de las purinas, mientras que en otros mamiferos
la via de degradacion de éstas seguia a alantoina, acido alantoico, acido glioxilico y
finalmente &cido oxalico. La enzima responsable de que continlie esta reaccion es
la uricasa, la cual no se expresa en el hombre y hace que la concentracion de acido
arico en plasma sea 10 veces mayor que la concentracion en las especies que si la
expresan. En un articulo reciente de Hellsten y cols. (2001) los autores encontraron
un marcado incremento en los niveles de alantoina en musculo tras un ejercicio
fisico intenso subméximo. Esta observacion sugiere, en primer lugar, que el urato

es utilizado como antioxidante en musculo y, en segundo lugar, que se generan
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radicales libres durante el ejercicio submaximo ya que, en ausencia de uricasa, son
las ERO las reponsables de la oxidacion del urato a alantoina.

Otra reaccién que es catalizada por la XOR es la oxidacién de NADH en
presencia de oxigeno, produciendo radical superoxido (Nakamura, 1991). Esta
actividad NADH oxidasa ha sido escasamente estudiada aunque se considera que
puede ser relevante en cuanto a la produccién de ERO in vivo. La XDH produce
dos moléculas de O," vy una de H,O, por cada molécula de NADH oxidada
(Sanders y cols. 1997) . La oxidacion del NADH y su consiguiente produccion de
superdxido es claramente mas rapida por parte de la XDH que de la XO, tanto en

humanos como en vacas (Sanders y cols. 1997).

Figura 5. Reaccion de oxidacién del NADH por la xantina 6xidoreductasa.
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Por otra parte se sabe que la enzima XOR cataliza ademas la reduccion de
nitrato a nitrito en condiciones anaerdbicas (Fridovich y cols. 1962), y en la misma
linea se ha descubierto recientemente que la XO cataliza también la subsiguiente
reaccion de reduccién del nitrito para la formacién de NO® en condiciones de
hipoxia (Millar y cols. 1997). Algunos estudios han visto que en casos de isquemia
de algunos tejidos, como el corazén, se produce Oxido nitrico a través de una via
diferente a la éxido nitrico sintetasa (NOS), a partir de nitrito, sobretodo en situacion

de acidosis (Samouilov y cols. 1998).
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Figura 6. Reacciones de reduccion del nitrito a 6xido nitrico por la xantina

oOxidoreductasa.
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Tanto la xantina como el NADH pueden ceder electrones en la reaccion,

aungue la xantina es la mas eficiente (Li y cols. 2001). Cuando la xantina es el
sustrato reductor el nitrito se une al sitio molibdeno, mientras que cuando el
reductor es el NADH, éste lo hace al sitio FAD, el cual transfiere los electrones al
sitio molibdeno, donde esté el nitrito (Li y cols. 2001).

Asi como un exceso de NADH no tiene efecto inhibitorio en la reaccion, un
exceso de xantina provoca la inhibicién de la reaccién, probablemente por la union
de la xantina al sitio molibdeno, bloqueando la unién del nitrito (Li y cols. 2001).
Ademas, se ha demostrado que a pH &cido se favorece la reaccién, por lo que en
condiciones anaerébicas o hipoxicas la enzima XO cataliza la formacion de NO°,
formandose dos moléculas de NO* por cada molécula de NADH, el cual cede dos
electrones que reducen cada uno una molécula de nitrito. En caso de ser la xantina
el sustrato reductor, por cada molécula de xantina oxidada se produce una
molécula de NO* (Godber y cols. 2000), si bien otros autores refieren que son dos
las moléculas de nitrito reducidas por cada molécula de xantina oxidada (Li y cols.
2001)

Tanto la xantina oxidasa como la xantina deshidrogenasa pueden formar
NO?®, siendo esta ultima 50 veces mas eficiente que la forma oxidasa (Godber y
cols. 2000), lo cual hay que considerar teniendo en cuanta que in vivo la

concentracion intracelular de XDH es la forma predominante de la XOR. Asi, la
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formacion de NO® por esta via puede alcanzar los niveles que alcanza la formacion
de NO* a través de la NOS. Si se tiene en cuenta que la NOS en condiciones de
hipoxia y acidosis se desnaturaliza, primero reversiblemente para luego hacerlo de
forma irreversible, la formacion de NO® a través de la xantina éxidoreductasa puede
tener gran importancia. Inicialmente el NO® formado se acumularia durante el
periodo isquémico, provocando una vasodilatacion compensatoria, mientras que en
la fase de reperfusion, éste podria reaccionar con el anion superédxido para formar
peroxinitrito, el cual produce nitracion (nitrosilacion) de proteinas y dafio celular
(Beckman y cols. 1990).

1.3.2.3.3. Distribucién orgénica, celular y transporte de la enzima.

La actividad XOR ha sido detectada en todas las especies examinadas,
incluidas las bacterias. En los tejidos de mamiferos la actividad esta ampliamente
distribuida, aunque los niveles mas altos se encuentran en higado e intestino
(Parks y Granger, 1986). Sin embargo hay muchas diferencias entre especies
ejemplificada por el amplio rango de niveles encontrados en sangre (Parks y
Granger, 1986) y corazon (Werns y Lucchesi, 1990). En humanos la XOR ha sido
detectada principalmente en hepatocitos, células de Kupfer, enterocitos del yeyuno
y en glandula mamaria (Linder y cols., 1999). Ademéas la enzima ha sido
encontrada en el endotelio capilar del yeyuno, endotelio capilar del musculo
esquelético, macrofagos, mastocitos (Hellsten-Westing, 1993) y rifion.

Con respecto a la localizacion celular de la XOR se sabe que ésta se
encuentra en el citosol de la células endoteliales de tejido bovino (Jarasch y cols.
1981) y en la superficie externa de la membrana celular (Rouquette y cols., 1998).
Posteriormente se ha detectado la actividad de esta enzima en peroxisomas de
hepatocitos de rata (Angermuller y cols., 1987). Recientemente se ha visto que la
enzima se distribuye en todo el citoplasma celular de las células endoteliales y
epiteliales humanas, pero con una concentracion mayor alrededor del nucleo, lo
cual puede significar una localizacion estratégica para la activacion de factores de
transcripcién nucleares a través de los radicales libres que produce la enzima
(Rouquette y cols. 1998). Ademas, estos autores han demostrado la presencia de
la XOR en la cara externa de la membrana celular, en la que muestra una
distribucién polarizada, de forma que se concentra en la superficie que tiene
contacto con células vecinas, lo cual podria favorecer también la transmisién de

sefales entre células a través de los radicales libres formados por la enzima.
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La unién de la enzima a la superficie celular est4 respaldada por la
demostracion tanto de la enzima como de las consecuencias de su actividad en
tejidos que originalmente presentan poca actividad XOR, de forma que tras
aumentar la liberacion de esta enzima en otros 6rganos, aquellos presentan un
incremento de dafio producido por la XOR transportada a través de la sangre
(Terada y cols. 1992) (Terada y cols. 1991), y ademas son protegidos por
inhibidores de la XOR (Grum y cols. 1986; Zimmerman y cols., 1988). Asi pues, la
XOR liberada desde 6rganos isquémicos es capaz de producir efectos en érganos
a distancia, como el pulmén (Weinbroum y cols. 1995).

Por otra parte, la union de la XO a la superficie celular influye en las
propiedades cataliticas, en la capacidad de producir agentes oxidantes y en la
estabilidad de la propia XOR (Radi y cols. 1997). Un proceso similar sufre la
enzima cuando es liberada al plasma, cambiando sus propiedades. La XOR antes
de ser liberada por las células, contiene cierta actividad XDH, y al liberarse al
plasma se convierte inmediatamente en XO (Tan y cols. 1993). Por lo tanto, tanto
la liberacion de la enzima a la circulacion como la subsiguiente unién a las células
promueven la produccion de ERO.

Por dltimo, citar que ademas de circular por el plasma de forma libre, la
enzima circula también formando inmunocomplejos. De hecho, la actividad XO en
plasma humano es escasamente detectable en condiciones normales (Giler y cols.
1975), en parte debido a que la XOR humana forma inmunocomplejos con los

anticuerpos IgM, siendo el 3% de estos anti-XOR (Benboubetra y cols., 1997).

1.3.2.3.4. Conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa.

Asi como la Xantina Oxidasa se relaciona con diversos procesos patologicos
y produce un dafio oxidativo a los tejidos, la Xantina Deshidrogenasa puede ser un
importante componente de la defensa del organismo contra el dafio provocado por
las ERO a través de la accién antioxidante del acido Urico, que es un potente
antioxidante (Becker, 1993).

La enzima, in vivo, esta mayoritariamente en la forma deshidrogenasa, y
esta enzima puede transformarse en la forma oxidasa en ciertas condiciones
(Stirpe y cols. 1969): proteolisis, calentamiento a 37°C, almacenamiento a —20°C y
anaerobiosis entre otras.

La conversion de XDH a XO de forma reversible se lleva a cabo mediante
calentamiento o mediante oxidacion de los grupos tiol de los residuos de cisteina

para formar puentes disulfuro (Stirpe y Della Corte, 1969). La conversion de la
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enzima de forma irreversible se produce por proteolisis (Amaya y cols. 1990). La
proteasa responsable del proceso todavia no ha sido identificada. (Ver Figura 7)

A pesar de estas diferencias entre la Xantina Deshidrogenasa y la Xantina
Oxidasa, entre las dos enzimas, Unicamente se observan cambios electrostaticos
en el entorno del FAD. Este no cambia estructuralmente en la conversion de
Xantina Deshidrogenasa a Xantina Oxidasa y simplemente sufre un ligero
desplazamiento. No obstante, el cambio estructural del entorno bloquea el acceso
del NAD" a su sitio de union, reduciendo asimismo considerablemente el poder
reductor del par FAD/FADH,.

Figura 7. Conversion de la XDH a XO de forma reversible e irreversible.
(Modificado Nishino, 1994)

C-terminus

SULFHYDRYL OXIDATION  PROTEOLYSIS

40 kDa
20 kDa FAD
2Fe-2S c ﬁ)35

1.3.2.3.5. Procesos en los que tiene una participacion relevante.

Derivado de la capacidad de la forma oxidasa de la enzima para generar
especies reactivas del oxigeno, la xantina 6xidoreductasa ha sido estudiada como
mecanismo en el dafio tisular por infarto de miocardio, hipertension y aterosclerosis
(Jeroudi y cols. 1994) y muchas otras patologias (White y cols., 1996).

La isquemia-reperfusion se considera un importante factor en la regulacion
de la enzima, habiéndose demostrado que ésta provoca un aumento de la actividad

de la XOR (Hassoun y cols. 1994; Terada y cols. 1997), asi como un aumento en
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los niveles mARN (Hassoun y cols. 1994; Terada y cols. 1997) y de la expresion
de la proteina in vivo (Hassoun y cols. 1998) e in vitro (Terada y cols. 1997).
Durante el proceso de isquemia los niveles celulares de ATP disminuyen, tanto por
el descenso en su produccion como por su rapida defosforilacion a ADP. Este es
degradado via adenosina e inosina a hipoxantina.

Debido a la deplecién del ATP se produce una desregulacién de los canales
ATP-dependientes y un aumento del Ca*?intracelular. Como consecuencia de este
incremento, se produce la activacion de proteasas dependientes de Ca'?
responsables de la conversion de la XDH en XO (Della Corte y Stirpe, 1968).
Durante la reperfusion y debido a la acumulacion del sustrato y de la xantina
oxidasa en los tejidos isquémicos, se inicia una cascada de reacciones cuyo
resultado es un gran aumento en la formacion de radicales libres. (Ver Figura 8).

En principio, el Unico papel fisiolégico para la XOR, se pensé que era su
participacién en el catabolismo de las purinas. Sin embargo, en los dltimos
afios, se han estudiado otras funciones de la enzima. En este sentido se han
sugerido varias hipétesis y entre ellas se encuentra la que destaca su papel en
la inmovilizacién del hierro (Biemond y cols.,1986) y en la regulacién del tono
vascular (Hong y cols., 1989). Una tercera posibilidad es que la XO funcione
como mediador en los procesos inmunoldgicos debido a la capacidad del
radical superdxido generado por la enzima para actuar como agente
quimiotactico atrayendo los neutrofilos (Petrone y cols., 1980; McCord, 1986).
Se ha comprobado, también, que los neutrofilos en un cultivo de células
endoteliales son capaces de mediar la conversion de la XDH a XO via contacto
celular (Phan y cols., 1989). El tratamiento de ratones con interferon o sus
precursores se ha comprobado que eleva la actividad de la XO sin afectar al
ratio XDH/XO, lo que supone un aumento en la cantidad de proteina (Ghezzi y
cols., 1984). En estudios posteriores se ha comprobado que el tratamiento con
interferébn aumenta los niveles de XDH mRNA en varios tejidos (Terao y cols.,
1992). Efectos muy similares sobre la actividad XO tiene la histamina, que ha
demostrado aumentarla significativamente en células endoteliales con 5
minutos de exposicion (Friedl y cols., 1989)

El alopurinol, como anédlogo de la hipoxantina, junto con otros, se considera

un inhibidor de su actividad y de la generacién de oxidantes (Ver Tabla 3)
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Figura 8. Produccién de O," y H,O, durante el proceso de isquemia-

reperfusion.
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Tabla 3. Inhibidores de la XOR.

Inhibidor Modificacion Efecto Referencia
L Inhiben las reacciones de
] Modificacion sitio ) ) (Massey y
Alopurinol ) la enzima con la xantina,
molibdeno cols., 1970)

hipoxantina y nitritos

Inhiben las reacciones de

) e ) ) (Wernsy
Amflutizol Modificacion sitio la enzima con la xantina,
molibdeno ] ) o cols., 1991)
hipoxantina y nitritos
Inhiben las reacciones de
dificacion siti ) ) (Okamoto y
BOF-4272 Modificacion sitio la enzima con la xantina,
molibdeno ) ) o cols., 1995)
hipoxantina y nitritos
Inhiben las reacciones de
L ) i (Johnsony
Tungsteno Mod|f|c_aC|on sitio la enzima con la xantina,
molibdeno ] ] o cols., 1974)
hipoxantina y nitritos
DPI Modificacion sitio ] ) (zhang y
o ) ) Inactiva NADPH oxidasa.
(difenieleniodonio), FAD cols., 1998)
Ayuno 24 horas Inactivacion post- Disminuyen la actividad (Frederiks y
Dieta hipoproteica transduccional enzimatica. Bosch 1996).
Hierro Aumenta la actividad XOR )
Control o o (Ghio y cols.,
Quelantesde o Disminuyen la actividad
] transcripcional 2002)
Hierro XOR
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Kinasas p38y L o (Kayyali, y
Fosforilacion Regulan la actividad XOR
CK2 cols. 2001).
TNF-a;IFN-y;IL-1 Aumentan la Aumentan la actividad (Pfeffer y
elL-6 transcripcion XOR cols., 1994)
Previene la
McCord,
SOD conversion de la Disminuye la actividad XO 1087
XDH a XO

1.3.2.4. Los sistemas de transporte electrénico del reticulo endoplasmico.

Estos sistemas de membrana contienen los citocromos Psso Y bs, que
pueden oxidar 4cidos grasos insaturados (Capdevila y cols., 1981) y xenobiéticos
(Aust y cols., 1993). Bajo la denominacién de citocromos P45 se engloba un
namero muy elevado de proteinas con grupos hemo ampliamente distribuidas entre
los seres vivos. Son los mas poderosos oxidantes in vivo, aunque también pueden
actuar como agentes reductores. Son monooxigenasas que actdan activando el
oxigeno molecular a especies electrofilicas de oxigeno (bien radicales o bien
generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Dolphin,
1988; Foster y Estabrook, 1993).

1.3.2.5. Fagocitos activados.

Los fagocitos activados (neutréfilos, monocitos, macrofagos, eosinéfilos)
poseen diversas enzimas que les permiten generar O,* y H,O, como uno de los

mecanismos para defenderse de los microorganismos (Babior, 1978).

1.3.2.6. Microsomas o peroxisomas.

Los microsomas o peroxisomas son una fuente importante de peréxido de
hidrégeno. Poseen una concentracién elevada de oxidasas, como la D-aminoacido
oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en la degradaciéon de acidos
grasos y amino acidos, que producen perdxido de hidrégeno como producto de la
reaccion que catalizan (Boveris y cols., 1972). La catalasa peroxisomal metaboliza

la mayor parte del perdxido de hidrégeno formado en ellos (Freeman y Crapo,
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1982; Frei, 1994).Por otro lado, el citocromo P45 tiene un papel importante en los

microsomas en la detoxificacion de xenobidticos (Philpot, 1991).

1.3.2.7. Autooxidacién de pequefias moléculas.

Existen en la célula una gran variedad de componentes solubles, capaces
de producir reacciones de oxidacién-reduccion, tales como los tioles,
hidroquinonas, catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas. En todos estos casos,
el radical superoxido es el radical primario formado por la reduccion del dioxigeno
por estas moléculas (Baccarini 1978). Asimismo, también se produce peréxido de
hidrégeno como producto secundario, a partir de la dismutacion del radical
superoxido, bien espontaneamente, o bien catalizado enziméticamente por la

superoxido dismutasa (SOD).

1.3.2.8. Enzimas solubles y proteinas.

Enzimas como xantina oxidoreductasa, O6xido nitrico sintasa, aldehido
oxidasa, dihidroorotato deshidrogenasa, flavinprotein deshidrogenasa y tript6fano
dioxigenasa, generan radicales libres durante su ciclo catalitico (Aleman y cols.
1967).

1.3.2.9. Membrana plasmatica.

Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar la membrana
plasmética antes de reaccionar con otros componentes celulares y, por tanto,
pueden iniciar reacciones téxicas en la misma. Los &cidos grasos insaturados
presentes en la membrana y las proteinas transmembrana que tienen aminoacidos
oxidables son susceptibles de ser alterados por los radicales libres. Estas
reacciones alteran las propiedades de las membranas de tal modo que cambian su
fluidez, aumentan la permeabilidad de la membrana, disminuyen el potencial de
membrana, hacen perder las funciones secretoras e inhiben los procesos
metabolicos celulares, todo ello provocado por la peroxidacion lipidica, o la
oxidacién de importantes proteinas estructurales (Freeman and Crapo, 1982).

La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la membrana plasmatica de las
células fagociticas, es una importante fuente biolégica de produccion de radicales

libres, debido a la activacion de los polimorfonucleares y macréfagos que
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consumen gran cantidad de oxigeno, el cual serd transformado en radical
superoéxido. Estos radicales libres de oxigeno pueden dafar a la propia célula que
los origina y a células proximas a los fagocitos estimulados. También se ha visto
que la NADH oxidasa es una importante fuente de radicales libres en células
musculares lisas arteriales y endotelio (Jones, 1994).

Cabe destacar el papel de las enzimas unidas a la membrana plasmatica,
tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, en la produccién de radicales libres
fruto del metabolismo de su producto, el acido araquiddnico, para dar potentes
productos bioldgicos: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (White y
Hecklet, 1990).

2. Teoria del estrés oxidativo

2.1. Estrés oxidativo y dafio a biomoléculas.

La formacion de cierta tasa de radicales liobres es un proceso normal e
inevitable (Slater,1984), ya que son producto de infinidad de reacciones quimicas
imprescindibles para la vida celular. Estas especies tan reactivas, no causan dafo
oxidativo en condiciones normales debido a que la célula esta provista de gran
cantidad de mecanismos antioxidantes. Sin embargo, cuando la capacidad de los
mecanismos antioxidante se ve superada por las agresiones oxidativas, nos
encontramos ante un estrés oxidativo. En estas circunstancias, para paliar el dafio
gue los pro-oxidantes pueden causar en el organismo, estd indicado protegerlo
incrementando su capacidad antioxidante. Uno de los modos en que se puede
conseguir esto, consiste en la administracion de antioxidantes bien como farmacos,

bien como complemento dietético (Ames, 1983).

2.1.1. Dafo oxidativo a lipidos.

De los principales tipos de biomoléculas, los lipidos, y sobre todo los acidos
grasos poliinsaturados, son los mas susceptibles de ser atacados por radicales
libres (Cheeseman y Slater, 1993). Los radicales libres que pueden iniciar esta
reaccion son: el radical hidroxilo (HO®), el per6xido (ROQO®), el alcoxido (RO®) y el
alquilico (R").

El proceso de ataque oxidativo a los lipidos (Figura 9), denominado

peroxidacion lipidica, comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la
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cadena alifatica de un acido graso, se desprende un &tomo de hidrégeno, y se
forma un radical alquilico (Frei, 1994; Halliwell, 1994). Esta reaccion se produce
preferentemente en los carbonos contiguos a enlaces dobles de los acidos grasos
poliinsaturados, ya que los radicales formados se pueden estabilizar por resonancia
con el enlace doble. Este radical centrado en un atomo de carbono reacciona con el
O, y forma un radical peroxido, R-COQ® (Figura 9B). Los radicales peréxido pueden
reaccionar con cadenas laterales de otros 4&cidos grasos poliinsaturados
adyacentes (Figura 9C), se forma un radical alquilico (R’-CH") y un peréxido lipidico
(R-COOH), con lo que se propaga la reaccién en cadena radicalaria (Halliwell,
1994).

De esta manera, un solo ataque por un radical libre da lugar a la formacion
de un gran nuamero de productos de oxidacion, sobre todo aldehidos como
malondialdehido y 4-hidroxinonenal, e hidrocarburos de cadena corta como etano y
pentano (Freeman y Crapo, 1982; Halliwell, 1991; Cheeseman y Slater, 1993;
Halliwell, 1994). Muchos de los aldehidos formados reaccionan rapidamente con
los componentes celulares, con lo que causan mutaciones en el ADN, y producen
dafios estructurales y funcionales al reaccionar con proteinas (Frei, 1994). La
peroxidacion lipidica se considera como un factor muy importante en el
envejecimiento de células aerdbicas (Lippman, 1985). El dafio oxidativo a los
lipidos de membrana constituye, muy probablemente, un factor importante en la

disminucion de la fluidez de las membranas (Shigenaga y cols., 1994).

Figura 9. Mecanismo de peroxidacion lipidica.

A) Ataque oxidativo a un acido graso insaturado.

X
\'{' 4XH
CH= CH—CH—CH=CH CH= CH—CH® —CH=CH

. <
CH® —CH=CH—CH=CH CH= CH—CH=CH— CH"

B) Formacion de un radical peréxido, COO°.

0,
\ 0-0°
|

—CH'— —= — CH—
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C) Propagacion de la reaccion.

0-0° O-OH

| |
R-CH— + R-CH— —= RCH- + R'-CH—

2.1.2. Dafo oxidativo a proteinas.

Todos los aminoéacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el radical
hidroxilo (Stadtman, 1992). Dentro de los aminoacidos fisiologicos, la tirosina, la
fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los que mas
procesos oxidativos sufren (Davies, 1987). Esta oxidacion puede dar lugar a un
cambio conformacional de la proteina y, por tanto, a una pérdida o modificacién de
su funcion biolégica. En condiciones anaerobicas, los radicales libres promueven
un entrencruzamiento considerable entre proteinas, mientras que en presencia de
oxigeno los radicales libres provocan una gran fragmentacion de la cadena
peptidica (Stadtman, 1992).

Otro mecanismo muy importante de oxidacién de proteinas son los llamados
“Sistemas de oxidacién de funcién mixta” o “ Sistemas de oxidacion catalizada por
metal”, que poseen como dianas mas comunes los residuos de arginina, histidina,
lisina, prolina y cisteina (Stadtman y cols., 1992). Estos sistemas catalizan una
serie de reacciones acopladas, enzimaticas o no, que implican la reduccion del O, a
H,O, y del Fe™ a Fe*? (Fucci y cols., 1983; Amicci y cols., 1989). La produccién de
H,O, y de Fe?* es la tnica funcion que tienen en comdn los sistemas de oxidacion
catalizada de metal. Los sistemas mas relevantes son diversas NADH y NADPH
oxidasas, xantina oxidasa y citocromo Pyso reductasas (Stadtman y cols., 1992).

En la Tabla 4 se resumen los sistemas fisiolégicamente mas importantes

gue producen la oxidacion de proteinas.
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Tabla 4. Sistemas mas importantes que generan la oxidacién de proteinas.

ENZIMATICOS

NADPH oxidasas/NADPH/Fe(lIl)/O,
Xantina Oxidasa/Hipoxantina/Fe(lll)/O,

Citocromo Pygo reductasa/Citocromo P4so/ NADPH/Fe(lll)/O,
Citocromo Pggpreductasal/redoxina/CitocromoP4s0/NADH/Fe(l11)/O,
Nicotinato hidroxilasa/NADPH/Fe(lll)/O,

NO ENZIMATICOS
Ascortato/Fe(ll1)/O,

RSH/Fe(lI)/O,

Fe(11)/O,

Fe(l)/H,O, (reactivo de Fenton)

En los procesos de dafo oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como
lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el
contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un indicador de
dafio oxidativo a las mismas (Stadtman y cols., 1992). Otros aminoacidos como
histidina, cisteina y metionina, también sufren dafio oxidativo, pero no forman
derivados de tipo carbonilo (Stadtman y cols., 1992). El dafio oxidativo suele ser
irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de la proteina (Dean y cols.,
1993).

Se ha propuesto que la oxidacién de enzimas mediada por radicales libres, es
un paso de marcaje dentro del recambio proteico (Stadtman y cols., 1992), lo que

se ve confirmado por las siguientes observaciones:

¢ Muchas proteasas comunes degradan proteinas oxidadas mas oxidadas
gue las formas no oxidadas (Davies y cols., 1987).

¢ La mayoria de los tejidos animales poseen una proteasa alcalina neutra que
degrada las formas oxidadas de los enzimas, pero que apenas tiene
actividad sobre las formas no oxidadas (Rivett, 1985).

¢ La degradacion in vivo de proteinas endégenas en mitocondrias de higado y
corazdn y en eritrocitos se ve estimulada por la adiciébn de sistemas

generadores de radicales libres (Davies y Lin, 1988).

27



[. Introduccioén

e La exposicion in vitro de proteinas purificadas a radicales libres aumenta su
susceptibilidad a la degradacién por proteasas no dependientes de 5'-

trifosfatos (Davies y cols., 1987).

2.1.3. Dafio oxidativo al ADN.

El ADN también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus
componentes. Se sabe que el oxigeno es capaz de adicionarse a las bases o al
azucar del ADN formandose radical peroxil. Las posteriores reacciones de estas
especies radicalarias en el ADN dan lugar a un gran nimero de productos.

El nimero de bases modificadas diferentes encontradas en el ADN tras un
atague oxidativo, supera la veintena. La alteracion de este tipo que se observa con
mas frecuencia es la 8-hidroxi-2' deoxiguanosina (8oxodG). Su importancia reside
en su poder mutagénico ya que durante la replicacién producira transversiones T
por C (Kasai y Nishimura, 1984; Shibutani y cols., 1992). El dafio oxidativo
asociado a proteinas y al ADN no deben ser considerados de manera
independiente. La acumulacion de formas inactivas de enzimas reparadores puede
aumentar la acumulacion de dafio oxidativo en el ADN, por lo que se pueden
potenciar uno a otro. Cuando la replicacién del ADN dafado tiene lugar antes de la
reparacion o cuando un ADN dafiado se repara de manera incorrecta, tiene lugar
una mutacion (Halliwell y Auroma, 1991; Breen y Murphy, 1995). Por ello, las
lesiones oxidativas al ADN parecen estar implicadas no so6lo en el envejecimiento
celular, sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la edad
avanzada. EI ADN dafiado es reparado por enzimas que cortan la parte afectada,
gue es entonces excretada por la orina (Ames y cols., 1993). Puesto que las
enzimas reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones se acumulan, con lo
qgue el nimero de mutaciones aumenta con la edad (Ames y cols., 1993).

El dafio al ADN por radicales libres puede ocurrir de dos modos principales:

e Reaccion con los residuos desoxirribosa.

e Reaccion con las bases del ADN.
Cuando un radical libre ataca a una desoxirribosa del ADN, generalmente

produce un ruptura de la hebra. Sin embargo, la hebra intacta puede mantener

juntos los dos extremos de la hebra dafiada hasta que actlen las enzimas
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reparadoras, por lo que este tipo de dafio no es usualmente critico para la célula a
no ser que haya una rotura cercana en las dos cadenas (Breen y Murphy, 1995).

La adicion a las bases del ADN es més habitual que la ruptura de las
cadenas, y da lugar a una gran variedad de productos derivados. El principal modo
de reaccion consiste en la adicion a los carbonos C-5 y C-6 de las pirimidinas y C-4
y C-8 de las purinas (Breen y Murphy, 1995). El resultado del ataque a estos
carbonos de las purinas y pirimidinas es un conjunto de formas radicales de las
bases, las cuales sufren diversas reacciones hasta obtener productos finales muy
variados. En presencia de oxigeno, los aductos de purinas con radicales libres
pueden sufrir en ciertos casos una reconversion a la purina inicial (Breen y Murphy,
1995). La oxidacién de la desoxiguanosina a 8-oxoguanosina es una de las
lesiones mas frecuentes, y reviste gran importancia por su alto efecto mutagénico
(Shibutani y cols., 1992).

El ADN mitocondrial sufre mucho mas dafio oxidativo que el ADN nuclear
(Richter y cols., 1988). EI genoma mitocondrial presenta ciertos rasgos que le
hacen especialmente susceptible de ser atacado por agentes oxidantes: carece de
histonas que puedan recibir el ataque en lugar del ADN (Johns y cols., 1995); el
sistema de reparacion es poco efectivo (Suter y Richter, 1999; Shen y cols. 1995) y,
por ultimo, se encuentra muy cerca de la cadena de transporte mitocondrial, uno de
los sistemas principales de produccion de especies activadas de oxigeno (Giuliviy
cols, 1998). Otro factor distintivo del ADN mitocondrial es que no posee intrones, de
manera que la modificacion de cualquier base afecta usualmente a una zona de
ADN codificante (Linnane y cols., 1989; Ames y cols., 1993) y su repercusion suele

ser, por tanto, mas importante.

2.1.4. Dafo oxidativo a glucidos.

Los glacidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilo. Los mono y
disacaridos resisten la accidon de los radicales libres de oxigeno. La glucosa
constituye un captador del radical superdxido, al retenerlo e impedir su accion
sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del radical
hidroxilo. Por ello, se ha observado que diversos polisacaridos actian como
agentes protectores celulares (Albertini y cols., 1996).

El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se trata de
polisacaridos de funcién estructural, ya que los polisacaridos son despolimerizados

por los radicales libres (Borel y cols., 1988) dando lugar a procesos degenerativos.
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Un caso especial es el del acido hialurénico cuya funcion estructural reside
en mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposicion a agentes oxidantes
(sobre todo radical superoxido) provoca su fragmentacion, lo que conduce a la
desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial,
como es el caso de la artritis reumatoide (Greenwald y Moy, 1980; Grootveld y cols,
1991). Se ha observado que la superéxido dismutasa es capaz de proteger frente a
la despolimerizacion del acido hialurdnico, en el liquido sinovial (McCord, 1974).
Los proteoglicanos estan sujetos a rotura oxidativa de forma similar (Greenwald y
cols. 1980).

Se ha observado una relacién directa entre los radicales libres y el estrés
oxidativo con la diabetes mellitus, una enfermedad inicialmente caracterizada por
una pérdida en la homeostasis de la glucosa, asi como también, con las
complicaciones diabéticas. Se postula que una anormal regulacion en el
metabolismo de los peréxidos y los metales de transiciobn colabora en el
establecimiento de la enfermedad, asi como en las complicaciones que aparecen a
largo plazo (Wolff y cols. 1987; Oberley, 1988; Wolff, 1993).

2.2. Indicadores de estrés oxidativo.

Dada la importancia del dafio que el estrés oxidativo puede producir en las
células y en el organismo, en los Ultimos afios se ha intentado encontrar indices
gue nos permitan medirlo. Entre los indicadores propuestos, los mas relevantes son
el cociente GSSG/GSH como indicador de dafio oxidativo en el citosol, el
malondialdehido y el hidroxinonenal como indicadores de dafio a los lipidos, 8-
hidroxi-2’-desoxiguanosina que es un indice de dafio oxidativo en el ADN, pentano
y etano también como indices de lipoperoxidacion lipidica, grupos carbonilo en

proteinas y 2-oxohistidina como dafio en proteinas (Hageman y cols., 1992).

2.2.1. Indicadores de dafio oxidativo en el citosol.

2.2.1.1 Cociente GSSG/GSH.

El glutation (y-glutamil cisteinil glicina) es un tripéptido que desempefia
diversas funciones metabdlicas de gran importancia, sobre todo relacionadas con la
proteccion antioxidante de las células (Vifia, 1990). El grupo activo es el sulfhidrilo

del residuo de cisteina, por lo que el glutation puede ejercer su papel protector

30



[. Introduccioén

cuando se presenta en su forma reducida (GSH). Dos moléculas de GSH pueden
oxidarse cediendo un electron cada una y combindndose entre si dando lugar la
forma disulfuro (GSSG). Por ello, un indicador caracteristico de estrés oxidativo es
el aumento de la concentracion de glutation oxidado con la consiguiente alteracién
del estado redox del glutation, aumentando el cociente GSSG/GSH (Sies, 1986).Sin
embargo, existen problemas metodolégicos importantes en la determinacion
correcta del GSSG. En condiciones fisiologicas, los niveles de GSH son de dos a
tres 6rdenes de magnitud mayores que los de GSSG (Kosower y Kosower, 1978).
Ademds, el GSH se autooxida con facilidad a GSSG, sobre todo a pH neutro
(Asensi y cols., 1994). Esto hace que una pequefia oxidacion del GSH suponga un
aumento muy importante del GSSG, con el falseamiento consiguiente del indice
GSSG/GSH. Estos problemas se han conseguido solucionar gracias al método
propuesto por nuestro grupo, consistente en el bloqueo del grupo tiol con N-
etilmaleimida inmediatamente después de la extraccidon y posterior andlisis del
GSSG por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (H.P.L.C.) (Asensi y cols.,
1994).

2.2.2. Indicadores de dafio oxidativo a lipidos.

2.2.2.1. Malondialdehido e hidroxinonenal.

La degradacion de los lipoperoxidos da lugar a la formacién de una gran
variedad de aldehidos. Los indicadores de dafio oxidativo a lipidos mas empleados
son el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal. Se han descrito varios métodos para
la determinacién de malondialdehido (Bird y Draper, 1984; Esterbauer y cols.,
1991). La mayoria son poco especificos, ya que utilizan el acido tiobarbitirico como
reactivo y éste reacciona con todos los aldehidos de la muestra. Estos métodos se
han mejorado gracias a la separacion, por cromatografia liquida de alta resolucion,
del aducto malondialdehido-acido tiobarbitirico de otras sustancias que puedan
interferir en la determinacion (Knight y cols., 1988). El 4-hidroxinonenal es un
producto muy abundante de la peroxidacién lipidica. Las técnicas convencionales
de cuantificacion incluyen la derivatizacion de la muestra con dinitrofenilhidracina
para formar un aducto estable y no volatil con el aldehido, y una cromatografia por
H.P.L.C. para separar y cuantificar el pico correspondiente al 4-hidroxinonenal
(Esterbauer y Zollner, 1989).
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2.2.2.2. Pentano y etano.

El etano y el pentano son dos hidrocarburos de cadena corta que se forman
como productos terminales en la lipoperoxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados -3 y w-6 (Dumelin y Tappel, 1977). Debido a su volatilidad, se
eliminan por via pulmonar y se pueden identificar por cromatografia de gases. Al
ser una técnica no invasiva, la cuantificacion de estos alcanos se ha empleado
mucho en seres humanos como indice de peroxidacion lipidica (Wispe y cols.,
1985; Wispe y cols., 1986).

2.2.3. Indicadores de dafio oxidativo al ADN.

2.2.3.1. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

Una de las bases modificadas cuyo contenido aumenta en el ADN tras un
estrés oxidativo es la 8-hidroxiguanina (Kasai y cols., 1986). Esta lesion puede
repararse por una glicosilasa, que elimina la base nitrogenada (8-hidroxiguanina), o
por una endonucleasa, que elimina el nucleésido (8-hidroxi-2’-desoxiguanosina)
(Tchou y Grollman, 1993); ambas se eliminan por la orina. La cantidad del
nucledsido 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina en 6rganos 0 en orina se utiliza como
indice del dafio oxidativo al ADN in vivo (Fraga y cols., 1990). Se prefiere la
deteccion del nucleésido y no de la base, porque la excrecion de la base oxidada

en orina esta muy influenciada por la ingesta.

2.2.4. Indicadores de dafo oxidativo a proteinas.

2.2.4.1. Grupos carbonilos en proteinas.

Los métodos para la deteccion de los grupos carbonilo producidos en las
proteinas por el estrés oxidativo se pueden agrupar en dos: marcaje con
borohidruro de sodio tritiado, y reaccién con fenilhidrazinas (Lewisch y Levine,
1995). El método més empleado se basa en la reactividad de la 2,4-
dinitrofenilhidrazina con los grupos carbonilo para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona,
que se cuantifica mediante espectrofotometria (Oliver y cols., 1987; Lewisch y
Levine, 1995).
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2.2.4.2. 2-oxohistidina.

La histidina es uno de los aminoacidos mas vulnerables al ataque oxidativo.
Uno de los productos de la oxidacion de la histidina es la asparagina (Amici y cols.,
1989; Stadtman, 1990). Sin embargo ésta no resulta un marcador apropiado debido
a que aparece de manera natural en las proteinas, y ademas se hidroliza a
aspartato con facilidad en medio acido (Uchida y Kawakishi, 1993). La oxidacion del
carbono 2 del imidazol de la histidina da lugar a la formacién de 2-oxohistidina, que
se ha empleado como indicador del dafio oxidativo a las proteinas (Lewisch y
Levine, 1995).

3. Antioxidantes

El organismo posee una serie de sistemas de naturaleza enzimética y no
enzimatica diseflados para protegerse de la accion de los radicales libres por él
generados: se denominan antioxidantes. Halliwell en 1995 definié antioxidante
como "cualquier sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones
comparado con el sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion de este sustrato” (Sies, 1993; Halliwell y Gutteridge, 1995; Halliwell,
1996).

Pueden actuar de las siguientes formas:

¢ Previniendo la formacion de ERO

¢ Interceptando el ataque de ERO,

e Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas
enos reactivas

e Amplificando la resistencia de las dianas biologicas sensibles al ataque
de ERO;

¢ Facilitando la reparacion del dafio causado por ERO y, por ultimo

¢ Manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de otros

antioxidantes.

Bajo el punto de vista de la fisiologia celular, los podemos dividir en

antioxidantes primarios, secundarios y terciarios.
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Los antioxidantes primarios previenen la formacion de nuevas especies de
radicales libres. Estos antioxidantes actuan por conversion de los radicales libres
existentes en moléculas menos dafiinas, o impidiendo su formacién desde otras
moléculas. Dentro de este grupo se incluye a la superéxido dismutasa, la glutatién
peroxidasa, la catalasa y las proteinas ligadoras de metales (ferritina y
ceruloplasmina) que limitan la disponibilidad de hierro necesario para la formacion
del radical OH* (Gutteridge y Stocks, 1981; Halliwell y Gutteridge, 1989).

Los antioxidantes secundarios son protectores no enzimaticos o captadores
de radicales libres que intervienen cuando hay superproduccion de radicales libres
y los sistemas enzimaticos estan desbordados, previniendo asi las reacciones en
cadena. Se incluye el glutation, la vitamina E, vitamina C, acido Urico, bilirrubina y
albumina (Halliwell y Gutteridge, 1990).

Los antioxidantes terciarios reparan biomoléculas dafiadas por los radicales
libres. Entre ellos se encuentran los sistemas proteoliticos intracelulares, que
actuan degradando proteinas dafiadas oxidativamente, evitando de este modo su
acumulacion (Davies, 1987; Pacifi y Davies, 1991). También podemos destacar las
enzimas reparadoras de ADN, la metionina sulféxido reductasa y la fosfolipasa A2
que corta los fosfolipidos oxidados de la membrana (Demple y Halbrook, 1983;
Sevanian y Kim, 1985; Dizdaroglu, 1993).

Otra forma de clasificar a los antioxidantes, muy utilizada en la literatura, es
desde un punto de vista bioquimico. Asi, podriamos clasificarlos en antioxidantes

enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos.

3.1. Antioxidantes enzimaticos

3.1.1. Superéxido dismutasa

Bajo este nombre se incluye a una familia de metaloproteinas ampliamente
distribuida en la Naturaleza, presente en todas las células que utlizan en su
metabolismo el oxigeno, e incluso en algunas bacterias anaerébicas estrictas y
facultativas (Hassan, 1989).

Su actividad fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969
(McCord y Fridovich, 1969). La superédxido dismutasa (SOD) transforma el radical
superoxido en peréxido de hidrégeno, constituyendo el primer medio natural de
defensa ( McCord y cols., 1974; Fridovich, 1978).

SOD
0, + 0, + 2H" > H,0, + O,
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Cabe destacar que el radical superdxido es inestable en medio acuoso y
dismuta espontaneamente formando H,0O,. Sin embargo, la velocidad de
dismutacion espontanea no enzimatica es relativamente baja (a pH fisiolégico, esta
alrededor 2x105 M's™). La catélisis de la reaccion de dismutacion llevada a cabo
por la enzima superoxido dismutasa incrementa esta velocidad del orden de 10.000
veces (Fridovich, 1974).

Hay descritas cuatro formas diferentes de superdxido dismutasas (Fridovich,

1974), segun el grupo prostético metalico ligado al anzima.

Tabla 5. Tipos de SOD y localizacion celular mayoritaria.

GRUPO LOCALIZACION
ENZIMA .
PROSTETICO CELULAR
Citosol
Matriz mitocondrial
Mn-SOD Mn Citosol
Mn-SOD Mn Bacterias
Fe-SOD Fe Bacterias

3.1.1.1. Superoxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD).

La superoxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD) aparece
en la mayoria de las células eucariotas. Es una proteina soluble que contiene como
cofactores iones de cobre y de zinc. Existe en muchas formas isoméricas que se
distinguen por el contenido en iones metalicos (Ischiropoulos, 1990). La mas
abundante de las formas isoméricas se localiza mayoritariamente en el citosol, y en
menor cantidad en el nucleo (ver Tabla 5) (Chang, 1988), aunque también tiene
otras localizaciones. Su trancripcion se lleva a cabo a partir del ADN nuclear. A
escala tisular, esta isoforma se encuentra a elevadas concentraciones en higado,
cerebro y testiculos, y en menor proporcién en eritrocitos, pulmén y pancreas.

Extracelularmente aparece una isoforma caracterizada por su gran peso
molecular (Marklund, 1982). Aunque esta isoforma es detectable en plasma, se

localiza principalmente en la matriz extracelular, probablemente para interceptar el
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dafio causado por el superdxido que liberan neutréfilos y maréfagos al ejercer su
funcion (Fridovich, 1997).

Tabla 6. Diferentes localizaciones celulares de la Cu,Zn-SOD.

LOCALIZACION CELULAR REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CITOSOL Bannister ycols., 1987
LISOSOMAS Geller y Winge, 1982
MITOCONDRIAS Rabinowitch y cols., 1983.
NUCLEOS Yusay cols., 1984
PEROXISOMAS Crapo y cols., 1992

EXTRACELULAR Fridovich, 1995.

3.1.1.2. Superéxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD).

Hay dos tipos de superéxido dismutasas que contienen manganeso. Una de
ellas se encuentra mayoritariamente en la matriz mitocondrial (Weisger y Fridovich,
1973; Kinnula y cols., 1995) y en menor medida en el citosol (McCord y cols., 1977,
Fridovich, 1983; Parkery y cols., 1984). Su transcripcion tiene lugar a partir del ADN
mitocondrial, y su presencia en la mitocondria es de gran importancia puesto que
como se ha sefialado con anterioridad, la cadena respiratotia mitocondrial es una
de las principales fuentes generadoras de radicales libres en las células (Boveris y
Chance, 1973), de modo que constituye una de las barreras frente al dafio oxidativo
originado por los radicales libres.

La otra SOD dependiente de manganeso, se encuentra en bacterias tales

como Escherichia coli y Streptococcus mutans (Vance y cols., 1972).
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3.1.1.3. Superodxido dismutasas dependientes de otros metales.

Otras superoxido dismutasas contienen hierro, como la que se halla en
Escherichia coli (Yost y Fridovich, 1973). Mas recientemente, se han descubierto
algunas superoxido dismutasas denominados atipicas que contienen como
cofactores en su grupo prostético diferentes combinaciones de los metales
mencionados anteriormente u otros metales (Duke y Salin, 1985; Barkley y
Gregory, 1990; Ciriolo y cols., 1994).

3.1.2. Glutatiéon peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) es también un antioxidante primario. Convierte
el perdoxido de hidrégeno y los peroxidos de lipidos en moléculas inofensivas
(Chance y cols., 1979). Hay dos tipos de glutatién peroxidasa, y ambas requieren

glutation reducido como dador de equivalentes reductores:

e  Glutatidon peroxidasa selenio dependiente: es una proteina tetramérica,
con cuatro atomos de selenio, que cataliza la reduccion de peréxido de
hidrégeno y peréxidos organicos (Ketterer, 1986). Su centro activo
contiene una cisteina en la que el azufre ha sido sustituido por selenio
(Parastrom y cols., 1978). Su actividad se ve muy afectada por el

contenido en selenio de la dieta (Ketterer, 1986).

ROOH + 2 GSH —» ROH + H,0O + GSSG
H,O, + 2 GSH —» 2 H,0O + GSSG

o  Glutatién peroxidasa no selenio dependiente: sélo tiene actividad frente
a peroxidos organicos (Ketterer, 1986). La mayor parte de la actividad
glutation peroxidasa se encuentra en el citosol, aunque también esta
presente en la matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).

3.1.3. Catalasa

La catalasa participa en la eliminacion del perdxido de hidrogeno, dando

lugar a agua y a una molécula de oxigeno (Chance y cols., 1979).
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Catalasa
2 H,0, » 2H,0+0,

También es capaz de catalizar ciertas reacciones de peroxidacion en
presencia de H,0O,, actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y &cidos
organicos como sustratos (Aruoma y cols., 1989).

Catalasa

2 H,0,+ AH2 > 2H,0+ A

La catalasa se halla principalmente en los peroxisomas (Tolbert y Essner,
1981), si bien en afios recientes se ha descrito cierta actividad catalasa también en
mitocondrias y citosol (Rodriguez y cols., 2000).

Figura 10. Sistemas antioxidantes celulares.
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3.2. Antioxidantes no enziméaticos

3.2.1. El glutatién

Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos. Fue

descubierto por Hopkins en 1921 y esta constituido por 3 aminoacidos: acido
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glutamico, cisteina y glicina. Su estructura le confiere ciertas caracteristicas que
hacen que el glutatién tenga una funcionalidad amplia e importante en la célula.

El glutation se puede encontrar en 2 formas segun su estado de o6xido-
reduccion: como GSH o glutatiéon reducido, o como GSSG o glutation oxidado que
esta compuesto por 2 moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las
cisteinas.

El GSH desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas (Vifia,
1990), una de ellas es la de proteger a la célula contra los radicales libres, los
peréxidos y otros compuestos toxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo de

las radiaciones.

3.2.1.1. Estructura quimica del glutatién

Muchas de las funciones fisiologicas que desempefia el GSH se deben a 2
caracteristicas de su estructura quimica:

1.-El grupo tiol (-SH) de la cisteina, que es el que interviene en las

reacciones redox del glutation.

2.-El enlace y - glutamilo que le hace resistente a la degradacion por

peptidasas celulares. Este enlace solo es hidrolizable por la enzima vy-

glutamil transpeptidasa situada en la membrana celular (Vifia y cols., 1992).

Figura 11. Estructura quimica del glutatién.
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3.2.1.2. Propiedades fisico-quimicas del glutation

El glutatién, gracias a su grupo tiol, puede intervenir en reacciones de tipo

redox, intercambiando electrones a través del azufre de la cisteina que contiene en
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su estructura (Kosower y Kosower, 1978). Asi, puede actuar de las siguientes
formas:

1.- Reaccién directa con un radical libre.

El GSH reacciona con un radical libre formandose el radical GS® . Este
radical es estable y persiste hasta encontrar otro radical y formar una molécula de
GSSG.

GSH +R* 2> RH + GS*
2GS* > GSSG

2.- Intercambio tiol — disulfuro

RS + GSSG - RSSG + GS

3.- Oxidacion dieléctrica.

A través de la formacién de un intermediario, seguida por la sustitucién de
una molécula adecuada. Este mecanismo es uno de los empleados para

deplecionar GSH de forma no enzimatica:

RS + GSI > RSSG + I

3.2.1.3. Sintesis y degradacién del glutation: ciclo del y-glutamilo

El conjunto de las seis reacciones que participan en la sintesis y
degradaciéon del glutation constituye el llamado ciclo del y-glutamilo (Meister y
Anderson, 1983).

En la sintesis de GSH intervienen dos enzimas. La primera es la y-
glutamilcisteina sintetasa (GCS) (ver Figura 7), que da lugar a la y-glutamilcisteina
a partir de L-glutamico y L-cisteina. En situaciones fisiolégicas, el paso limitante
para la sintesis de GSH es la disponibilidad de cisteina (Tateishi y cols., 1974;
Tateishi y cols., 1977). La sintesis de glutation esta regulada por retroalimentacion,
ya que el GSH inhibe la GCS (Richman y Meister, 1975). El segundo paso de la
sintesis de GSH (ver Figura 16, reaccion 2) estad catalizado por la glutation
sintetasa (GS), que une una glicina a la y-glutamil cisteina.

La catabolizacion del glutatién la inicia la y-glutamil transpeptidasa (GGT),

gue cataliza dos tipos de reacciones: a) transpeptidacion, en la que la parte vy-
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glutamilo se transfiere a un aceptor, que puede ser el mismo GSH; b) hidrdlisis, en
la que se hidroliza el enlace y-glutamilo. Los substratos son GSH, GSSG, GSH S-
sustituido y otros compuestos del y-glutamilo (Meister y Anderson, 1983).

La actividad GGT se localiza en la superficie externa de las células (Meister
y Anderson, 1983). Cuando el GSH interacciona con la membrana, la GGT forma el
y-glutamil aminoacido, que entra al interior de la célula. La y-glutamil
ciclotransferasa (ver Figura 7, reaccion 4) hidroliza el y-glutamil aminoacido,
liberando el amino&cido y 5-oxo-L-prolina (Meister y Anderson, 1983). La
oxoprolinasa (ver Figura 7, reaccion 7) cataliza la hidrdlisis dependiente de ATP de
la oxoprolina, liberando glutamato. Una dipeptidasa (ver figura 7, reaccion 6)

hidroliza la cisteinilglicina formada por la GGT (Meister y Anderson, 1983).

Figura 12. Ciclo del y-glutamilo.
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3.2.1.4. Funciones fisioldgicas del GSH

El GSH participa en gran cantidad de procesos fisioldgicos:

1. Papel en la sintesis del ADN. En este proceso se requiere la reduccién de
ribonucleétidos para formar deoxirribonucleétidos, reaccién catalizada por la
ribonucleétido reductasa. En esta reaccion debe intervenir un donante de hidrégeno
gue puede ser la tiorredoxina, o la glutarredoxina (Holmgren, 1979) dependiente de
GSH.
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2. Papel protector frente al estrés oxidativo. Dado que el GSH es uno de los
antoxidantes principales de la célula, constituye una importane barrera de
proteccion frente al estrés oxidativo (Sies, 1986). EI GSH protege a la membrana
celular contra el dafio oxidativo ya que mantiene el estatus tidlico de la misma
(Kosower y Kosower, 1983). El GSH puede excretarse también de las células y
actuar como mecanismo de emergencia frente al dafio que un exceso de GSSG
puede causar, puesto que el GSSG reacciona con los grupos tioles de proteinas
formando disulfuros mixtos (Ishikawa y cols., 1989).

3. Papel en la regulacion de la sintesis de proteinas. Cuando el GSH se
oxida los procesos de iniciacidén y elongacién de la traduccion se inhiben (Ochoa,
1983). Cuando el GSSG se reduce la elongacion se reanuda y parece que es un
aumento en la concentracion de GSSG lo que hace que la sintesis proteica se
inhiba.

4. Colabora en la detoxificacion de xenobiéticos (Orrenius y Moldeus, 1984)

5. Contribuye a la captacibn de aminoacidos en algunos tejidos (Vifia y
cols.,1989)

6. Constituye un reservorio de cisteina (Tateishi y cols., 1974)

7. Modula actividades enziméaticas (Pajares y cols., 1992a; 1992b)

8. Juega un papel en la homeostasis del calcio (Bellomo y cols., 1982)

9. Participa en la regulacion de la proliferacion celular ( Terradez y cols.,
1993).

3.2.1.5. Papel antioxidante del glutation: ciclo redox

El GSH puede reaccionar directamente con los radicales libres, sin intervencion
enzimatica alguna y detoxificarlos, o bien puede reducir los perdxidos formados por
medio de la glutatién peroxidasa.

Cuando se da una agresién oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por medio
de la reaccion catalizada por la glutation peroxidasa. EI GSSG formado es
inmediatamente reducido a GSH por medio del enzima glutation reductasa. La
glutatién reductasa requiere NADPH como cofactor, que sera suministrado por la
glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa. Tanto la glutation peroxidasa como la glutation
reductasa se hallan predominantemente en el citosol, existiendo también cierta

actividad en la mitocondria (Orrenius y Sies, 1982).
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Figura 13. Ciclo redox del glutation.
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3.2.2. Vitamina C

Se considera uno de los més poderosos y quiza el menos téxico de los
antioxidantes naturales (Bendich y cols., 1986). Es soluble en agua y se encuentra
en concentraciones elevadas en muchos tejidos, el plasma contiene alrededor de
60 umol/L. Las plantas y la mayoria de los animales pueden sintetizarla a partir de
la glucosa, pero los humanos, otros primates superiores y los cobayas no poseen
uno de los enzimas imprescindibles para su sintesis, teniendo que ser incorporada
con la dieta.

Cuando reacciona con ERO se oxida a dihidroascorbato que sera reciclado
a acido ascoérbico por el enzima dihidroascorbato reductasa. Por ello, el
dihidroascorbato se encuentra en concentraciones mucho mas bajas que el
ascorbato.

Esta vitamina es efectiva contra el radical anion superdxido, el peréxido de
hidrégeno, el radical hidroxilo y el oxigeno singlete. En solucién acuosa también
puede reaccionar con especies de nitrdgeno reactivas, previniendo la nitracién de
moléculas diana.

La vitamina C es una molécula que posee tanto propiedades antioxidantes
como prooxidantes, dependiendo de la concentracion de hierro tisular (Frei, 1994),
aunque no ha podido demostrarse su efecto prooxidante in vivo. Cuando la
cantidad es baja, ejerce un efecto antioxidante, uniéndose al radical superoxido o
hidroxilo y formando radical semihidroascorbato, que posteriormente es reducido
por el glutation. Sin embargo, en condiciones de alta concentracion tisular de hierro,

el acido ascorbico es capaz de catalizar la reacciébn de Fenton y por lo tanto,
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generar ion ferroso, que a su vez facilita la produccion de radical hidroxilo mediante
la reaccion de Haber-Weiss.

Las mayores fuentes de ascorbato en la dieta son las frutas, especialmente
los citricos, el kiwi, las cerezas y el melon. También forma parte de la composicion
de algunos vegetales como tomates, coliflor, coles de Bruselas, col, bréculi. El
contenido de estos vegetales, puede exceder los 100 mg ascorbato / 100 g peso
fresco. La eficacia de absorcion decrece cuando aumentan estos niveles (Levine y
cols., 1996). Se ha demostrado que la biodisponibilidad de la vitamina C es similar
tanto en los alimentos naturales, como en los artificiales (Mangels y cols., 1993).

Tras diversos estudios, parece claro que las dosis de vitamina C altas (mas
de 600 mg/dia) son seguras y libres de efectos secundarios (Bendich, 1997). Un
hito fundamental para el impulso de la investigacién de las funciones de la vitamina
C, aparte de prevenir el escorbuto, fue la publicacién por Linus Pauling del libro
“Vitamin C, the common cold and the flu” (Pauling, 1970). El prestigio universal del
autor hizo que se iniciara una nueva era en el estudio del papel de la vitamina C, y
de las vitaminas en general. Bendich ha acufiado para esta era el nombre de “mas
alla de la deficiencia”, haciendo hincapié en el hecho de que las vitaminas sirven
para algo més que prevenir deficiencias.

Dosis muy superiores a 2 gramos por dia, riesgo de diarrea, hinchazon
intestinal (Sestili, 1983).

Figura 14. Estructura de la Vitamina C.
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3.2.3. Vitamina E

Bajo esta denominacién se incluye una familia de compuestos fendlicos
llamados tocoferoles y tocotrienoles. En el organismo existen 4 tipos principales de

tocoferoles: alfa, beta, gamma y delta tocoferol. Estos grupos de compuestos
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altamente lipofilicos, tienden a concentrarse en las membranas bioldgicas y en
lipoproteinas plasmaéticas.
Es probablemente el antioxidante més potente del organismo, en cuanto a

su capacidad como blogueador de la cadena de lipoperoxidacion.

Figura 15. Estructura de la Vitamina E.
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La vitamina E secuestra radicales peroxil lipidicos dando hidroperoxidos
lipidicos y radical tocoperoxilo. Este ultimo puede ser reducido por el ascorbato vy el
glutation oxidado a la respectiva quinona.

El alfa-tocoferol es el antioxidante mas eficiente de la fase lipidica (Niki,
1987). Contiene grupos metilo adyacentes a los grupos hidroxilo fendlicos y estan
Optimamente posicionados en las membranas. Los tocoferoles ademas tienen
capacidad de captar energia del oxigeno singlete y de interaccionar con
peroxinitritos.

Los niveles de vitamina E en plasma en humanos son de alrededor de 22
umoles/L; se encuentra en tejidos como el higado, el rifion, tejido adiposo o
adrenal.

La dieta humana esta compuesta por multitud de alimentos que contienen
vitamina E. Las fuentes ricas de vitamina E son los aceites vegetales (girasol, maiz,
de soja y de semilla de algodon), y productos hechos a partir de estos aceites como
la margarina o la mayonesa. Contribuyen considerablemente a los suplementos en
vitamina E el germen de trigo, las nueces y algunos vegetales de hojas verdes
(Parker,1989).

Con respecto a la seguridad toxicologica de la toma oral de vitamina E, ha
habido mucha controversia a lo largo de los afios. Existen 5 revisiones destacables:
Bendich y Machlin, 1987, 1993; Diplock, 1995; Kappus y Diplock, 1992 y Vifia y
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cols., 1992. El problema en los estudios comparados surge con la confusion en la
literatura entre las diferentes formas de vitamina E. Estudios de aspectos
convencionales de la toxicidad de la vitamina E en animales han sido realizados por
muchos investigadores durante un largo periodo de tiempo (Levander y cols., 1973;
Krasavage y Terharr, 1977; Abdo y cols., 1986). Sin embargo, en humanos son
pocos los trabajos realizados con rigor (grupo con un numero significativo de
pacientes para evaluacion estadistica, inclusion de grupos placebo, etc.). De las
revisiones efectuadas podemos concluir los siguientes puntos:

1. La toxicidad de la vitamina E es muy baja

2. Estudios en animales muestran que la vitamina E no es mutagénica,
carcinogénica o teratogénica.

3. En estudios hechos a doble ciego, las dosis orales tienen pocos efectos
colaterales, incluso a dosis tan elevadas como 3.2 g/dia.

4. Dosis de hasta 1000 mg por dia son consideradas enteramente seguras y
sin efectos secundarios.

5. En personas con defecto de coagulacién sanguinea por deficiencia en

vitamina K puede estar contraindicado las altas dosis de vitamina E via oral.

3.2.4. Carotenoides

Son colorantes naturales con pronunciada actividad antioxidante (Olson y
Krinsky,1995; Sthal y Sies, 1993). La propiedad quimica que les da este caracter
antioxidante se basa en un extendido sistema de dobles enlaces conjugados. Los
principales ERO sobre los que actlan los carotenoides son el oxigeno singlete y los
radicales peroxilos (Palozza y Krinsky, 1992). La desactivacion del 'O, puede ser
fisica o quimica. La fisica consiste en una transferencia de energia de activacion
desde las especies de oxigeno excitadas al carotenoide dando lugar a un
carotenoide excitado triplete. La energia de excitacion del carotenoide es disipada a
través de interacciones vibracionales con el solvente, para recobrar su estado
anterior. Asi, el carotenoide acaba intacto y listo para otro ciclo de activaciéon. La
desactivacion quimica contribuye en un 0.05% del total de los mecanismos de
inactivacion de los 'O, por carotenoides, pero es responsable de la eventual
destrucciéon de la molécula. También se ha descrito su papel en el secuestro de
radicales peroxilos por interaccion quimica (Kennedy y Liebler, 1992). Se ha
sugerido la formacién de un radical caroteno intermediario en este proceso que

finalmente da lugar a la destruccion de la molécula.
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Al igual que la vitamina E, los carotenoides pertenecen a un conjunto de
antioxidantes lipofilicos presentes en lipoproteinas como la LDL o HDL. Su
contribucion al sistema de defensa antioxidante de las LDL no esta todavia clara.

Los carotenoides se pueden encontrar en una gran variedad de frutas y
vegetales. Las mayores fuentes son las zanahorias (a-carotenos y -carotenos), los
tomates (licopenos), los citricos (B-criptoxantina), las espinacas (luteina), o el maiz
(ceaxantina) (Mangels y cols., 1993). Los procesos de absorcidn y transporte de los
carotenoides son bastante complejos. Influyen muchos factores como la
coingestion con fibra o grasas o el cocinado de los alimentos entre otros (Erdman y
cols., 1993).

El suplemento en la dieta de cantidades moderadas de p-carotenos en
individuos sanos parece seguro. Esta practrica en grandes fumadores, sin
embargo, ha sido puesta en cuestion, debido a que parece que el riesgo de cancer

de pulmén aumenta (Omenn y cols., 1996).

Figura 16. Estructura del B-caroteno.

3.2.5. Flavonoides

Son un gran grupo de antioxidantes polifendlicos que se hallan en muchas
frutas, vegetales y bebidas como el te, el vino y la cerveza principalmente como O-
glicosidos. Son eficientes antioxidantes capaces de reaccionar con radicales como
los radicales peroxilos, el radical hidroxilo, O, , formando el radical fenoxi (Rice-
Evans y cols., 1995-1996).

En este grupo se incluyen distintos subgrupos como los flavanoles
(catequinas, epicatequinas), flavonoles (quercetina, miricetina, caemferol),
flavanonas (naringenina, taxifolina), flavonas (apigenina, hesperetina), isoflavonas
(genisteina), o antocianidinas (cianidina, malvidina).

Son muchas las propiedades que se les atribuye a los flavonoides a la hora

de interaccionar con radicales libres. Estas incluyen la presencia de una estructura
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3',4’-hidroxi en el anillo B, la presencia de un doble enlace 2,3 conjugado a un
grupo 4-oxo en el anillo C, y la presencia de un grupo 5-hidroxilo en el anillo A con
un grupo 3-hidroxilo y una funcion 4-oxo en el anillo C. Las propiedades
antioxidantes de los flavonoides han sido investigadas tanto en estudios in vivo
como in vitro. Podria mencionarse que, sin embargo, la biodisponibilidad de estos
compuestos es bastante pobre. Se conjuga rapidamente en las reacciones de
detoxificacion de fase Il y los niveles de flavonoides libres en plasma humano son
bastante bajos. Muchos compuestos fendlicos con actividad antioxidante son
derivados del acido cinamico, como por ejemplo el &cido cafeinico, el &cido
clorogénico o el 4cido ferualico (Rice-Evans y Miller., 1996).

Como en el caso de los flavonoides, es poco conocida la absorcion en

humanos y la distribucién por los tejidos de estos compuestos.

Figura 17. Estructura basica de los flavonoides.
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3.3. Otras sustancias antioxidantes.

3.3.1. Acido lipoico.

Es un tiol enddégeno que sirve como cofactor de los complejos a-
deshidrogenasa. Normalmente el &acido lipoico (AL) est4 presente en pequefas
cantidades ( 5-25 nmol/g) en los tejidos animales. ElI AL puede ser consumido en la
dieta y no tiene efectos secundarios conocidos. Tras la suplementacion dietética
éste se reduce a acido dihidrolipoico (DHLA) al que se le reconoce su papel en la

regeneracion de antioxidantes fisioldgicos tales como la vitamina E, ascorbato y

GSH (Packer y cols., 1995). La homeostasis del GSH juega un papel central en la
defensa frente al estrés oxidativo en los distintos tejidos. Por ello es importante

entender como los niveles tisulares de este tiol pueden ser afectados por el AL. Se
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ha demostrado que la suplementacién con GSH per se no es efectiva en el
aumento en los niveles de GSH en tejidos como el higado y el masculo, los cuales
son conocidos por su alta actividad en la sintesis de GSH (Deneke y Fanburg,
1989). La disponibilidad de cisteina, un precursor de la sintesis de glutation en el
interior de la célula, es determinante en los niveles celulares de glutation (Sen y
cols.,1997). Los niveles intracelulares de GSH en la mayoria de las células estan
determinados por el sistema X., que modula el importe celular de cistina, y el
sistema ASC, un transportador de aminoacidos neutral que media el importe celular
de cisteina (Bannai, 1986). La cisteina se autoxida a cistina con mucha rapidez,
practicamente toda la cisteina presente en los sistemas biolégicos se oxida a
cistina. El ratio cisteina-cistina en plasma es aproximadamente 1:10 en favor de la
forma oxidada (Droge y cols.,1992). Distintos compuestos han sido probados para
comprobar su eficacia como agentes liberadores de cisteina a las células. Dos
agentes clinicamente relevantes pro-GSH han sido especialmente estudiados: N-
acetilcisteina (NAC) y AL. El &cido lipoico presenta claras ventajas sobre la NAC ya
gue el primero puede ser reducido en tejidos humanos a su forma DHLA por
enzimas tales como la lipoamida deshidrogenasa, tioredoxin reductasa y glutation
reductasa (Sen y cols., 1997). Sin embargo la cisteina originada por la NAC es
oxidada a cistina y no parece que exista un mecanismo por el cual la NAC o la
cistina generada por ella pueda ser reciclada de nuevo a su forma reducida. Por
esto la NAC sirve como donador de cisteina una Unica vez, mientras que el AL
tiene la habilidad de servir como donador continuo de cisteina. El DHLA, generado
dentro de las células por la reduccién de AL, suple de cisteina reduciendo la cistina
gue es muy abundante en el compartimento extracelular. En la reduccion de cistina
a cisteina el DHLA se oxida a AL. EIl AL generado como resultado es recogido por
la célula en la cual éste es enzimaticamente reducido de nuevo a DHLA. La
reduccién de AL a DHLA requiere de NADH o NADPH que son suministrados por el
metabolismo de la glucosa. El AL, por tanto, utiliza el metabolismo mas poderoso
de la célula para regenerar de forma continua su forma DHLA.

Por todo ello podemos considerar que el acido lipoico mantiene de forma
continua el aporte de cisteina tanto tiempo como éste es reducido a DHLA por

enzimas intracelulares. (Han y cols., 1997)
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Figura 18. Estructura quimica del &cido lipoico.
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3.3.2. Alopurinol.

El alopurinol [1H-pirazolo (3,4-d)pirimidina-4-ol] es un anélogo estructural de
la base puarica natural hipoxantina (peso molecular 136.11) y actia como un
inhibidor de la xantina-oxidasa, la enzima responsable de la conversion de
hipoxantina a xantina y de xantina a acido urico el producto final de catabolismo de
las purinas. Por tanto se puede considerar que actla sobre el catabolismo de las
purinas sin modificar su biosintesis. La inhicion de la enzima xantina oxidasa por
este farmaco es efectiva tanto in vivo como in vitro (Elion y cols., 1966). El
alopurinol inhibe la xantina oxidasa formando un complejo reversible con el
molibdeno e interfiriendo asi la interaccién de la purinas con la enzima, de forma

gue no puede realizarse la oxidacién de éstas (Massey y cols., 1970).

El paso previo a la inhibicion es la metabolizacién del alopurinol a oxipurinol
(aloxantina) para la posterior union de ésta al sitio activo de la xantina oxidasa
(Massey y cols., 1970). Como resultado de la inhibicion de la enzima, las
concentraciones séricas de hipoxantina y xantina en pacientes que reciben
alopurinol para el tratamiento de la hiperuricemia estan en el rango de 0,3 a 0,4
mg/dl, cuando los niveles normales de aproximadamente 0,15 mg/dl. Cuando los
niveles de urato descienden por debajo de 2 mg/dl por altas dosis de alopurinol, se
han descrito niveles de purinas maximos de 0,9 mg/dl. La eliminacion renal de la
hipoxantina y xantina es, al menos, 10 veces mayor que la del &cido drico. Es muy

poco frecuente la cristaluria por xantinas.

La accion del alopurinol difiere de otros agentes uricosuricos que disminuyen
los niveles de &cido Grico en suero aumentando su excrecion urinaria. Estel reduce
ambos, el 4cido Urico en suero y en orina, inhibiendo su formacion.

El alopurinol es absobido por el tracto intestinal en un 90%
aproximadamente. Los niveles plasmaticos del alopurinol y oxipurinol presentan un

pico a la hora y a las 3 horas, respectivamente. Mientras que la vida media del
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alopurinol y oxipurinol, tras la administracion oral, es de > 1 y ~ 20 h,
respecivamente. Aproximadamente un 20% del alopurinol ingerido se elimina por
las heces. La inhibicién de la xantina oxidasa tras una sola dosis diaria es eficaz
durante un periodo de unas 24 horas (Murrel y Rapeport, 1986)

La reacciones adversas mas frecuentes con el tratamiento con alopurinol
son las erupciones en la piel, aunque su incidencia es menor al 1%. También se
han observado algunos casos de heptotoxicidad reversible en los pacientes que

tomaban alopurinol.

El alopurinol y su oxipurinol son eliminados por los rifiones; por lo tanto, los

cambios en la funcién renal tienen un efecto profundo en la dosificacion.

Figura 19. Inhibicién de la xantina oxidasa por el alopurinol.
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3.3.3. N-acetilcisteina.

La N-acetilcisteina (NAC) no es un antioxidante propiamente dicho. Participa
en la sintesis de glutation (Prescott y cols., 1977) que, como hemos comentado
anteriormente, tiene como principal funcion la proteccién de los tejidos frente al
dafio oxidativo ( Kosover y Kosover, 1978; Meister y Anderson, 1983; Vifia y cols.,
1986).
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Los niveles de GSH en las células pueden encontrarse disminuidos por una
serie de circunstancias tales como el ayuno (Tateishi y cols., 1974), sobredosis de
paracetamol ( van Bree y cols., 1989) o procesos de envejecimientos ( Hazelton y
Lang, 1980). La disponibilidad del aminoacido L-cisteina es el factor limitante para
la sintesis de GSH (Tateishi y cols., 1974), por tanto, es esencial para restablecer
los niveles fisiologicos de GSH suplementar este aminoacido esencial. Sin
embargo, la administracion directa de L-cisteina puede resultar toxica debido a su
rapida autooxidacion durante la cual se generan radicales libres (Vifia y cols.,
1983). La administracion oral de NAC, un precursor del aminoacido, es mucho
menos toxica que la administracion directa de L-cisteina, ya que su grado de
autooxidacién es mucho menor. Esto es debido a que el pH &cido del estbmago
mantiene la NAC en estado reducido, ésta se absorbe y llega lentamente a la vena
porta aumentando la sintesis de GSH en higado (Estrela y cols., 1983).

La administracion de NAC ha demostrado ser efectiva en varios modelos. Su
administraciéon por via oral previene la deplecion de GSH inducida por una
sobredosis de paracetamos (Estrela y cols., 1983; Smilkstein y cols. 1988), a su vez
se ha observado que su administracion es efectiva en la prevencién del cambio en
el estatus redox del glutation después del ejercicio fisico intenso, tanto en ratas
como en seres humanos, aumentando de forma eficaz el nivel de GSH en las
células (Sastre y cols., 1992). Por otra parte en un estudio realizado en 1994 se
observé que la administracion de NAC mejoraba las funciones contractiles del
musculo (Reid, 1994). La suplementacién, por tanto, con fuentes exdgenas tidlicas,
se puede considerar que reduce el estrés oxidativo asociado a la practica de

ejercicio fisico ( Ji y Leewenburg, 1996).

3.3.4. Acido urico.

El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas en el ser
humano y otros primates, ya que carecen de la enzima uricasa, la cual hace que
continde la degradacién hasta alantoina y urea. Como consecuencia de lo anterior,
el ser humano presenta una concentracion plasmética de acido Urico mas de 10
veces superior a la encontrada en la mayoria de los mamiferos (Cutler, 1984).
Como comentamos en el apartado 1.3.2.3.2. de la presente tesis, en un articulo
reciente de Hellsten y cols. (2001), los autores encontraron un marcado incremento
en los niveles de alantoina en musculo tras un ejercicio fisico intenso submaximo.

Esta observacion sugiere, en primer lugar, que el urato es utilizado como

antioxidante en musculo vy, en segundo lugar, que se generan radicales libres
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durante el ejercicio subméaximo ya que, en ausencia de uricasa, son las ERO las
reponsables de la oxidacion del urato a alantoina.

La dieta puede ser una importante fuente de acido Urico, ya que la ingestion
de purinas hace que éstas sean transformadas en acido Urico por la xantina
oxidoreductasa presente en la mucosa intestinal, de forma que las purinas
ingeridas no aparecen en la sangre, sino su derivado el &cido Urico (Stone y cols.
1991).

Ademads, el acido Urico y el urato se filtran y secretan en la nefrona, pero el
90% normalmente es reabsorbido (Ames y cols.,1981). El &cido Urico, por tanto, no
parece ser simplemente un producto de desecho de una via metabdlico, de hecho,
se ha correlacionado positivamente su concentracién en el plasma de distintas
especies con la esperanza de vida (Cutler, 1984).

Desde 1960 se sabe que el &cido Urico es un antioxidante. La concentracion
plasmatica de acido arico varia considerablemente de un individuo a otro, pero en
promedio es mayor en los hombres que en las mujeres (Gresser y cols. 1991). En
relacién con otros antioxidantes no enzimaticos, como la vitamina C, la vitamina E y
el glutation, la concentracion plasmatica de acido Urico se puede considerar alta
(Cutler, 1984).

Algunos autores han estimado que el 30-65 % de la capacidad del plasma
para neutralizar radicales peroxilo es debida al &cido Urico (Wayner y cols. 1987), y
en cuanto a la capacidad de neutralizar al radical hidroxilo en plasma, se ha
estimado que el &cido urico es responsable del 10 al 15 % (Thomas, 1992).

La mayor concentracion de acido urico es el interior de la célula endotelial
siendo éstas el sitio de mayor produccion de acido Urico en el sistema
cardiovascular (Jarasch y cols., 1981). Desde este lugar de produccion, el acido
urico se libera tanto a la sangre como a otros compartimentos extracelulares. Esta
es una caracteristica importante que diferencia al &cido drico del resto de
antioxidantes enzimaticos, y es su presencia en todos los compartimentos del
liquido extracelular, habiéndose demostrado su presencia, ademas de en el
plasma, en la linfa, el liquido sinovial, el liquido intersticial, fluidos intraoculares,
liquido amnidtico y secreciones nasales (Peden y cols., 1990).

Ademas, algunas células son capaces de incorporar a su interior el acido
arico formado por otras células, por ejemplo, son capaces de hacerlo los eritrocitos
(Greger y cols., 1976), los hepatocitos (Giesecke y cols., 1984), y probablemente
las células musculares cardiacas (Kolassa y cols., 1970).

El acido arico se ha demostrado in vivo como un agente antioxidante,

aungue en algunos casos so6lo en presencia de otros antioxidantes, habiéndose
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demostrado su interaccién con la vitamina C (Aruoma y Halliwell, 1989), y también
habiéndose propuesto que con la oxidacion de la vitamina C se previene la
oxidacion del &cido drico, efecto analogo al que ocurre con la vitamina C y E
respectivamente.

Pero ademéas de todas estas propiedades neutralizadoras de radicales
hidroxilo, del oxigeno singlete, de oxidantes oxohemoglobinicos, de radicales
hidroperoxilos y del acido hipocloroso, citados también por Becker (Becker 1993), el
acido urico es capaz de formar complejos estables en proporcion 2:1 con iones
férricos, actuando como protector contra las oxidaciones catalizadas por le hierro
(Davies y cols. 1986).

Por dltimo, el &cido Urico es capaz de prevenir, por si solo y a
concentraciones fisiol6gicas, la inactivacibn de algunas enzimas importantes
situadas en el endotelio vascular entre otras localizaciones, las cuales disminuyen
su actividad por la oxidaciébn de la propia enzima, como es el caso de la
ciclooxigenasa (Deby y cols., 1981), o de la ECA (enzima convertidora de la
angiotensina), la cual presenta varios grupos funcionales sensibles a la oxidacion
en su centro activo, y por tanto inhibiendo la conversion de angiotensina | en

angiotensina Il, un potente vasoconstrictor (Leipert y cols., 1992).

3.3.5. Glucosa.

La glucosa se comporta como captador de radicales hidroxilo y del radical
superodxido, reteniendo a este ultimo e impidiendo de esta forma su accion toxica
sobre otras moléculas (Sagone y cols., 1983). Sin embargo se ha implicado a la
hiperglucemia en la produccién de radicales libres, tales como el anién superoxido
y el radical hidroxilo (Boveris, 1977; Wolff y Dean 1987). La glucosa y otros
monosacaridos tienen propiedades reductoras, por lo que la glucosa puede enolizar
y reducir el oxigeno molecular, produciendo H,O, y otros radicales libres (Wolff y
Dean, 1987). Estos hechos indican la posibilidad de que los radicales libres que se
estan produciendo continuamente en la mitocondria, en condiciones normales, se
produzcan en mayores cantidades, tanto por defectos en el metabolismo de la
glucosa, o anormalidades en la eliminacion de radicales libres en presencia de
hiperglucemia (Kashiwagi y cols., 1994). Estos radicales libres directamente
pueden causar mutaciones en el ADN mitocondrial, siendo estas mutaciones una
consecuencia del estrés oxidativo y no una causa de la intolerancia a la glucosa
(Liang y cols., 1997).
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3.3.6. Elementos traza.

Se sabe desde hace algun tiempo que las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa requieren elementos traza (Cu, Zn, Mn,
Fe, Se, etc.) para su biosintesis, y que la glutation reductasa requiere flavin-adenin
nucleétido como grupo prostético. Por tanto, la regulacion de estas enzimas
antioxidantes en respuesta al ejercicio fisico intenso o prolongado no es
Unicamente funcion de los niveles de estrés oxidativo, sino también de la
disponibilidad de estos elementos traza (Harris, 1992). Aunque estos metales y
cofactores no se consideren antioxidantes “per se “, se ha observado que tienen un
importante papel en la defensa antioxidante celular (Ji, 1993). Se han realizado
muchos estudios para observar la adaptacién de las enzimas antioxidantes al
ejercicio fisico en ratas alimentadas con dietas deficientes en selenio (Lang y cols.,
1987; Jiy cols., 1988, Jiy Fu,1992).

Los resultados obtenidos indican que los niveles adecuados de elementos
traza son esenciales para la correcta funcion antioxidante celular y para proteger al

organismo frente al aumento del estrés oxidativo que produce el ejercicio fisico.

4.- Ejercicio Fisico.

4.1. Concepto

Los conceptos de actividad, ejercicio y deporte, aunque relacionados entre
si, describen conceptos diferentes. La actividad fisica se define como cualquier
movimiento corporal producido por los muasculos esqueléticos que origine un
consumo de energia. En todos los momentos de la vida se efectla una actividad
fisica.

El ejercicio fisico (EF) es una subcategoria de la actividad fisica, que al ser
planificada, estructurada y repetida mantiene o mejora las funciones del organismo.
El deporte es el ejercicio fisico realizado bajo unas reglas y de forma competitiva.

El EF es aceptado mayoritariamente como factor preventivo para ciertas
enfermedades y como potenciador de una mejor calidad y mayor expectativa de
vida. La préactica regular de EF se asocia con una disminucion de la mortalidad
global ajustada por la edad y a un aumento de la esperanza de vida en mas de 2
afos sobre la media poblacional (Ortega , 1999). Puede aumentar la vida media en
roedores en un 9% pero no tiene ningun efecto sobre la vida maxima de los

animales (Holloszy, 1998). Reduce el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria o
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la muerte por ésta (Pate y cols., 1995), de diabetes mellitus tipo 2 (Beaulieu M,
2000), obesidad, hipertension arterial (Serratosa y Fernandez, 1997) y distintos
tipos de cancer (Hoffman-Goetz, 1998; Friedenreich y cols. 1998; McTiernan y
cols., 1999), disminuye los sintomas de ansiedad y depresion (Di Lorenzo y cols.,
1999) y contribuye a evitar la osteoporosis y a mantener la funcionalidad de las
articulaciones (Berard y cols., 1997). Ciertas formas de ejercicio mejoran la funcion
del muasculo esquelético (Hayes y Williams, 1996; Dupont-Versteegden vy cols.,
1994) y sus propiedades tales como las adaptaciones vasculares y el
mantenimiento de la masa muscular (Ishihara y cols., 1994; Sexton WL, 1995).

Todos estos beneficios del EF aparecen desde un nivel moderado de
actividad (150 Kcal/dia o 1.000 Kcal/semana) y se relacionan directamente con la
cantidad de ejercicio realizado, lo que permite hacer un balance entre duracion e
intensidad del ejercicio (Notice to readers publications of surgeon general’s report
on physical activity and health. MMWR 1996;45:591-592). En principio, se obtiene
igual beneficio con intensidades altas durante poco tiempo, que a la inversa. Sin
embargo, las actividades de intensidad elevada estan asociadas a un mayor riesgo

cardiovascular, de lesibn musculo-esquelética y de estrés oxidativo.

4.2. Ejercicio fisico agotador y fatiga.

Desde un punto de vista fisiolégico podemos definir la fatiga como la incapacidad
de un organismo para mantener la produccion de energia (MacLaren y cols., 1989;
Booth, 1991) o como la incapacidad del musculo para mantener una potencia
determinada (Edwards, 1981).

Es importante encuadrar la fatiga como un mecanismo de defensa que se activa
ante el deterioro de determinadas funciones organicas y celulares (hipoxia,
alteraciones electroliticas, alteraciones térmicas, deplecion de sustratos
metabdlicos, etc.) previniendo la aparicion de lesiones celulares irreversibles y
numerosas lesiones deportivas.

En el campo del entrenamiento deportivo, una incorrecta planificacion de las
situaciones de fatiga, lleva a graves errores, y a disminuciones grandes del
rendimiento. Desde Selye, en los afios 50, hasta los metodistas del entrenamiento,
se postulé que un estimulo produce un reaccion de fatiga y posteriormente una
adaptacion denominada supercompensacion. Esta adaptacion al entrenamiento
puede demostrarse fisiologicamente, en forma de cambios en distintos parametros
organicos, como por ejemplo: el aumento del volumen cardiaco, el aumento de las

enzimas aer@bicas y/o anaerdbicas, el aumento de los depdsitos de glucégeno
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muscular etc. El grado de estas adaptaciones depende de la magnitud del estimulo,
del grado de desequilibrio en la homeostasis y de la capacidad de ese organismo
para recuperar o incrementar determinadas condiciones organicas que permitan

una posterior mejora del rendimiento (Selye, 1965).

4.2.1. Clasificacion de la fatiga.
Desde el punto de vista del tiempo de aparicion existen 4 tipos de fatiga:

1.- Aguda. Aparece durante una sesion de ejercicio, produciendo una
disminucion del rendimiento o una parada de la actividad.
2.- Subaguda. También llamada sobrecarga. Ocurriria después de uno o varios
microciclos relativamente intensos y con pocas sesiones de regeneracion. Objetivo
supercompensacion.
3.- Crébnica. Apareceria después de varios microciclos en los que la relacion
entrenamiento y recuperacion se ha desequilibrado ocasionando un cuadro
sistémico de fatiga. El Sindrome de sobreentrenamiento puede tener dos
expresiones clinicas, una de ellas con una sintomatologia ocasionada por un
predominio de la actividad del Sistema Nervioso Parasimpatico y otra con un
predominio del Sistema Nervioso Simpatico.
4.- Aguda muscular post-esfuerzo. Generalmente ocurre después de una sesion de
entrenamiento que excede el nivel de tolerancia al esfuerzo en el muasculo. Esta
acompafiada de una lesion del tejido muscular, afectando Unicamente a los
musculos implicados en el ejercicio. Este tipo de fatiga puede acompafiar a
cualquiera de la anteriores.
Desde el punto de vista de su origen existen dos tipos de fatiga (Green, 1997):
1.- Fatiga central. Se habla de este tipo de fatiga cuando la causa estéa por encima
de la placa motora afectando a uno a varias de las estructuras nerviosas
involucradas en la produccion, mantenimiento y control de la contraccion muscular.
Asi pues, dentro del término de fatiga central se incluyen, todas las situaciones que
afecten y puedan comprometer el normal funcionamiento de las neuronas
corticales, motoneuronas, ramificaciones nerviosas y boton presinaptico de la placa
motora y liberacion del neurotransmisor.
2.- Fatiga periférica. Se habla de este tipo de fatiga cuando la causa de ésta se
sitla en las estructuras que se encuentran por debajo de la placa motora y que
intervienen en la contraccion muscular. Por tanto en este tipo de fatiga se puede

ver afectada: la membrana presinaptica de la placa motora, el sarcolema y los
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tubos T, el acople entre los tubos T y el reticulo endoplasmético, la afinidad del

calcio y la troponina y/o los puentes actina-miosina.

4.2.2. Mecanismos de produccion de la fatiga.

Entre los mecanismos responsables de la aparicion de la fatiga se
encuentran:

4.2.2.1.- Deplecién de sustratos.

4.2.2.1.1. ATP y Fosfocreatina (PC)

Los procesos metabdlicos energéticos pretenden, en dltima instancia, la
disponibilidad de energia en forma de ATP que permita el trabajo muscular. Esta
energia se obtiene de distintos sustratos. La mayor o menos cantidad de depdsitos
de estos sustratos van a ser factores que condicionaran la aparicién de la fatiga,
debido a que va a afectar a todos los mecanismos dependientes de energia como
son las bombas Na‘'/K* y Ca™ y los puentes actina y miosina. Dentro del
metabolismo energético en primer lugar tenemos los depdésitos de PC que van a
intentar restaurar los niveles de ATP, lo que ocasiona una disminuciéon de PC
muscular. En biopsias musculares se ha demostrado que, durante la ejecucion de
contracciones maximas repetidas, la fatiga coincide con le agotamiento de la
fosfocreatina (Hultman y cols., 1986). Ejercicios intensos muestran una disminucion
relativamente pequefia de ATP entre un 20 y un 40%. Mientras que pequefios
aumentos en el ADP conllevan una activacién de la enzima creatinkinasa. La poca
relacion entre el ATP y la disminucion de la actividad de los mecanismos que
consumen ATP es debido a que las medidas representan medias celulares y no
reflejan puntos concretos en los que las ATPasa consumen el ATP. Posiblemente
exista un gran aumento del cociente ADP/ATP en lugares proximos donde se une
el ATP. La dificultad para medir concentraciones locales de nucle6tidos, permite
esta hipotesis de microambientes (Korge y Campbell, 1995). La existencia de estos
microambientes donde existen cambios en los nucle6ticos pueden condicionar el
correcto funcionamiento de las enzimas ATPasa: adenilatokinasa, Ca*® ATPasa,
Na/k ATP asa, hexokinasa, creatinkinasa, miosina-ATPasa, glicerolkinasa.

Para retrasar la aparicion de la fatiga, el deportista debe controlar la intensidad del
esfuerzo mediante un ritmo adecuado que asegure que la PC y el ATP no se

agoten prematuramente.

4.2.2.1.2. Glucoégeno.
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Al igual que con la PC, el ritmo de agotamiento del glucégeno muscular es
controlado por la intensidad de la actividad (Costill y cols., 1971). Una actividad
prolongada a una intensidad aproximada de un 75% del VO, max. (Consumo
maximo O,) de se asocia con una deplecion del glucogeno que culmina con el
agotamiento. Los atletas que dependen del metabolismo aerdbico deben oxidar
tanto carbohidratos como &cidos grasos con el objetivo de obtener energia a una
velocidad suficiente para satisfacer los requerimientos del musculo. El agotamiento
aparecerd cuando las reservas de carbohidratos se hayan agotado, siendo el
glucégeno muscular, probablemente, la dltima fuente que se utilice.

Es muy importante conocer el balance entre la utilizacion de carbohidratos y grasas
en los corredores de largas distancias, y no agotar todas las reservas de
glucdgeno, ya que tener una elevada dependencia de la oxidacién de acidos grasos
puede causar problemas al deportista por dos motivos:

1.- La oxidacion de acidos grasos requiere mas oxigeno que la del glucégeno para
generar una molécula de ATP. Si el oxigeno aportado es limitante, como ocurre en
muchas ocasiones, una elevada oxidacion de las grasas conduce a una
disminucion de la actividad. Esta reduccion de potencia puede ser la causante del
agotamiento (Nwesholme y cols., 1991)

2.- Cuando la velocidad de movilizacion de los acidos grasos del tejido adiposo es
muy alta se produce un aumento considerable de los niveles plasméticos de &cidos
grasos. Este incremento provoca un desplazamiento del triptéfano unido a la
albumina, apareciendo triptéfano libre en concentraciones importantes, que influye
en los niveles de neurotransmisores en el cerebro (agotamiento central)
(Blomstrand y cols., 1988).

Podemos concluir que el agotamiento puede retrasarse aumentando la reserva
corporal de glucégeno, especialmente en musculo, mediante una dieta rica en
carbohidratos, 0 aumentando la capacidad de oxidar acidos grasos, mediante el

entrenamiento, ya que éste aumenta la capacidad de la B-oxidacion.

4.2.2.1.3. Glucosa.

Durante cortas, pero intensas series de ejercicio, las concentraciones
sanguineas de glucosa aumentan por encima de los niveles pre-ejercicio debido a
la estimulacion por parte del sistema nervioso auténomo, de la glucogenolisis

hepatica. La habilidad del higado para mantener elevados niveles de liberacion de
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glucosa en el tiempo esta limitada por la cantidad de glucégeno almacenado y por
las actividades de las enzimas glucogenoliticas y gluconeogénicas. Durante los
ejercicios prolongados, la produccion de glucosa esta limitada por la deplecion del
glucégeno hepético. Esta es la causa de que la produccion de glucosa caiga por
debajo de los requerimientos del musculo y otros tejidos importantes como el
cerebro. En esta situacion, el ejercicio se vuelve subjetivamente mas dificil debido a
las carencias del sistema nervioso central. Esto supone una dependencia completa
de los &cidos grasos como carburantes. La oxidacién de los &cidos grasos provoca
la formacion de acetil-CoA, oxidado en el ciclo de Krebs. La velocidad de este ciclo
es controlada en la mitocondria por los niveles de oxalacetato, siendo
independiente de la utilizacion de glucosa o glucégeno por el masculo.

Manteniendo los niveles de glucosa, la movilizacion de los acidos grasos es
minima, la produccién de oxalacetato se mantiene dentro de unos margenes, y el
rendimiento del ciclo de Krebs es 6ptimo (Sahlin y cols., 1990). Por otra parte, la
presencia de acidos grasos en plasma supone un aumento del triptéfano libre, ya
gue disminuye la cantidad unida a la albumina (Blomstrand y cols., 1988). Esto
provoca un agotamiento central. EI mantenimiento de los niveles de glucosa por
encima de los niveles criticos ayuda a prevenir la excesiva movilizacion de acidos

grasos y de esta manera impide el aumento del triptéfano libre.

4.2.2.1.4 Acumulacion de hidrogeniones.

Durante los ejercicios de corta duracion y alta intensidad el lactato se
acumula como resultado del mayor aumento en la produccién de &cido lactico con
respecto a su aclaramiento (Newsholme, 1979). Existen varios factores
responsables del aumento en la concentracion de lactato en ejercicios
incrementales: la aceleracion mediada por hormonas de la glucogenolisis y
glucoalisis, el reclutamiento de fibras musculares tipo Il y la redistribucion del flujo
sanguineo desde los tejidos gluconeogénicos encargados del aclaramiento del
lactato (higado,riién y maudsculos inactivos) hacia los tejidos  glucoliticos
encargados de su produccién.

Tanto el pH intramuscular como el sanguineo disminuyen. Estos cambios de
pH ocurren a pesar de que parte de los protones producidos se neutralizan intra y
extracelularmente por tampones tales como las proteinas intracelulares y el sistema
acido carbonico/bicarbonato. Se piensa que el i6n lactato es el responsable del
agotamiento, pero no es asi; de hecho, el misculo puede seguir contrayéndose

potentemente en presencia de una concentracion alta de lactato, asumiendo que el
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pH se mantiene proximo a 7.0. La acumulacién intracelular de protones es la
responsable del agotamiento (Hermansen, 1979). Sin embargo no esta claro cémo
el aumento en la concentracion de protones provoca el agotamiento.

Se ha observado que el descenso del pH provoca un aumento de la
capacidad del reticulo sarcoplasmaético para unir Ca*?, por lo que se liberaria menor
cantidad del catién en el sarcoplasma, reduciéndose la estimulacion del proceso
contractil (Nakamaru y Schwatz, 1972). Parece ser que existe un efecto directo
sobre el aparato contractil, de modo que una caida del pH podria interferir en la
interaccion de la miosina y la actina (Donaldson y cols., 1978).

Se ha propuesto también que la caida del pH in vivo da lugar a una
inhibicion de la 6 fosfofructoquinasa (se inactiva a pH 6.5) que determina una
disminucion severa del flujo glucolitico. También limita la liberacién de acidos
grasos desde el tejido adiposo y activa la creatinkinasa hacia la produccion de ATP.
En consecuencia se ha sugerido que la fatiga se debe al agotamiento del ATP
muscular, que impide que la ATPasa miofibrilar actle debido a la falta de sustrato
(Newsholme, 1981). Cuando un musculo se depleciona completamente de ATP no
puede volver a contraerse. La concentraciéon de ATP nunca baja por debajo del
20% incluso en muasculos muy fatigados (Westerblad y Allen, 2002)

Por otra parte la liberacion de hidrogeniones a la sangre puede ser
responsable de diversos efectos secundarios incluyendo dolor (el descenso del pH
etimula receptores de dolor), nauseas y desorientacion (Brooks, 1986).

Sin embargo existen distintos tipos de fatiga en los que el &cido lactico no se
acumula. De hecho en articulos muy recientes en los que se ha examinado el
efecto de la acidosis a temperatura corporal y no a temperatura ambiente, los
efectos de inhibicion de la fuerza muscular por el lactato fueron minimos. Por tanto
esta teoria empieza a perder fuerza (Nielsen y cols., 2001; Westerblad y Allen,
2002).

4.2.2.1.5. Acumulacion de fésforo inorgéanico.

El fosforo procedente de la hidrdlisis de PC limita la produccion de fuerza
por unirse a la cabeza de la miosina y por un efecto inhibitorio sobre la Ca**-ATP-
asa (Mc Cully y cols., 1988).

61



[. Introduccioén

4.2.2.1.6. Acumulacién de amoniaco.

El ejercicio intenso genera una alta produccion de adenosin monofosfato
(AMP) que se deamina a inosina monofosfato (IMP) y por medio del ciclo de las
purinas se obtiene como producto de deshecho NHs. Los efectos de este metabolito
van a producirse a distintos niveles (Banister y Cameron, 1990):

1.- Reduce el numero de fibras activas por limitar la funcion de la membrana.

2.- Aumenta la funcion de la fosfofructokinasa.

3.- Inhibe el ciclo de Krebs.

4.- Inhibe la gluconeogénesis.

5.- Inhibe la oxidacion mitocondrial.

6.- Tiene un efecto depresor central a nivel neuronal. Se ha sugerido que el

pH declina secundariamente a la produccion de NHs.

4.2.2.1.7. Alteracion en la captacion de aminoacidos ramificados.

Se ha sugerido que la alteracion en aminoéacidos (AA) especificos, inducida
por el ejercicio, estd asociada a la fatiga crénica e inmunosupresion. Los
aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina, valina ), aromaticos (tirosina,
fenilalanina y tript6fano) y glutamina desempefian un rol importante en las

respuestas metabdlicas, fisioldgicas y psicoldgicas al ejercicio (Gibala, 2001).

Durante el ejercicio prolongado, los AAR (leucina, isoleucina, valina) y la
glutamina son captados en mayor medida por el masculo que por el higado con el
objeto de contribuir al metabolismo oxidativo. La fuente de estos AA para el
metabolismo oxidativo muscular en el ejercicio es el pool de AA del plasma, que es
restituido a través del catabolismo de las proteinas globales del cuerpo. Sin
embargo, dado que la oxidacién de AAR y de glutamina en el musculo puede
exceder la disponibilidad de los mismos, estos AA pueden declinar durante
ejercicios prolongados. En los esfuerzos de ejercicios, ya sean de aceleracién a
alta intensidad o prolongados de resistencia, los niveles plasmaticos de AAR y
glutamina se reducen, mientras se incrementan los niveles de triptéfano.

Dichas alteraciones son la base de la hipotesis de la fatiga central. Esto se
explica debido a que el triptéfano libre y los AAR compiten por entrar al cerebro por
la via del mismo transportador de AA. Entonces una disminucién en el nivel de AAR
o un aumento del triptéfano incrementa el cociente Ltrip/AAR, facilitando la entrada

del primero, que promueve la formacion del neurotransmisor 5-hidroxitriptamina (5-
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HT) o serotonina. La sintesis incrementada de este neurotransmisor deprime la
excitabilidad de la neurona, altera la funciéon autonémica y endocrina y suprime el
apetito. Los incrementos de serotonina inducidos por el ejercicio, afectan al
cansancio, percepcion psicoldgica de la fatiga, produccion de potencia muscular y
la regulacion hormonal durante el ejercicio (Weicker y Struder, 2001). Esto puede
explicar muchos de los signos y sintomas del sindrome del sobreentrenamiento,
como la hipotensién postural, taquicardia, anemia, amenorrea, inmunosupresion,
supresion del apetito, depresion, pérdida de peso. A medida que disminuye la
disponibilidad de carbohidratos durante el ejercicio prolongado, o si el ejercicio fue
iniciado con baja disponibilidad de glucégeno, la tasa de oxidacion de AAR se
incrementa, lo que resulta en una declinacion gradual de los nivel de dichos AA en
plasma, con el consecuente incremento del cociente Ltrip/AAR resultante en una
sintesis aumentada de serotonina en el cerebro, asociada a la fatiga. (Newsholme y
cols., 1991; Pedersen y cols., 1997).

4.2.2.1.8. Alteraciones hidroelectroliticas.

En pruebas de larga duracibn o en condiciones climaticas de alta
temperatura y/o hiumeda, el organismo se puede ver comprometido debido a la
pérdida de agua ocasionando una disminucion del volumen plasmatico y la pérdida
de ioes que alterara el potencial de membrana y la transmision del impulso
nervioso, con lo que se afectara negativamente la produccion o el mantenimiento
del trabajo fisico y por tanto, sera un factor que acelerard la fatiga (Dennis y cols.,
1997).

4.2.2.1.9. Temperatura.

En situaciones de calor, la capacidad de trabajo, en ejercicios de resistencia,
esta disminuida por la aparicion de fatiga prematura (Nielsen y cols., 2001). El
aumento de la temperatura central a 40° C coincide con la imposibilidad de
mantener el ejercicio. Todo ello es debido a los efectos que el calor ocasiona tanto
a nivel periférico (aumento del flujo sanguineo cutaneo, reduccién en el flujo
sanguineo muscular), como a nivel central (alteracion de los centros motores por
aumento de la temperatura y disminucién de la motivacién para el ejercicio). La
hipertermia inducida por el ejercicio deteriora el metabolismo muscular. Asi,
produce un aumento de la acumulacion de lactato en el musculo y una deplecion de

glucdgeno rapida. Asimismo mismo, la disminucién de la concentracién de fosfatos
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de alta energia a altas temperaturas ocasiona una menor capacidad de trabajo

muscular y una apariciéon precoz de la fatiga (Kozlowski y cols., 1985).

4.2.2.1.10. Radicales libres.

En la actualidad cada vez son mas los trabajos en los que se relaciona la
fatiga con el estrés oxidativo muscular. Shindoh y cols. (1990) demostraron que el
tratamiento con NAC disminuia la fatiga durante las contracciones isométricas en
diafragma de conejos. Un afio mas tarde, Barclay en 1996 public6é un trabajo en el
gue mostrd una disminucién de la fatiga en soéleo de raton sometido a
contracciones isométricas, al tratar a los animales con alopurinol. El grupo de Reid
en 1992 consiguié inhibir la fatiga, in vitro, en diafragma, al tratarlo con enzimas
antioxidantes (SOD y catalasa). Dos afios mas tarde (Reid y cols., 1994) también

publicaron un efecto anti-fatiga de la NAC, en este caso, en humanos.

4.2.2.1.11. Alteracion en la homeostasis del Calcio.

La alteracién en la homeostasis del Ca* se considera un paso clave en el
proceso degenerativo asociado al dafio muscular inducido por el ejercicio fisico
(McArdle y cols., 1992).

Como podemos observar en la tabla siguiente el Ca** juega un papel
importante en la fatiga muscular en distintos tipos de ejercicio (Allen y Westerblad,
2001)

Tabla 7. Alteracion en la homeostasis del calcio y su efecto sobre la fatiga.

PRUEBA Fatiga Efecto

Liberacion de iones fosfato por - Disminuye la sensibilidad al Ca™
100 m sprint degradacion del CP - Disminuye la habilidad de las proteinas

contractiles para producir fuerza.

Disminucién de la liberacion de Ca' Entrada de fosfato en el reticulo sarcoplasmico
Carrera por el reticulo sarcoplasmico. procedente del plasma. Aumenta la concentracién
de 5Km de Ca™ y fosfato por encima del limite de

solubilidad y este Gltimo precipita

. . Depleciéon de los depésitos de Disminucién de la liberacion de Ca™
Larga distancia )
glucogeno muscular

Cambios en la distribucién de iones Disminuciéon de los niveles de Ca™ y de la
Contracciones alrededor de la membrana celular activacion de la contraccion (Westerblad y cols.,

musculares (acumulacion extracelular de potasio) 1990)

mantenidas
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4.3. Radicales libres y ejercicio.

El ejercicio fisico regular tiene una gran cantidad de efectos beneficiosos,
comentados en el apartado anterior. Por otra parte, el ejercicio fisico agotador en
sujetos no entrenados, puede generar estrés oxidativo. En 1954, Commoner y cols.
utilizando la resonancia paramagnética de electrones detectaron radicales libres en
musculo esquelético (Commoner y cols., 1954). Desde entonces se ha despertado
un gran interés en el papel que las ERO y ERN juegan en la regulacién de la

funcion muscular y del dafio asociado al ejercicio fisico.

4.3.1. Radicales libres y ejercicio fisico agotador.

El ejercicio fisico puede participar en el desequilibrio entre agentes
prooxidantes y antioxidantes.

A principios de los afios 50, Commoner y cols. (1954) fueron los primeros
en detectar radicales libres en el musculo esquelético. En 1978 Dillard y cols.,
estudiaron el efecto del ejercicio fisico sobre el dafio oxidativo tisular. Este grupo
comprob6 que en humanos el ejercicio fisico intenso aumentaba el contenido de
pentano (producto de lipoperoxidacidn) en aire expirado. Cuatro afios mas tarde el
grupo de Kelvin Davies en California detecté una seflal RPE en homogenados de
muasculo gastrocnemio de rata. Ellos observaron que el ejercicio hasta el
agotamiento en tapiz rodante doblaba la sefial RPE (Davies y cols., 1982). Las
medidas fueron también hechas en animales que habian sido ejercitados
Unicamente durante la mitad del tiempo necesario para llevarlos al agotamiento; la
sefial RPE obtenida de los musculos fue la intermedia entre el grupo ejercitado
hasta el agotamiento y el grupo reposo. En 1985, en la Universidad de Liverpool, el
grupo de Jackson midi6 sefiales RPE en musculo congelado, de la pierna, de
ratones y ratas y en musculo abdominal de humanos. Detectaron un 70% de
aumento en la sefial RPE en el gastrocnemio de los animales que habian sido
estimulados eléctricamente durante 30 minutos con contracciones repetitivas. Este
régimen de contracciones indujo dafio en la membrana de las células musculares
medido por la actividad en plasma de la enzima cretinkinasa (Jackson y cols.,
1985).

Estas publicaciones promovieron una serie de trabajos que intentaron
clarificar si los radicales libres podian ser responsables del dafio muscular que se
observa después del ejercicio fisico intenso. Desde entonces son muchos los

articulos en los que se recoge un incremento en la produccion de radicales libres
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durante el ejercicio. Este se manifiesta en un dafio oxidativo a distintos niveles:
musculo esquelético, cardiaco, higado y sangre (Jenkins, 1988; Sjodin y cols.,
1990; McArdle y cols. 1995; McArdle y cols. 1999). Uno de los marcadores de
estrés oxidativo mas utilizados ha sido el cociente GSSG/GSH, cuyo aumento se
ha constatado tanto en musculo esquelético (Sen y cols. 1994) como en sangre y
no sélo en animales, sino también en humanos (Duthie y cols., 1990; Sastre y cols.,
1992; Seny cols., 1994).

Con respecto a la peroxidacion lipidica, los estudios realizados indican que
ésta aumenta en ejercicios tanto aerdbicos como anaerébicos (Alessio y cols.,
1988).

El primer trabajo que demostré que las ratas sometidas a ejercicio fisico
agotador acumulaban mayores niveles de grupos carbonilo en las proteinas se
public6 en 1992 (Reznick y cols., 1992). Otros autores han corroborado dicha
afirmacion (Radak y cols., 1998). Este efecto disminuia si varias semanas antes de
la realizacion del ejercicio se les alimentaba con altas dosis de vitamina E. Ademas,
se ha demostrado que la actividad del complejo proteasémico aumenta con el
entrenamiento, lo cual es interpretado como efecto beneficioso ya que mejora la
capacidad del musculo de eliminar las proteinas dafiadas por agentes oxidantes
producidos por el ejercicio fisico (Radak y cols. 1999; Radak y cols., 2000) (Ver
apartado 4.3.5.)

Los radicales libres afectan también al ADN, y el ejercicio fisico agudo
aumenta el dafio al ADN, tal como se evidencia por el aumento de 8oxodG (Radak
y cols., 1999; Okamura y cols., 1997). Sin embargo, en seres humanos, el
entrenamiento previene dicho aumento (Radak y cols., 2000).

Desde un principio, los autores han manifestado un gran interés por la
administracién de antioxidantes como intervencion terapéutica para contrarrestar el
dafio causado por los radicales libres producidos durante el ejercicio (Ji y cols.,
1988; Reid y cols., 1994). Hay una gran cantidad de datos, a menudo conflictivos,
sobre la produccion de especies oxidantes durante el ejercicio, sus efectos sobre
los sistemas antioxidantes celulares y sobre los componentes celulares, los efectos
del entrenamiento sobre los sistemas antioxidantes celulares y los efectos de la
manipulacién con antioxidantes sobre el desarrollo del ejercicio y el dafo inducido

por el mismo (Ver apartado 4.3.3.)
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4.3.2. Posibles mecanismos de generacién de radicales libres durante el

ejercicio.

Las divergencias en la regulacién y distribucién de las ERO han llevado a
los investigadores a la conclusion de que no existe una Unica fuente de generacion

de RL en el ejercicio fisico (Ver Figura 20).

Figura 20. Posibles fuentes de generacion de radicales libres en el musculo

esquelético.
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4.3.2.1. La mitocondria

El 90 % del oxigeno utilizado por la célula se consume en la cadena de
transporte electrénico, actuando éste como aceptor de electrones en el proceso de
respiraciéon mitocondrial (Chance y cols., 1979; Shigenaga y cols., 1994). De él, un
2-5% sufre una reduccion, dando lugar al radical superoxido. Una segunda
reduccion de este superéxido da lugar a lo formacion de peroxido de hidrogeno, el
cual es liberado por la mitocondria (Boveris y Chance 1973). Para evitar el dafio
oxidativo, la mitocondria esta dotada de una enzima mitocondrial especifica, la

superdoxido dismutasa que previene el dafio que podria producir el radical

67



[. Introduccioén

superéxido. Asimismo, también se ha evidenciado la presencia de radical hidroxilo
en la mitocondria de musculo esquelético ejercitado, el cual parece estar
relacionado con la tension desarrollada por el masculo (Barclay y cols., 1991).

Durante el ejercicio fisico el consumo de oxigeno por parte del muasculo
puede aumentar mas de 100 veces (Tonkonogi y cols., 2002) y el consumo de
oxigeno del organismo entero puede aumentar 20 veces (Meydani y cols., 1993).
Este hecho, junto con la observacion de que el ejercicio fisico se asocia a un
aumento de la produccion de radicales libres, hizo pensar que éstos provenian de
la cadena de transporte electronico de la mitocondria. Sin embargo, Chance y cols.
(1979) demostraron que la formacion de radicales libres por la mitocondria cuando
ésta estd en estado 3, es decir, cuando estd consumiendo oxigeno activamente
(hay ADP), es insignificante, y mas tarde Papa y cols. (1997) dieron una explicacion
molecular a este hecho. Otros autores no han encontrado evidencia de que el
aumento de la produccién de radicales libres en ejercicio pliométrico provenga de
la cadena de transporte electrénico mitocondrial (McArdle y cols. 1999).

En cuanto al efecto del ejercicio sobre la funcidon mitocondrial, los resultados
son controvertidos. En estudios realizados en animales se ha propuesto que la
funcion mitocondrial se ve afectada si el ejercicio realizado es de alta intensidad
(Willis y Jackman, 1994). Estudios morfolégicos demuestran cambios en la
ultraestructura mitocondrial tras realizar ejercicio de alta intensidad (Schmid y cols.,
1983). Estos cambios han sido interpretados como adaptaciones normales al
aumento de la demanda energética o como un tipo de dafio mitocondrial. Otros
autores no han encontrado evidencia de que la funcién mitocondrial se vea
afectada por el ejercicio prolongado o de alta intensidad (Madsen y cols., 1996;
Tonkonogi y Sahlin, 1999; VifAa y cols., 2000; Heunks y cols., 1999), o por el
ejercicio exceéntrico (Walsh y cols.,, 2001) y otros han visto que la funcién
mitocondrial aumenta tras ejercicio intermitente (Tonkonogi y Sahlin, 1999) y tras
ejercicio prolongado a moderada intensidad (Tonkonogi y cols., 1998).

Por otra parte, recientemente, se ha apuntado hacia la fosfolipasa A, (PLA))
como una de la fuentes adicionales de produccién de radical superdxido en el
musculo esquelético. Es importante sefialar que su localizacién no es exclusiva de
la mitocondria sino que también se encuentra en sarcolema. La PLA; se ha
relacionado el aumento de la cantidad de RL intracelular durante contracciones
musculares continuas (Nethery y cols., 1999) y depende de la entrada de Ca*?
extracelular por canales tipo L (Supinski y cols., 1998). Las mitocondrias de
animales control liberan peréxido de hidrégeno; esta sefial es estimulada por el

Ca*?y el AMP y disminuida por inhibidores del PLA,. Estas observaciones sefialan
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a la mitocondria como una de las fuentes pricipales de generacion de RL en el
musculo esquelético e identifican a PLA, como regulador de la produccion de RL.

Estos resultados coinciden con los publicados por otro grupo que también
apunté a la mitocondrial como principal fuente de RL en células musculares

estimuladas con TNF-a (Li y cols., 1999).

Figura 21. Produccién de radicales libres por la mitocondria en el ejercicio

fisico.
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4.3.2.2. Células fagociticas.

Las células sanguineas blancas con funcién fagocitica producen grandes
cantidades de oxidantes, generando especies reactivas que eliminan los agentes
patégenos. Los neutréfilos pueden infiltrarse en el tejido muscular dafiado tras un
ejercicio agotador o excéntrico. El dafio muscular inducido por el ejercicio fisico
puede desatar el proceso inflamatorio. Pocas horas después de la realizacion del
ejercicio (1-6h) aumenta la cantidad de neutréfilos en el tejido muscular dafiado
(Orimo y cols., 1991). Este incremento esta facilitado por moléculas de adhesion y
citoquinas (TNFa, IL-1, IL-6). Son varios los estudios en los que se aportan
evidencias de la implicacion de los radicales libres, generados por neutrdfilos, en el
dafio muscular (Crinnion y cols., 1996). Por otra parte, se ha demostrado que el
pretratamiento con SOD minimiza el dafio muscular asociado al ejercicio fisico
excéntrico en animales viejos. Este efecto es debido a la atenuacion de la sefial

quimiotactica para la infiltracion neutrofilica del tejido dafiado (Zerbay cols., 1990).
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Los neutrdfilos activados utilizan la NAD(P)H oxidasa asociada a la
membrana para generar radical superéxido, el cual puede reaccionar directamente
con componentes diana o dismutarse a peroxido de hidrogeno. El perdxido se
convierte en acido hipocloroso (HOCI) por la mioloperoxidasa, una hemoproteina
secretada por neutréfilos y monocitos. HOCI es un mediador inflamatorio y un
compuesto con gran poder oxidante que genera otros metabolitos reactivos como el
cloro nitrilo (NO,CI) en presencia de nitrito (Eiserich y cols., 1998). Ademas los
neutrdéfilos activados pueden utilizar la mioleperoxidasa y el peréxido de hidrogeno
para convertir el nitrito en radical diéxido de nitrégeno (NO,") contribuyendo a la

formacion de compuestos potencialmente dafiinos (Eiserich y cols., 1998).

Figura 22. Produccion de radicales libres por las células fagociticas.
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4.3.2.3. Xantina oxidasa.

Pese a que varios grupos de investigacion, como hemos comentado en el
apartado 4.3.2.1., han sefialado a la mitocondria como principal fuente generadora
de ERO en el ejercicio, en estas observaciones yace un problema conceptual. El
radical superéxido producido por los masculos en contraccion puede ser detectado

en el espacio extracelular (Reid y cols., 1992; Zuo y cols., 2000) y en el
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compartimento vascular (Lee y Okabe, 1995; Stofan y cols., 2000). El anién
superdxido generado en la mitocondria es muy poco probable que pueda ser
medido fuera de la célula. Esto supondria que especies reactivas y cargadas
eléctricamente, escapasen a los sistemas antioxidantes en la matriz mitocondrial y
difundiesen a través de la membrana mitocondrial interna y externa, citosol y
sarcolema sin implicarse en ninguna reaccion quimica. La difusion a través del
endotelio capilar en el compartimento vascular todavia parece menos probable
(Reid, 2001). La xantina oxidasa representa una fuente alternativa de ERO con
soporte experimental. En musculo esquelético, la xantina oxidasa se localiza
principalmente en el endotelio vascular (Linder y cols., 1999). La administracién de
inhibidores de la enzima disminuye la liberacion de radical superoxido en el espacio
vascular en los muasculos en contraccion (Stofan y cols., 2000) y parcialmente
inhibe la fatiga in vivo (Barclay y Hansel, 1991). En oposicién a lo que ocurre con la
mitocondria que genera RL en un estado basal, las ERO derivadas de la xantina
oxidasa cobran importancia en cuatro procesos: en la respuesta inflamatoria al
ejercicio fisico excéntrico, en el ejercicio fisico de alta intensidad, en el ejercicio
prolongado (Hellsten y cols., 1997) o en el dafio causado por los procesos de
isquemia-reperfusion (Kadambi y Skalak, 2000). Se han encontrado niveles mas
elevados de mRNA para XDH/XO en musculos dafiados frente a controles,
acompafiados con un aumento de la actividad XDH/XO (Hellsten-Westing,
resultados no publicados).

La xantina oxidasa fue inicialmente identificada como una fuente potencial
de radicales libres en el citosol de la célula muscular (Laughlin y cols., 1990; Apple
y cols., 1991). Sin embargo, estudios posteriores utilizando anticuerpos
monoclonales para la XDH/XO revelan inmunoreactividad en las células del
musculo liso de la pared de los vasos a la vez que en células endoteliales (Hellsten-
Westing, 1993) y descartan su presencia en el interior de la célula muscular.

La hipoxantina se forma en el musculo durante el ejercicio fisico intenso y
existe un incremento marcado de esta purina del musculo a la sangre (Sahlin y
cols., 1991; Bangsbo y cols., 1992). La cantidad de hipoxantina que se acumula en
sangre depende principalmente de la intensidad del ejercicio. Los niveles mas
elevados en plasma se han encontrado tras el ejercicio fisico agotador (Hellsten-
Westing y cols., 1991). La formacién de hipoxantina parece estar asociada con la
acumulacién de IMP en el musculo, lo que a su vez esta relacionado con la
intensidad del ejercicio y con su duracion (Sahlin y cols., 1989). En estos ultimos
trabajos se sugiere que los nucleétidos son degradados cuando la resintesis del

ATP esta limitada debido a los bajos niveles de glucégeno muscular.
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La inosina como la hipoxantina son muy permeables y atraviesan las
membranas con gran facilidad. Los niveles de hipoxantina del plasma pueden servir
de sustrato para la XOR en la pared de los vasos de los distintos 6rganos.
Considerando la localizacién de la XOR, la formacién de xantina y acido Urico debe
suceder tras la salida de la hipoxantina de la célula muscular y cuando ésta alcanza
la pared del vaso sanguineo del mismo musculo o de cualquier otro tejido via
sanguinea.

Con respecto al 4cido urico, las observaciones publicadas sobre la ausencia
significativa de liberaciéon del &cido Urico por el musculo (Sahlin y cols., 1991)
pueden ser el resultadod de una baja sensibilidad en los métodos de deteccion
(Hellsten, 1994). En ratas si que se ha encontrado acumulacion de &cido Urico tras
estimulacion eléctrica (Arabadjis y cols., 1993). Existe una correlacién lineal entre el
pico de hipoxantina y el de &cido Urico en plasma tras un ejercicio fisico agotador
(Hellsten-Westing y cols., 1994). Esta observacion indica que la concentracion
plasméatica de hipoxantina es importante en el flujo de la via XDH/XO, ya que un
elevado nivel de hipoxantina en plasma supondria un aumento en la producciéon de
radical superéxido en el caso en el que la conversién a XO hubiese sucedido.

En 1981 Granger y cols. demostraron que el tratamiento del intestino de
felino con superdxido dismutasa previo al proceso de isquemia atenuaba el dafio
durante la subsibuiente reperfusion, lo que apuntaba hacia el radical superoxido
como responsable del dafio tisular. Estos autores propusieron que la fase de
isquemia producia una conversion de las XDH a XO y una degradacion de los
nucleétidos de adenina a hipoxantina. De esta forma con la re-introduccion del
oxigeno molecular durante la reperfusion, una considerable cantidad de radical
superoéxido, podria ser generada en la reaccion catalizada por la XO (Ver Figura
24).

Figura 23. XOR en el dafio asociado a los procesos de isquemia-reperfusion.
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Tras esta observacion, se publicaron una gran cantidad de estudios sobre la
conversion de la forma deshidrogenasa a la oxidasa. Se ha estudiado una gran
variedad de tejidos: pulmén (Waintrub y cols., 1990), higado y rifién (McKelvey y
cols., 1988), corazén y musculo esquelético (Charlat y cols., 1987). Los estudios
muestran resultados contradictorios ya que la magnitud de la conversion parece
variar dependiendo del tejido y de la especie estudiada (Downey y cols., 1988).

Existen 2 vias por las que la XO puede estar implicada en el dafio muscular
inducido por el ejercicio fisico. La XO podria iniciar el dafio oxidando los lipidos de
la membrana celular, con la consiguiente salida del contenido citosoélico, pérdida de
la viabilidad celular y necrosis tisular. Esta hipétesis tendria como requisito que el
ejercicio indujese la conversién de la XDH a XO en el mdsculo y una presencia
suficiente de hipoxantina. Por otra parte la XO puede jugar un papel importante una
vez el dafo se ha producido al activar la generacion de ERO por otras vias. En este
caso, la formacion de radicales libres por la XO mediarian el proceso inflamatorio
(Hellsten, 1994).

4.3.2.4. Produccion de radicales libres secundariamente a la ruptura de

proteinas que contienen hierro.

La capacidad del hierro para catalizar reacciones de produccion de
radicales libres es bien conocida (Halliwell, 1985). Los deportes de resistencia y
aguellos que conllevan un alto impacto mecénico, causan una destruccion de
eritrocitos con liberaciébn de hierro y por tanto, una potencial fuente de hierro
catalitico. Asimismo, al dafarse la fibra muscular, se liberan a la circulacion
grandes cantidades de mioglobina, con su hierro correspondiente. La interaccion de
la metamioglobina y la metahemoglobina con peréxidos son responsables del

estrés oxidativo producido durante el ejercicio fisico (Cooper y cols. 2002).

4.3.2.5. Protaglandinas.

Parece que diversos tipos de estrés, incluida una excesiva contraccion,
produce la liberacion de prostaglandinas del muiculo esquelético. Muchos de
intermediarios en el metabolismo de las protraglandinas son ERO (Halliwell y
Gutteridge, 1989). La conversion del acido araquidénico a prostaglandinas, por
accion de la lipooxigenasa, implica una serie de reacciones que llevan implicita la
produccion de radicales libres como productos intermedios. Sin embargo, no

existen evidencias de la presencia de lipooxigenasa en musculo esquelético. Por
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otra parte, en distintas publicaciones, se ha apuntado hacia ciertos productos del
metabolismo de la lipooxigenasa como mediadores de dafio muscular (Jackson y
cols., 1987). Hasta la fecha, sin embargo, no existe una evidencia clara de que las
prostaglandinas jueguen un papel en la produccién de radicales libres inducida por

la contraccion muscular.

4.3.2.6. NAD(P)H oxidasa.

La produccion de ERO por isoformas no fagociticas de la NAD(P)H oxidasa
juega un papel en la regulacion de la cascada de sefializacion intracelular de
varios tipos celulares entre los que se incluyen: fibroblastos, células endoteliales,
miocitos cardiacos y musculatura lisa vascular (Griendling y cols.,1994). Las células
musculares y los fibroblastos son el objetivo de la mayor parte del radical
superdxido producido en la pared de los vasos. Inicialmente se consideré que la
enzima estaba situada Unicamente en la membrana plasmatica pero, en la
actualidad, se ha encontrado en varios componentes celulares entre los que se

incluye la mitocondria (Ji, 1999).

4.3.2.7. Catecolaminas.

La liberacién de catecolaminas estd aumentada durante el ejercicio. Las
catecolaminas pueden autooxidarse formando radicales libres (Jewett y cols.,
1989). La oxidacion de la epinefrina esta sociada con la formaciéon de radical
superoxido, y se considera como una posible fuente de radicales libres en el dafio
inducido por el proceso de isquemia-reperfusion (Ji, 1999). El uso B-bloqueantes
en humanos que realizan un ejercicio de alta intensidad, ha dado como resultado
una disminucion de los marcadores de estrés oxidativo en plasma (Pincemail y
cols., 1990). Sin embargo, el papel de las catecolaminas como fuente de ERO

durante el ejercicio no ha sido estudiado de forma exhaustiva (Ji, 1999).

4.3.2.8. Pérdida de la homeostasis del Ca*.

La alteracién en la homeostasis del Ca* se considera un paso clave en el
proceso degenerativo asociado al dafio muscular inducido por el ejercicio fisico
(McArdle y cols., 1992). Este fallo en la homeostasis del Ca** parece ser

secundario al aumento en la generacion de radicales libres en varios tejidos pero,
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diversos grupos de investigacion, no consideran que esto ocurra en el muasculo
esquelético (McArdle y cols., 1994).

Existen diferentes vias por las que los radicales libres podrian alterar la
homeostasis del Ca™ pues, como hemos visto en apartados anteriores, son
capaces de dafar todo tipo de biomoléculas. Nicotera y cols. en 1985 publicaron
un trabajo en el observaron como las ERO eran responsables de la inactivacion de
las bombas de la membrana plasmatica responsables de eliminar el Ca*. Este
mismo dafio puede hacerse extensivo a organelas intracelulares responsables de
secuestrar el exceso de calcio citosoélico (Bellomo y cols., 1985).

Si se considera que el fallo en la homeostasis del calcio es el evento inicial
en el dafio muscular asociado al ejercicio fisico, éste puede llevar a un aumento en
la generacién de radicales libres. El incremento de los niveles de Ca*? intracelulares
puede activar enzimas proteoliticas y la fosfolipasa lo que supone una liberacién de
los acidos grasos y una alteracién de las estructuras de la membrana interna.
Ademas, en un intento de tamponar el aumento en los niveles de Ca™ la
mitocondria puede acumular cantidades significativas. Este Ca'® puede ir
acompafado por el fosfato y al formar fosfato calcico, precipitar en la mitocondria.

Por otra parte los aumentos en el contenido de Ca*? se ha visto que inhiben
la respiracion mitocondrial (Wrogemann y Pena, 1976). La alteracion en la
produccion de ATP puede inducir aumento en la produccion de radical superoxido.
La situacion de estrés oxidativo secundaria al aumento en la concentracion de Ca*?

intracelular debe estar causada por un ejercicio fisico agotador.

4.3.2.9. Los peroxisomas.

Los peroxisomas son organelas celulares relacionadas con la oxidacion de
acidos grasos y aminoacidos. En condiciones fisioldgicas, los peroxisomas
contribuyen a la producciéon de H,O, pero no del O,*(Chance y cols., 1979). El
ayuno prolongado se ha desmostrado que supone un aumento en la generacion de
H,0O, debido, principalmente, al aumento en la oxidacion de los acidos grasos por
esta organela (Godin y Wohaieb, 1988). Como los acidos grasos son la fuente
principal de energia para el miocardio y el musculo esquelético durante el ejercicio
fisico prolongado, los peroxisomas pueden ser sitios potenciales de produccién de
radicales libres. El incremento, en musculo, en la actividad de la catalasa tras un
ejercicio fisico agotador, parece apoyar esta hipotesis (Ji y cols., 1992). Sin
embargo, no existen evidencias directas de que el ejercicio aumente la produccién

de ERO por el peroxisoma.
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4.3.3. Prevencion de los efectos de los radicales libres formados durante el

ejercicio fisico mediante la administracion de antioxidantes.

En muchos laboratorios se ha demostrado que existe la posibilidad de
minimizar los efectos de los radicales libres de oxigeno mediante la administracién
de antioxidantes tales como los comentados en el apartado anterior. Asi, en este
grupo hemos visto que la administracion de Vitamina C, de vitamina E o de
glutation, protege contra el efecto dafiino de los radicales libres en el ejercicio
fisico en ratas y en seres humanos (Sastre y cols., 1992). Tanto el grupo de
Packer y Quintanilha (Davies y cols., 1982) como el de M.J. Jackson (Jackson y
cols., 1985), han mostrado el papel protector de la vitamina E contra los dafos
causados por el ejercicio fisico. Ademas se ha observado que el nivel de acido
arico, que es un potente antioxidante plasmatico, aumenta en el ejercicio fisico, lo
cual apunta hacia un interesante papel protector del mismo. En la Ultima década se
ha demostrado que el Coenzima Q también puede proteger contra el estrés
oxidativo causado por lo radicales libres (Shimomura y cols.,, 1991). Mas
recientemente se ha observado que la suplementacién con &cido lipoico (150 mg/kg
durante 8 semanas) aumenta los niveles de este antioxidante en musculo
gastrocnemio y aumenta los niveles de glutation total en higado y sangre. La
disminucion de la actividad glutation transferasa en corazén inducida por el
ejercicio y la lipoperoxidacion en corazén, higado y musculo fueron prevenidas por
la suplementaciéon con esta cantidad. Por tanto, el acido lipoico influye
favorablemente en la defensa antioxidante tisular y previene la lipoperoxidacion en
reposo y como respuesta a un ejercicio (Khanna, 1999).

El alopurinol es otra de las sustancias estudiadas en nuestro laboratorio.
Tiene una accion inhibidora sobre la enzima xantina oxidasa, considerada como
una posible fuente generadora de radicales libres durante el ejercicio fisico
agotador por fendmenos similares a la isquemia-reperfusion cardiaca (Heunks y
cols.,1999). Con su administracibn se busca prevenir el dafio producido por el
estrés oxidativo asociado a dicho ejercicio.

En la figura 8 se muestra la accion del alopurinol como inhibidor de la

xantina oxidasa.

4.3.3.1. Suplementacién con Vitamina E.

Se ha realizado una gran cantidad de estudios sobre suplementaciéon con un

antioxidante Unico o con una combinacion de antioxidantes en el ejercicio fisico.
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Los objetivos de estos estudios han sido demostrar la mayor proteccion frente al

dafio oxidativo con el uso de antioxidantes e incluso sus posibles efectos

beneficiosos. La mayoria de los estudios en esta linea hacen referencia a los

efectos beneficiosos de la suplementacion con vitamina E. En la Tabla 8 se

recogen una seleccion de articulos en los que se estudio el efecto de la

suplementacion con vitamina E.

Tabla 8. Efecto de la suplementacion con vitamina E en el ejercicio fisico.

Suplementacion Modelo Variable Efecto Referencia
900 Ul Nadadores Resistencia Sin efecto Lawrence y
6 meses cols.,1975
50 UI/Kg dieta Ratas Natacion hasta Disminucion Brady y cols.,
. TBARS
4 semanas 80 machos el agotamiento ; 1979
(higado)
400 Ul/kg dieta Ratas Carrera Disminucién Quintanilla 'y
8 semanas 40 hembras MDA (higado) cols., 1983
Disminucion de
N Ejercicio fisico MDAy enzimas Sumiday cols.,
Vitamina E Humanos . o
exhaustivo citosdlicas en 1989
suero
Humanos Rapida
. 22-29 afios recuperacion
400 4%”5'% gleta (n=9) Cdaer;(ca:re?ws%n Disminucién Cannon, 1990
55-74 afios TBARS en
(n=12) orina
Inyeccion . .
intramuscular Ratones Natacion ngora l"." Novelli y cols.,
o resistencia 1990
vitamina E
Disminucion
10.000 Ul/kg dieta Ratas hembra Carrera nlve!es Reznick y
4 semanas proteinas cols., 1992
oxidadas
Carrera en Diminucioén de .
800 mg Humanos descenso TBARS en Meydani y
48 dias . . cols., 1993
75%V0O,max orina y musculo
Disminucion
250 UI/Kg dieta Ratas 60 minutos de TBARS Goldfarb y
5 semanas 4 machos carrera (musculo y cols., 1993
sangre)
250 Ul/kg dieta Ratas 64 60 minutos de Disminucion Mcintosh y
ASTy ALT
5 semanas machos carrera . cols., 1993
(higado)
Disminucion de
Vitamina E Ciclistas Entrenamiento los niveles de  Rokitzki y cols.,
5 meses profesionales CKy MDA en 1994
suero
1200 Ul/dia Corredores 6 dias de Disminuye: Itoh y cols.,
5 semanas carrera TBARS, CKy 2000
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LDH en plasma
1000 Ul 45 carrera en _D|sm|nuye Sacheck y
12 semanas Humanos descenso niveles CK en cols. 2003
75%V0O,max plasma B
Aumento
30 min/dia actividad
_— natacién 5 dias enzimas Asha Deviy
Vitamina E Ratas o
semana antioxidantes cols., 2003
Disminuye

durante 6 dias
MDA

4.3.3.2. Suplementacion con Vitamina C.

Los estudios en los que se ha utilizado la suplementacién con vitamina C

son menos abundantes (Ver Tabla 9)

Tabla 9. Efecto de la suplementacion con vitamina C en el ejercicio fisico.

Suplementacion  Modelo Variable Efecto Referencia
Ratas Carrera
3 g/Kg dieta deficientes . Gohily cols.,
) ; hasta el Sin efecto
vitamina E . 1986
agotamiento
1a/da Carrera 80% Mejora levemente la
gicay Humanos VO2max., capacidad antioxidante  Alessio, 1993
1 dia .
30 minutos total del plasma
90 minutos L
2 semanas Leve disminucion del
) carrera Thompson y
suplementacion Humanos dolor muscular y
. . hasta - cols., 2001
vitamina C . niveles de MDA
agotamiento

4.3.3.3. Suplementacién con Selenio y B-caroteno.

Otros nutrientes cuya suplementacion ha sido considerada beneficiosa por
sus propiedades antioxidantes son el selenio y el B-caroteno. En la mayoria de

estudios se han administrado de forma conjunta 0 en combinacion con otros

antioxidantes (Ver Tablal0)
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Tabla 10. Efecto de la suplementacion con Selenio y B-caroteno el ejercicio

fisico.
Suplementaciéon Modelo Variable Efecto Referencia
Se (0,5 ppm dieta) Aumentan los niveles
Vitamina E (50 Ratas Natacion de GPx en higado y cclirsadl)%g
Ul/kg) musculo "
Mejora levemente los
'Se (0,15ppm Caballos Carrera niveles de MDA en Brady y
dieta) durante 4 cols.,1978
plasma
semanas
10 semanas Tessier
Se Humanos de Sin efecto Y
cols.,1995

entrenamiento

4.3.3.4. Suplementacion con coenzima Qo

Algunos trabajos han examinado los efectos de la suplementacién con el
coenzima Qo para determinar si los niveles adicionales de este factor en la cadena
de transporte electronico podrian prevenir el dafio asociado a la generacion de

radicales libres en el ejercicio (Ver Tabla 11).

Tabla 11. Efecto de la suplementacion con coenzima Qg

Suplementacion  Modelo Variable Efecto Referencia
Coenzima Qg Ratas Carrera en 'Dlsm|nu0|on,d'e los Shimonmura 'y
descenso niveles plasmaticos de cols.. 1991
CKy LDH :
Corredores Kaikkonen y
Coenzima Qg de Carrera Sin efecto cols.. 1998
maraton "

4.3.3.5. Suplementacion con alopurinol.

El alopurinol también ha sido utilizado en los estudios de suplementacion y ejercicio
fisico (Ver Tabla 12)
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Tabla 12. Efecto de la suplementacion con alopurinol en el ejercicio fisico.

Suplemen . .
tacion Modelo Variable Efecto Referencia
Barclay y
. . . Contracciones I . Hansel,
Alopurinol Sdleo de ratdn isométricas Disminuye la fatiga 1991
Mejora la recuperacion de
los niveles de GSH en
Agotamiento en soleo Duarte
Alopurinol Ratones got Disminuye los niveles de y
tapiz rodante o cols., 1993
dafio muscular observados
con microscopia
electrénica
Pacientes con L
. . ) El aumento de la secrecion
hipouricemia AR
renal de acido urico
renal que e Yeuny
. - durante el ejercicio es
Alopurinol sufren fallo Test fisico Hasbargen,
responsable del fallo renal
renal agudo do. La admini i 1995
inducido por el agudo. La administracion
NN de alopurinol lo previene
ejercicio
Eiercicio fisico Disminucion de los niveles Mills v cols
Alopurinol Caballos ! de TBARS en plasma vy de y "
agotador . 1997
GSSG sanguineo
alospouorinmcﬂ/dl’ Pacientes Agotamiento Disminucion de los niveles Heunks y
a EPOC b|C|cI,etz_i de GSSG en sangre y MDA cols.. 1999
. ergométrica en plasma
3 dias
Alopurinol Ratas Agotamiento en  Disminucion de niveles de Koyama y
P tapiz rodante TBARS en higado cols., 1999
Disminuyen los niveles de
Carrera en tapiz GSSG en sangre. Vifiay cols
Alopurinol Ratas rodante P Disminuyen niveles de 28’00 N
MDA, CKy GOT en
plasma.
300 mg Programa de
alopurinol/di e 9 ) Disminucion de los niveles  Vifay cols.,
Halterdfilos entrenamiento
a en plasma de CKy GOT 2000
. de fuerza
3 dias
Mejora la contractilidad del
. ventriculo izquierdo
Carrera en tapiz :
Mejora la respuesta a
rodante y : " o .
300 mg p ; estimulacién B-adrenérgica  Ukai y cols.,
alopurinol erros . pOSt?[’IOF Mejora la respuesta al 2001
induccion de ejercicio sistolica
fallo cardiaco CIerc 1y
diastolica del ventriculo
izquierdo
300 mg Ciclistas . Disminucién niveles de Gomez-
alopurinol profesionales Tour de Francia GOT, CK y MDA en plasma Cabrera y
' cols., 2003
Vitamina E,A 2 sesiones de
y C, 60 dias 45 minutos Disminucion de los niveles Vassilakono
Alopurinol, Humanos bicicleta 70% de TNF-q, IL-1B e IL-6 en P
. ulos., 2003
15dias VO, max. plasma
NAC, 3 dias
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4.3.3.6. Suplementacion con GSHy NAC.

El GSH es otro de los antioxidantes cuya suplementacion se ha estudiado en
modelos de ejercicio fisico. Estudios de la década de los 80 y los 90 sugieren que
los niveles enddgenos de GSH no son suficientes para contrarrestar el aumento en
la oxidacion que se produce durante el ejercicio fisico agotador. (Sastre y cols.,
1992). Por esta razon se considera que el aumento en los niveles de GSH podia
ser beneficioso para la proteccion de la célula frente a las ERO. La mayoria de los
tejidos no son capaces de sintetizar glutation de novo teniendo que importarlo via
ciclo del gamma-glutamilo (Deneke y Fanburg 1989). El higado es el érgano
primario en la sintensis de novo de GSH. El contenido de GSH del higado se ha
demostrado que disminuye tras la realizacion de un ejercicio fisico agudo.
(Leeuwenburgh y Ji 1996). Este descenso puede estar influido por diferentes
factores:

1.- La liberacién de GSH al plasma por el higado se ve estimulada por el
glucagén, la vasopresina y las catecolaminas, los niveles de las cuales se ven
elevados durante el ejercicio. (Lu y cols.. 1990).

2.- El GSH es utilizado por la GPx como sustrato y oxidado a GSSG por
hidroperéxidos. Estos se ven elevados durante el ejercicio (Davies y cols., 1982, Ji
y Fu 1992).

3.- La sintesis de novo de GSH esta limitada por la actividad y-glutamilcistein
sintetasa e influenciada por la diponibilidad de cisteina y de ATP (Deneke y
Fanburg 1989).

La disminucion del flujo sanguineo hepatico y el aumento de las
necesidades metabdlicas de otros productos durante el ejercicio pueden influir en la
disminucion de la sintesis de GSH. Al disminuir las reservas de GSH, otros tejidos
como el rifién, el corazén y el musculo esquelético pueden sufrir la reduccion en la
disponibilidad de GSH circulante, lo que podria conllevar una disminucién del
cociente GSH/GSSG y un déficit de GSH en estos tejidos. Ademas la y-glutamil
transpeptidasa, la enzima que controla la catabolizacion del GSH plasméatico como
primer paso del ciclo del gamma-glutamilo disminuye su actividad con el ejercicio
agudo (Leeuwenburgh y Ji 1998; Sen, 1992). Por todo ello se puede considerar
ventajosa la suplementacion con GSH.

Inicialmente se pensd que la suplementacion con GSH mostraria escasos
efectos beneficiosos debido a la inhibicion de la GCS por los elevados niveles del
tripéptido (Meister, 1991) en higado y rifién. Sin embargo en varios estudios se ha

publicado la mejora en el rendimiento fisico con su suplementacion, especialmente
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en musculo esquelético. ElI muasculo presenta relativamente bajos niveles y
turnover de GSH, pero debido a su elevada masa, supone un importante reservorio
de GSH durante el ejercicio. (Kretzschmar y Muller, 1993). Aunque el ejercicio
esta asociado a la generacion de ERO, el flujo sanguineo est4d aumentado lo que
facilita el aporte de GSH via el ciclo y-glutamilo (Ji y Fu 1992). El cuadriceps, por
ejemplo, muestra una relativamente elevada actividad GGT que puede facilitar la
utilizacion del GSH durante el ejercicio cuando la actividad GCS es la adecuada
(Leeuwenburgh y cols.. 1997). Ademas el GSH es importado de forma intacta en
determinados tipos celulares (células epiteliales del pulmén, intestino, riidn y ojos)
por un transportador dependiente de sodio (Deneke y Fanburg 1989). Ji y
Leewenburgh (1998) consideran este mecanismo, independiente de la GGT, como
clave en la incorporacion del abundante GSH plasmatico y apuntan hacia su papel
en la proteccion frente a las ERO generadas durante el ejercicio. En este mismo
trabajo, los autores destacan como uno de los beneficios mas evidentes de la
estabilizacion en el estatus de GSH en el mlsculo, el aumento en la resistencia de
los animales tratados con GSH. Se debe descartar un efecto energético al
suplementar con GSH ya que el musculo esquelético no puede oxidar cisteina o
glicina y su habilidad para utilizar glutamato es bastante limitada. La ruta alternativa
para el uso de GSH, la gluconeogénesis hepatica, no parece ser una via posible
debido a la baja actividad GGT en el higado. En la actualidad, como hemos
comentado en el apartado correspondiente, existen evidencias de que la fatiga
puede estar relacionada con el estrés oxidativo. Por esto, es posible que la

suplementacion con GSH mejore la resistencia por el efecto reductor de la fatiga.

Tabla 13. Efecto de la suplementacion con GSH en el gjercicio fisico.

Suplementacion Modelo Variable Efecto Referencia
NAC D|afzjaegma Estimulaciones Prevencion de la Shindoh y
conejos ritmicas fatiga cols, 1990
GSH Aumenta la
(0,5; 0,75y 1g/KQg) Ratones L resistencia en un .
Intraperitoneal Natacion 102%; 120%y 140%  Novelli, 1991
respectivamente
Aumentan los niveles
GSH T
2 horas de de glutatién en sangre
(19/Kg) s, Seny cols.,
. Ratas carrera en y rifién
Intraperitoneal . . 1994
: tapiz rodante No mejora la
Durante 3 dias . X
resistencia
NAC Humanos Ejercicio Disminuye la Seny
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(200mg/ 4/ dia) maximo en oxidacion del glutation cols.,1994
durante 2 dias + bicicleta asociada al ejercicio
800mg dia de la ergonémica fisico
prueba Aumenta la capacidad
antioxidantes del
plasma
NAC HUMANos Estimulaciones Prevencion de la Reid y cols.,
(150 mg/Kg) eléctricas fatiga 1994
Disminuye los niveles
de MDA hepatico y
GSH muscular Leeuwenburgh
(6 mmol/Kg de Ratones Natacién Mejora el rendimiento .
y Ji, 1998
peso) en el agua (2 horas)

Aumenta el estrés

oxidativo a nivel renal

Los niveles de GSH no aumentan de forma ilimitada debido al control de la

GCS (Sen y coals., 1994). Como estrategia alternativa se han utilizado diferentes

formas de glutatién con el objetivo de aumentar sus niveles en distintos tejidos. Los

ésteres de GSH entran directamente en la célula sin el control enziméatico de la
GGT y la GCS (Martensson y Meister, 1989) (Ver tabla 14).

Tabla 14. Efecto de la suplementacion con ésteres de GSH en el ejercicio

fisico.

GSH

Ventajas

Inconvenientes

Referencia

GSH monoéster
lipofilico

Mas efectivo que el

GSH para aumentar

los niveles del tiol en
distintos tejidos

La contaminacién con iones
metalicos del monoéster
disminuye
considerablemente sus
efectos

Meister, 1991

GSH dimetil éster

Mas efectivo que el

GSH para aumentar

los niveles del tiol en
distintos tejidos

Téxico en ratones

Levyy cols.,
1993

GSH dietil éster

Mas efectivo que el

GSH para aumentar

los niveles del tiol en
distintos tejidos

Toxico en ratones y ratas
pero no en humanos

Levyy cols.,
1993

GSH diéster

No presenta toxicidad
en ratones y
hamsters

No se ha testado en
humanos

Seny
cols.,1994

GSH etil ester

Disminuye los niveles
de MDA hepatico y
muscular
Mejora el rendimiento
en el agua (2 horas)

Aumenta el estrés oxidativo
en el rifibn aunque muestra
valores mas bajos que los
observados al tratar con
GSH libre.

Leeuwenburgh
y Ji, 1998
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4.3.3.7. Suplementacion con enzimas antioxidantes.

La suplementacion con enzimas antioxidantes ha sido menos utilizada pese

a los efectos beneficiosos que se le atribuyen (Ver Tablalb)

Tabla 15. Efecto de la suplementacién con

ejercicio fisico.

enzimas antioxidantes en el

Suplementacioén Modelo Variable Efecto Referencia
Estimulacion Inhiben fatiga
In vitro de altay inducida por Reid y cols.,
SOD y catalasa (Diafragma) baja estimulacién de baja 1992
frecuencia frecuencia
Derivado de la Carrera
SOD (1mg/100 g Disminuye TBARS y Radak y cols.,
Ratas hasta el I
peso) agotamiento la actividad XO 1995
Intraperitoneal 9

4.3.3.8. Suplementacion con combinaciones de antioxidantes.

La suplementacion con combinaciones de antioxidantes ha sido también

utilizada en diversos estudios (Ver Tabla 16)

Tabla 16. Efecto de la suplementacion con combinaciones de antioxidantes.

Suplementacion Modelo Variable Efecto Referencia
37,5 mg B-caroteno Disminucion de
1250 mg VitaminaC  Humanos  Carrera 60-90 MDA en plasmay Kanter y cols.,
1000 Ul Vitamina E % VO, max. de pentano 1993
5 semanas exalado
0 —
OOMGVIMITE Coreges Cvomn homepagel  PeEseny
y 400 Vitamina C 2 ' L cols.,2001
citoguinas
Vitamina E,Ay C, 2:587:1?:5?02(3 Disminucion de
60 dias HUManNos bicicleta 70% los niveles de Vassilakopoulos.,
Alopurinol, 15dias VO, max ° TNF-q, IL-1B e IL- 2003
NAC, 3 dias 2 : 6 en plasma
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4.3.4. Suplementacion con antioxidantes y su efecto sobre el rendimiento
fisico.

Como hemos comentado anteriormente el ejercicio fisico agotador provoca
un dafio oxidativo en el muasculo esquelético, especialmente en individuos no
entrenados. Cada vez, por otra parte, son mas los estudios que evidencian que los
radicales libres estan relacionados con la fatiga muscular y el rendimiento.

Examinando la literatura podemos ver que son varios los trabajos en los que
se ha estudiado el efecto de la administracion de antioxidantes en el rendimiento

fisico. Las publicaciones se pueden dividir en dos grupos:

4.3.4.1. Estudios en animales.

Son muchos los estudios con animales que han examinado los efectos de
los antioxidantes en el rendimiento muscular. En algunos de estos experimentos se
usaban preparaciones in vitro en las que se afadian antioxidantes (superoxido
dismutasa o catalasa ) al medio circundante al musculo. Por lo general estos
experimentos in vitro indicaban que la adiciéon de antioxidantes al medio provocaba
un retraso de la fatiga muscular y mejoraba el rendimiento (Barclay y Hansel, 1991;
Novelli y cols., 1990; Reid y cols.,1992). En cada uno de estos estudios, los autores
concluyeron que la produccion de radicales libres durante el ejercicio contribuia a la
fatiga muscular y que la adicién de antioxidantes mejoraba el rendimiento muscular
reduciendo el estrés oxidativo.

Un estudio realizado en 1990 (Shindoh y cols., 1990) indicaba que el
tratamiento de animales con el antioxidante N-acetilcisteina provocaba un aumento
de los niveles de glutation y mejoraba el rendimiento muscular in situ del mismo
modo que los anteriormente mencionados estudios in vitro. En este trabajo los
investigadores concluyeron que la adicién de antioxidantes mejoraba el rendimiento
muscular reduciendo el estrés oxidativo inducido por el ejercicio.

Hasta la fecha pocos estudios han examinado los efectos de la suplementacion con
antioxidantes en el rendimiento in vivo.

La tabla 17 contiene una seleccion de investigaciones que relacionan los
efectos del tratamiento con antioxidantes con el rendimiento. Todos los
experimentos muestran que la suplementacion con antioxidantes puede mejorar el
rendimiento muscular disminuyendo el estrés oxidativo inducido por el ejercicio

fisico. Sin embargo la mayoria de los tratamientos utilizados con estos animales no
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pueden hacerse extensivos a los humanos, por lo que los resultados obtenidos no

pueden ser extrapolados.

Tabla 17: Seleccion de estudios en animales en los que se investiga el efecto

de los antioxidantes en el rendimiento fisico.

Estudio Tratamiento Test Rendimiento

Inyeccion de Vitamina

Novelliy cols., 1990 . In vivo (natacion) Mejora
E intramuscular

Shindohy cols., NAC In vitro ( diafragma ) Mejora

1990
Barclay y cols., Alopurinol In vitro ( s6leo) Mejora

1991

Novelli y cols Inyeccion

y " intraperitoneal de In vivo (natacion) Mejora

1991

GSH
Reid y cols., Supeodxido dismutasa, . . .

1992 catalasa In vitro ( diafragma ) Mejora
Leeuwelngbgusrgh yJi GSH etil ester y GSH In vivo (natacidn) Mejora

4.3.4.2. Estudios en humanos.

La suplementacion con antioxidantes y su efecto sobre la resistencia
muscular, en humanos, no ha sido un tema muy estudiado. Muchos de los trabajos
publicados en este sentido se han centrado en los efectos de un Unico antioxidante
en lugar de estudiar su combinacion, por lo que los resultados obtenidos no han
sido muy positivos. En este sentido la vitamina antioxidante mas ampliamente
utilizada en los trabajos ha sido la vitamina E.

Aunque, como ya hemos comentado, muchos estudios han indicado que la
suplementacion con vitamina E y vitamina C disminuye el estrés oxidativo asociado
al ejercicio fisico en humanos, existen muy poca evidencia de que mejoren el
rendimiento. Este hecho lo ilustra muy claramente la Tabla 18, en la que también se
puede ver, por otra parte, que so6lo en un trabajo in vitro se muestra la mejora en el
rendimiento tras la administracién de antioxidantes. En este estudio de Reid y cols.
(1994) se administraron 150 mg de NAC a humanos y se midi6 la fatiga muscular
provocada por estimulacién eléctrica de baja frecuencia. Los resultados revelaron

una mejora en la resistencia muscular tras el tratamiento.
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Tabla 18: Seleccion de estudios con humanos en los que se investiga el

efecto de los antioxidantes en el rendimiento fisico.

ESTUDIO TRATAMIENTO TEST RENDIMIENTO
Lawreilgssy cols, Vitamina E 500 mts. nadando Sin efecto
Sumida y cols, 1989 Vitamina E VO, max. Sin efecto
ROk't;glgi cols, Vitamina E Ejercicio progresivo Sin efecto

Combinacion de Tiempo hasta el

Snider y cols, 1992 . agotamiento al 70% Sin efecto
antioxidantes .
del VO, max.
Reid v cols Estimulacién de baja
Y ' NAC frecuencia del Mejora
1994 . - .
musculo tibial anterior
Cannon y cols, Vitamina E Carrera en tapiz Recuperacion mas
1990 rodante (excéntrico) rapida.

4.3.5. Entrenamiento y estrés oxidativo.

Hasta el momento nos hemos centrado en los efectos nocivos de los
radicales libres generados durante el ejercicio fisico agotador. Sin embargo, el
ejercicio fisico, sobre todo cuando no es agotador resulta una practica claramente
sana y beneficiosa para la prevenciébn de muchas enfermedades. Los efectos
favorables del ejercicio estan bien documentados como hemos mostrado en la
introduccion.

Los efectos indeseables del ejercicio agotador se evitan, al menos en parte,
con el entrenamiento. Este reduce la susceptibilidad del musculo a los radicales
libres (Salminen y Vihko, 1983) e induce la aparicion de enzimas antioxidantes.
Como se puede observar en las Tablas 19 y 20 el entrenamiento, frente al ejercicio
fisico agudo, aumenta la actividad de la SOD. Unicamente en dos estudios aparece
un aumento de actividad SOD tras la realizacion de un ejercicio fisico agudo. En el
trabajo de Minami y cols. (1981), el aumento en plasma de actividad SOD no se
puede descartar que sea debido a un proceso de hemdlisis ya que Cu,Zn-SOD
existe en elevadas cantidades en el interior del eritrocito (Ohno y cols., 1985). Por
otra parte en el otro estudio en que se muestra un aumento de la actividad SOD en
condiciones agudas, el modelo de ejercicio escogido no parece ser el adecuado

(2.800 Km en bicicleta durante 20 dias) correspondiendo, posiblemente, el
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aumento de la actividad enzimatica a una adaptacion a entrenamiento de

resistencia aerdbica (Mena y cols., 1991)

Tabla 19. Ejercicio fisico agudo y actividad SOD en humanos.

Referencia Sujetos Tejido Tipo Trabajo SOD Cambio
Minami y cols., Sujetos . .10 min.
1981 Sanos Plasma bicicleta, 182 Total L
W
Cooper y cols., Corredores Vasto .
p19%2/6 de maraton interno Maraton Total -
Ohno y cols. Estudiantes o 30 min bicicleta,
1986 ' no Eritrocitos 75%, Cu,Zn —
entrenados VO, max.
Mena y cols., Ciclistas o 5 h. bicicleta -
1991 profesionales Eritrocitos 6 dIEiS b|(_:|(_:leta Cu,Zn —
20 dias bicicleta 0

Tabla 20. Ejercicio fisico crénico y actividad SOD en humanos.

Referencia Sujetos Tejido  Tipo Trabajo SOD Cambio
. Deportistas
Jenkins y cols., VO, max.260 Vasto No descrito Total 1
1984 . interno
ml/min/Kg
Ohno y cols., Estudiates sanos Eritrocitos 10 semanas Cu,Zn —
1988 carrera
Lukasllggocols., Nadadores Eritrocitos Natacion Cu,Zn ™"
Mena v cols Ciclistas amaters |
19381 v Ciclistas Eritrocitos Ciclismo Cu,Zn !

profesionales

El ejercicio fisico regular genera una adaptacion frente al estrés oxidativo
evidenciado por un descenso del dafio al ADN, niveles mantenidos de oxidacion
proteica y un aumento de la resistencia frente a la administracion cronica de
peréxido de hidréogeno (Radak y cols., 1999; Radak y cols., 2000). Por otra parte
tras someter a un grupo de ratas a un entrenamiento de larga duracion en el agua,
se observd que aumentaba la actividad del proteasoma, la mayor enzima
proteolitica para proteinas modificadas oxidativamente (Radak y cols., 1999). En el
mismo estudio se midié la actividad de la DT-diaforasa. Esta enzima, también

denominada la enzima anticancerigena (Beyer y cols., 1988) cataliza la
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transferencia de dos electrones a quinonas para formar hidroquinonas estables,
protegiendo a las células del dafio generado por la produccion de semiquinona y la
subsiguiente formacion de radical superoxido.

Al igual que el ejercicio fisico continuado puede ser responsable del dafio al
material genético medido por la oxidacion de la 8oxodG (Okamura y cols., 1997) el
ejercicio fisico regular retrasa una gran cantidad de desdrdenes. Un entrenamiento
de 8 semanas en tapiz rodante atenta de forma significativa el contenido de
8oxodG en musculo gastroncemio de rata (Radak y cols., 2001). De la misma forma
9 semanas de entrenamiento en el agua indujo una disminucién del contenido en
8oxodG en musculo gastrocnemio y una disminucién de los grupos carbonilo en
proteinas (Radak y cols., 1999). En humanos, concretamente en linfocitos, también
se ha publicado la reduccion de los niveles de 8oxodG asociados a la practica de
ejercicio fisico regular (Asami y cols., 1998). Los resultados de estos estudios
apuntan hacia un aumento de la actividad de la enzima encargada de eliminar la
8oxodG del DNA dafiado, en el entrenamiento (Radak y cols., 2002). Esta enzima,
en bacterias la Fpg (formamidopirimidina-DNA glicosilasa), tiene como homdélogo
funcional en mamiferos, la OGG1 (Rosenquist y cols., 1997).

Hellsten y cols. (1993) a este respecto, sugirieron que el entrenamiento
podia alterar las actividades de enzimas relacionadas con el metabolismo de las
purinas. Ellos encontraron que la actividad de las AMP deaminasas se reducian,
mientras que las de la hipoxantina fosforibosiltransferasa (HPRT) y las de la
fosfofructoquinasa aumentaban tras 6 semanas de entrenamiento. El aumento en la
actividad HPRT se asocia con un aumento en la fosforilacion de la hipoxantina
intracelular a IMP. Este hecho disminuye la disponibilidad del sustrato para la XO
en el masculo entrenado. La acumulacion del contenido en plasma de hipoxantina y
acido urico también se vio disminuido tras el entrenamiento. Estos datos apuntan
hacia la reduccién en la liberacion de purinas por el masculo como una buena
adaptacion al ejercicio.

En resumen y, a modo de conclusién, podemos considerar que el ejercicio
fisico moderado practicado con regularidad puede ser responsable de las
adaptaciones de los sistemas antioxidantes y de reparacion de dafo (Radak y cols.,
2001). Por todo ello parece que las adaptaciones inducidas por el estrés oxidativo
pueden jugar un papel importante en los efectos beneficiosos del ejercicio fisico
regular. EI musculo esquelético es el tejido con mayor masa del cuerpo, lo forman
células postmitdticas que muestran una mayor tendencia a acumular estrés
oxidativo. Por tanto el entrenamiento puede aumentar la resistencia de este tejido al

estrés oxidativo.
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4.3.6. Generacion de radicales libres durante la contraccion muscular, papel

en la sefializacién celular.

En la Ultima década cada son mas los trabajos en los que se apunta hacia la
funcion fisiolégica que las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, desempefian
en el muasculo esquelético. Los datos indican que las ERO y ERN son
continuamente generadas en el musculo de individuos sanos y que estas moléculas
modulan procesos que van desde desarrollo, al metabolismo, pasando por el
control del flujo sanguineo y la contraccion muscular.

La produccion de radical superéxido en el musculo esquelético en reposo es
pequefa, sin embargo ésta se acelera durante la actividad contractil. Se apunta
hacia el radical superéxido y el peréxido de hidrogeno como las especies reactivas
con funcién en la sefalizacion. El radical hidroxilo, sin embargo, dada su elevada
reactividad y su baja vida media, es practicamente indetectable en el musculo en
condiciones basales. Este aumenta cuando el ejercicio se realiza hasta el
agotamiento y esta mas relacionado con la fatiga muscular (Reid, 2001).

Como las ERO, el NO* es generado continuamente en el musculo
esquelético y su produccion aumenta en los periodos de contraccibn muscular.
Esta molécula de bajo peso molecular cataliza una variedad de sefales que
regulan procesos intracelulares e interacciones entre células. A niveles bajos, el

NO°®, puede tener propiedades antioxidantes oponiéndose a los efectos de las ERO.

4.3.6.1. Efecto de las ERO en la contraccién muscular.

Las ERO tienen un efecto bifasico en la funcion contractil del musculo no
fatigado. Los bajos niveles de ERO presentes en condiciones basales son
esenciales para la producciéon de fuerza. Una deplecién selectiva de las ERO en
musculo no fatigado, utilizando SOD o catalasa provoca una caida en la fuerza de
la contraccion. Por otra parte, un modesto incremento de las ERO provoca un
aumento en la fuerza. Este efecto positivo revierte a concentraciones mas elevadas
de ERO; la caida en la fuerza es dependiente en este caso de la dosis y del tiempo
de aplicacion. Estos efectos negativos pueden ser prevenidos pretratando los
musculos con antioxidantes o administrando agentes reductores.

El aumento en la produccion de ERO que ocurre durante el ejercicio fisico
agotador contribuye a la aparicion de la fatiga. Los radicales libres en el musculo se
generan mas rapidamente de lo que pueden ser neutralizados por los antioxidantes

endogenos. Cuando las ERO se acumulan en el musculo en contraccion, inhiben
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su produccion de fuerza. El efecto es anélogo al descenso en la fuerza que ocurre
en los musculos no fatigados cuando se les expone a elevados niveles de ERO. En
la misma linea, el efecto de los radicales libres en musculo fatigado puede ser
minimizado cuando éste se pretrata con antioxidantes (Reid y cols., 1994).

Otros factores pueden también incrementar la cantidad de ERO en el
muasculo. La edad parece aumentar la cantidad de oxidantes a los que se ve
expuesto el masculo (Cakatay y cols., 2003). El dafio muscular producido por la
reperfusion o el estiramiento también inducen una situacion de estrés oxidativo
asociada a una pérdida de la funcién muscular (Grisotto y cols., 2000). Por ultimo
los musculos pueden experimentar un estrés oxidativo en procesos inflamatorios
entre los que se incluyen: miopatias, sepsis, hipertermia maligna y fallo cardiaco
(Vider y cols., 2001)

En la Figura 24 se observan los efectos de las ERO. Este modelo sugiere
gue el estado redox del citosol es una variable fisiol6gica regulada, de forma que la
fibra muscular equilibra su produccion de oxidantes frente a su capacidad
antioxidante. El modelo presenta un estado redox intracelular éptimo para la
generacién de fuerza. Cuando el resto de pardmetros permanecen constantes,
cualquier desviacion con respecto a este punto 6ptimo, desencadena una pérdida
de fuerza. Este tipo de relacion se mantiene también en otras variables reguladas
homeostaticamente, por ejemplo, pH, temperatura u osmolaridad, y son
consistentes con lo que se sabe hasta ahora respecto a los radicales libres. En
condiciones basales, los musculos no fatigados parecen mantener bajos niveles de
oxidantes, optimos para la contraccion. Los antioxidantes, en estas circunstancias,
deplecionan los niveles de oxidantes, disminuyendo la cantidad de fuerza. La
adicion de ERO tiene un efecto bifasico; a medida que los niveles de oxidantes
aumentan de forma progresiva, la fuerza aumenta hasta llegar un punto en el
comienza a decaer. El estrés oxidativo causado por el ejercicio fisico agotador, el
dafio muscular o algun tipo de enfermedad desplaza la curva hacia la derecha,
provocando una disminucion de la fuerza. En estas condiciones los antioxidantes
tienden a aumentar la fuerza al devolver el estado redox intracelular a su punto
6ptimo (Reid, 2001)
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Figura 24. Representacion de los efectos del estado redox celular sobre la
fuerza isométrica. EI modelo integra datos de musculos fatigados y no

fatigados.
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A: Estado basal en musculos no fatigados. B: Mdusculos no fatigados tratados con
antioxidantes o agentes reductores. C: Musculos no fatigados expuestos a bajos niveles de
ERO. D: Musculos expuestos a una cantidad excesiva de ERO, debido a elevados niveles
de exposicion a ERO o a una produccion acelerada de ERO en musculo fatigados por el

ejercicio (Reid y cols., 1993)

4.3.6.2. Efecto de las ERN en la contraccién muscular.

4.3.6.2.1. Oxido nitrico.

El NO® es generado continuamente por el musculo esquelético. Esta
molécula de bajo peso molecular cataliza una variedad de sefales que regulan
procesos intracelulares e interacciones entre células. A niveles bajos, el NO®, puede
tener propiedades antioxidantes oponiéndose a los efectos de las ERO. Pero el
NO® también interacciona con el radical superéxido para generar peroxinitrito, una
especie muy toxica y cuya reactividad sélo se ve superada por el radical hidroxilo.
La formacion de peroxinitrito promueve el estrés oxidativo y nitrosativo. El
metabolismo del NO®° culmina en la acumulacion de nitritos y nitratos, dos
derivados relativamente estables y que pueden ser medidos en los sistemas

biolégicos.
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El NO® es sintetizado por las 6xido nitrico sintasas (NOS), una familia de
enzimas que se expresan en musculo esquelético. Las formas constitutivas NOS
son dependientes de las concentraciones del Ca' citoplasmatico. La isoforma
neuronal (NNOS), se localiza en el sarcolema de las fibras musculares rapidas y
esta asociada al complejo distrofina. La distrofina es una proteina del citoesqueleto
gue forma, al unirse con una glicoproteina de membrana, un puente de unién entre
el citoesqueleto y la matriz extracelular. EI complejo distrofina-glicoproteina,
previene el dafio al sarcolema durante los ciclos repetitivos de contraccion
muscular transmitiendo las fuerzas generados por los sercomeros en el interior de
la fibra muscular, al tejido conectivo extracelular (Miyagoe-Suzuki y Takeda, 2001).

La isoforma neuronal de la NOS esta estratégicamente situada cerca del
complejo distrofina-glicoproteina para la transmision de informacién del exterior de
la célula al interior y viceversa. El Ca* liberado por el reticulo sarcoplasmico en
respuesta a los potenciales de accion que alcanzan los tabulos transversales, se
considera que puede desempefiar un papel en la activacion de la nNOS en la cara
citoplasmética del sarcolema (Peters y cols.,, 1997). Curiosamente se han
encontrado niveles méas elevados de mARN y de actividad enzimatica nNOS en
musculo que en cerebro de humano. La NOS endotelial (eNOS) esta asociada a la
mitocondria, los niveles de eNOS no se correlacionan con el contenido de miosina
del musculo. Las células musculares expresan de forma contitutiva nNOS, eNOS, o
ambas. Se ha demostrado que tanto las fibras tipo | como las fibras tipo Il expresan
ambas isoformas de forma constitutiva. Sin embargo los musculos de fibras rapidas
expresan una mayor cantidad de nNOS mientras que los musculos de fibras
oxidativas estan asociados a la expresion de la isoforma eNOS (Kobzik y
cols.,1994).

Las enfermedades inflamatorias pueden estimular la expresién de un tercer
tipo de isoforma, la inducible (iNOS). En condiciones normales el musculo
esquelético presenta bajos niveles de iINOS. La produccion de NO* por iNOS no
esta regulada por Ca™ y depende del sustrato. Como la L-arginina es muy
abundante en musculo, sus ratios de producciéon son mucho mas elevados que los
de las otras dos isoformas. Este hecho exagera la accion del NO® en las células a
las que afecta y puede desembocar en un estrés oxidativo o nitrosativo.

Las tres isoformas estan reguladas por citoquinas y por los procesos de
hipoxia (Gaston y Stamler, 1999). La expresion de la nNOS aumenta por dafio por
compresion, la actividad muscular y el envejecimiento, mientras que disminuye tras
denervacion (Tews y cols., 1997). Las isoformas eNOS, tanto vascular como

muscular, y nNOS aumentan con el ejercicio fisico cronico (Tidball y cols., 1998).
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La isoforma iNOS es inducida también durante el ejercicio, como respuesta
a la liberacién de citoquinas y otros factores (Husain y Hazelrigg, 2002)

En condiciones normales el NO® se genera a bajos niveles durante
pequefios periodos de tiempo e interacciona directamente con sustratos biolégicos
ejerciendo su funciébn como regulador. EI NO® reacciona principalmente con
proteinas y radicales. EI NO* puede modificar la funcion de hemo y no hemo-
proteinas, como la guanilato ciclasa soluble (sGC), proteinas con clusteres Fe-S,
como los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, proteinas con residuos
cisteina como el receptor rianodina y la GAPDH; y proteinas que contienen
residuos tirosina susceptibles de ser oxidadas y formar radical tiroxilo, como las
enzimas de la via de sintesis de las prostaglandinas (Lorch y cols., 2000). En
musculo esquelético, el NO* esta implicado en la regulaciéon de la contraccion, la
funcion mitocondrial, la homeostasis de la glucosa y flujo sanguineo (Grozdanovic y
Baumgarten, 1999).

En la Figura 25 se detalla un esquema de todas estas funciones. Existen
evidencias tanto fisiolégicas como morfoldgicas del papel de la guanilato ciclasa
soluble como mediadora de, al menos, algunas de estas funciones. En general el
NO® inhibe la produccion de fuerza en masculo esquelético. Otra de sus funciones
es la de preservar los depdsitos de energia intracelulares promoviendo la captacion
de glucosa e inhibiendo la glucolisis, la respiracién mitocondrial y la degradacion
del creatinfosfato (Reid, 1998). EI mecanismo de accion del NO® sobre el
transporte de glucosa sigue siendo una incognita pero parece que el NO* puede
jugar un papel en la traslocacién del GLUT4 del “pool” intracelular al sarcolema en
el masculo esquelético (Bradley y cols., 1999). La inhibicién de la via glucolitica por
el NO* se atribuye, sin lugar a dudas, a la S-nitrosilacion del GADPH. Un
mecanismo similar es el responsable de la inhibicién, por el NO* de la CKy de la
cadena de transporte electrénico mitocondrial (Boveris y cols., 2000).

Ademas de con proteinas, el NO® reacciona con radicales libres. Por ultimo,
otro importante lugar de accién del NO* esta localizado fuera de la fibra muscular,
en los vasos sanguineos. EI NO® esta implicado en la regulacion del flujo
sanguineo en el musculo esquelético durante el ejercicio fisico, antagonizando la
respuesta vasoconstrictora de la activacion simpatica (Lau y cols., 1998). EI NO® se
une al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble e induce un cambio
conformacional que activa la enzima. Su producto guanosina monofostato ciclico
(GMPc) modula la funcién de protein kinasas, fosfodiesterasas, canales ionicos y

otras dianas fisiolégicas importantes. Los ejemplos mas importantes incluyen la
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regulacion del tono muscular liso y la inhibicibn de la adhesion plaquetaria
(Radomski y cols., 1987).

Figura 25. Esquema de las principales dianas del NO° en musculo
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La isoforma eNOS esta relacionada con el desarrollo muscular, el tono
vascular y especialmente la funcién mitocondrial. Esta isoforma se encuentra tanto
en la matriz como en la membrana mitocondrial (Bates y cols., 1996). La liberacion
de NO* por eNOS mejora el flujo sanguineo y han sido varios los trabajos en los
que se han encontrado evidencias de que el NO® regula la respiracion mitocondrial
por interacciones con la citocromo oxidasa y el complejo | de la cadena de

transporte electronico mitocondrial (Clementi y cols., 1999).

4.3.6.2.2. Mecanismos de regulacion de la fuerza muscular por las ERO y
ERN.

La fuerza muscular puede ser regulada por el estado redox. Las ERO y ERN
constituyen sefiales a las que responden distintas dianas moleculares. La
regulaciéon del calcio es una diana importante. Se sabe que las proteinas del
reticulo sarcoplasmico son sensibles al estado redox. Entre las proteinas del
reticulo, la rianodina ha sido una de las méas estudiadas. Este canal controla los

niveles de Ca' intracelular en el misculo. Varios moduladores endégenos tales
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como Mg*z, ATP o la calmodulina afectan la actividad de la rianodina (Meissner,
1994).

Las ERO y otros oxidantes aumentan la aperturas de los canales,
promoviendo la salida de calcio del reticulo sarcoplasmico. Los antioxidantes y
agentes reductores se oponen o revierten la accién de las ERO en el canal. Los
efectos del NO® parecen ser dependientes de la concentracién. A niveles bajos, los
derivados del nitrégeno inhiben la activacién oxidativa de los canales. A niveles
elevados, el NO* mimetiza la accion de las ERO y estimulan la apertura de los
canales. Cada subunidad de esta proteina tetramética contiene un pequefio
namero de cisteinas regulatorias. Las ERO y el NO® oxidan los tioles de las
cisteinas para formar puentes disulfuro que inducen la apertura de los canales.
Estos puentes disulfuro pueden ser revertidos por agentes reductores,
proporcionando un mecanismo redox sensible para la modulacién de la actividad
de los canales. La actividad puede ser también modulada indirectamente, via
redox, por alteraciones en la sensibilidad de los canales a otras proteinas

reguladoras como la calmodulina.

Otra diana potencial es la SERCA (ATPasa calcio-dependiente del reticulo
sarcoplasmico). Esta enzima elimina el calcio del citosol. Un pequefio numero de
grupos sulfhidrilo cercanos al sitio activo de la SERCA regulan la actividad de la
enzima (Daiho y kanazawa, 1994). La ERO inhiben la actividad de la bomba. Por
otra parte el estrés oxidativo enlentece la recaptacion de calcio al reticulo
sarcoplasmico (Ishibashi y cols., 1996). La exposicion a elevados niveles de NO*
también inhibe la actividad de SERCA via oxidacion de tioles y nitracion de residuos
tirosina (Viner y cols., 1997). En resumen, la oxidacién de proteinas del reticulo
sarcoplasmico inducen un aumento de los niveles de calcio en el citosol. Este
efecto puede contribuir a la alteracién en la homeostasis del calcio que conduce a

la fatiga muscular (Bruton y cols., 1998).

Los miofilamentos musculares también son sensibles a modificaciones
redox. Estudios en fibras musculares aisladas indican que la funcién de los
miofilamentos es alterada si se exponen a ERO 0 a donadores de NO® (Andrade y
cols., 1998). Varias proteinas podrian regular esta respuesta. La cadena pesada de
la miosina contiene multiples residuos sulfhidrilo susceptibles. La oxidacion de los
tioles de la miosina es uno de los mecanismos que media los cambios en las
concentraciones de calcio intracelular y de la fuerza. La troponina también muestra
sensibilidad al estado redox. La oxidacién de residuos sulfhidrilo criticos provoca la

activacion de la troponina C cardiaca (Chance y cols., 1979). La actina y la
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tropomiosina parecen menos sensibles a la modulacion por el estado redox (Liu y
cols., 1990), mientras que la sensibilidad de la cadena ligera de la miosina ha sido

poco estudiada.

Las ERO y el NO* también pueden actuar sobre proteinas reguladoras
indirectamente via segundos mensajeros sensibles al estado redox. El paradigma
de esta regulacion es la sefializacién, via guanosina monofostato ciclico, del NO®.
ElI NO* activa la gualinato ciclasa, aumentando la sintesis de GMPc en el masculo
esquelético. En cierta medida, esta via es la responsable de la disminucién de la
fuerza provocada por el NO* (Abraham y cols., 1998). Es posible que las ERO
también ejerzan efectos indirectos via modulacién reversible de las actividades
kinasas y fosfatasas. De esta forma los RL pueden alterar la funcion de distintas

proteinas implicadas en el proceso contrctil.

Las ERO exégenas (Andrade y cols., 1998) y los donadores de NO°
(Andrade y cols., 1998) provocan disminuciéon en la fuerza muscular pero sin
grandes cambios en los niveles de calcio o de su recaptacion por el reticulo
sarcoplasmico, su efecto en la funcion de las miofibrillas es mas marcado. En los
rangos fisiolégicos, la funcién miofibrilar y no el calcio del reticulo sarcoplasmico es
sensible a los RL. En la Figura 26 presentamos un diagrama del papel de las ERO
en el proceso contractil. Los niveles intra y extracelulares de ERO estan en
equilibrio con los sistemas antioxidantes. La funcién de los filamentos contractiles
es mas sensible a los cambios en las concentraciones de ERO (flechas gruesas)
gue las del reticulo sarcoplasmico (flechas delgadas). Los cambios mediados por el
estado redox en la funcién miofibrilar puede ser resultado de la activacion de

protein kinasas u otras vias de sefalizacién sensibles a estrés oxidativo.

Figura 26. Diagrama del papel potencial de las ERO en el proceso contractil.
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El NO® disminuye la produccién de fuerza en los musculos no fatigados. El
efecto del NO® puede ser estudiado bloqueando la actividad de la NOS, en cuyo
caso, la fuerza de las fibras musculares se ve aumentada. Dadores exdgenos de
NO* tienen un efecto contrario, disminuyen la fuerza de las fibras musculares. La
relacion del NO* en la regulacion de la generacion de fuerza en musculo
esquelético incluye varios mecanismos.

El NO* se ha publicado que disminuye la fuerza contractil por inhibicién de
la actividad Ca*® ATP asa en el reticulo sarcoplasmico via GMP ciclico (Kobzik y
cols., 1994). Esta molécula es capaz de interaccionar con las cisteinas de la
rianodina y disminuir o aumentar la liberacion de Ca*’, dependiendo del estado
redox celular (Stamler and Meissner, 2001). Ademas evoca la hiperpolarizacion del
potencial de membrana, lo que supone una reduccion de la generacion de fuerza
(Parkington y cols., 1993). Por otra parte, la formacion de especies oxidantes
derivadas del NO® como el peroxinitrito puden provocar nitracion de proteinas
conduciendo a la degradaciéon de las mismas (Misko y cols., 1998). Por ultimo
existen otros mecanismos por los que el NO® podria contribuir a la disminucién de
fuerza en el muasculo esquelético. Se sabe que la produccion de cierta tasa de
radical superoxido es necesaria para la produccion de fuerza 6ptima in vitro y para
la promocion del acoplamiento excitacion-contraccion (Reid y cols., 1993). EI NO*
reacciona con el radical superoxido tres veces mas rapido que la SOD. Ademas el
NO® antagoniza el efecto del superoxido en otros tejidos (Munzel y Harrison,
1999). No esta del todo claro, sin embargo, si el descenso en la fuerza mediado por
las NOS, deriva directamente de un efecto mediado por el NO* o indirectamente de
su capacidad para reaccionar con el radical superdxido.

El efecto del NO® en musculos fatigados estd menos claro. Estudios in vivo
muestran que la fatiga muscular se acelera por una administraciéon sistémica tanto
de donadores de NO® como de inhibidores de la NOS. Estos efectos se atribuyen a
una disminucion del control vascular. Por el contrario, los inhibidores de la NOS
muestran muy poco efecto en la fatiga en musculos aislados in vitro. Por todo ello
no se considera al NO* enddgeno como uno de los mediadores principales de los
eventos intracelulares que disminuyen la fuerza. Los efectos del NO® sobre la

fatiga muscular, si existen, deben ser indirectos (Reid, 2001).

La fuente del NO* en musculo esquelético humano puede estar relacionada
con la activacion de iINOS en las células musculares o de macréfagos debido al
dafio (Radak y cols., 1999)
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4.3.6.2.3. Papel del NO® en las adaptaciones al ejercicio.

Son varios los estudios en los que se ha estudiado la importancia del NO® en
el ejercicio fisico administrando el inhibidor de la NOS, N“-nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME). En el 2001 Wang y cols. observaron al administrar L-NAME de
forma cronica a un grupo de ratas, éstas presentaron una marcada reduccion en
la velocidad de la marcha en un tapiz rodante, de la seccién transversal de sus
fibras musculares y de su masa muscular. Con todos estos datos el grupo apuntd
hacia un papel del NO* en las adaptaciones al ejercicio fisico del tejido muscular.
Smith y cols. un afio mas tarde (2002) siguiendo la misma linea, estudiaron el papel
del NO* en la hipertrofia muscular inducida por la sobrecarga de un grupo
muscular al eliminar sus sinergistas. El bloqueo con L-NAME inhibi6 el efecto de la
sobrecarga en la expresion de la de la cadena pesada de la miosina en el musculo
plantar. Los resultados de estos trabajos junto con los previos de Tidball y cols.
(1998), demuetran el papel de la NOS como transductor de sefiales que ejerce un
control sobre los genes del tejido muscular y confirman el papel del NO*® en la
sefalizacion durante el proceso de hipertrofia.

El inhibidor L-NAME, también ha sido utilizado en humanos. En un estudio
de Bradley y cols. (1999) concluyeron la importancia del NO® en la regulacion de la
captacién de glucosa por el musculo esquelético, utilizando como modelo humanos
durante la realizacion de un ejercicio fisico dinamico. El descubrimiento de que la
expresion de las NOS aumentan en musculo tras entrenamiento de resistencia en
ratas (Balon y Nadler, 1997) y de que la actividad NOS esta reducida en las ratas
resistentes a la insulina, sugiere que la actividad fisica puede tener un papel en la
regulaciéon de la actividad NOS y contribuir al metabolismo muscular.

En otros estudios la inhibicién se ha centrado en una isoforma concreta de la
NOS. Este es el caso del trabajo publicado en el 2002 por Momken y cols. Este
grupo estudio6 el papel de eNOS utilizando como modelo ratones carentes del gen.
Los autores observaron gue la delecién de eNOS modula el perfil energético de los
musculos con fibras oxidativas, mientras que los perfiles del masculo cardiaco o
con fibras glucoliticas, permanece casi inalterado. La ausencia del gen eNOS
induce varias alteraciones anatémicas en los ratones. Los animales presentan una
disminucion significativa de la longitud de la tibia. Estos resultados coinciden con
otros muy recientes que muestran que eNOS esta implicada en la regulacion local
del metabolismo y el crecimiento del hueso al influir en la funcion de los

osteoblastos (Aguirre y cols., 2001). Por otra parte los valores de presién arterial,
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en estos animales, muestran un marcado incremento que no se correlaciona con un
aumento en el tamafio del corazén (Shesely y cols., 1996). Una interesante
aportacion de este trabajo es la atrofia muscular, especialmente pronunciada en los
musculos con fibras oxidativas y mixtas.

Un resultado muy interesante obtenido de este mismo trabajo es el
descenso marcado en la respiracion mitocondrial que ocurre en el masculo. Este
efecto, unido al descenso en un 40% en la actividad citrato sintasa, sugiere un
descenso en la poblacion mitocondrial en los ratones “knockout” de eNOS
(Momken y cols., 2002).

Por otra parte la administracién cronica de L-NAME en ratas supone un
aumento significativo en la presioén arterial y la frecuencia cardiaca. Estos cambios
fueron acompafiados por una disminucién de los niveles de NO® cardiacos, de la
actividad NOS y de las expresiones de iNOS, nNOS y eNOS; lo que indica una
inhibicion de la sintesis de NO® en el corazon. Unos niveles bajos de NO® inducen
una respuesta contractil positiva tanto del corazén como de la aorta, lo que supone
un aumento de la frecuencia cardiaca y la presién arterial (lemitsu y cols., 2000). El
NO® puede regular tanto la adenilato ciclasa como la guanilato ciclasa en corazény
aorta (Vila-Petroff y cols., 1999) y por tanto la presion arterial y la frecuencia
cardiaca. Los datos indican ademas que la administracion cronica de L-NAME a las
ratas, aumenta de forma significativa los niveles de MDA, grupos carbonilo y
actividad xantina oxidasa, lo que indica un aumento de la peroxidacién lipidica,
oxidacién proteica y produccion de radical superdxido debido a la inhibicién crénica
de la NOS.

El estrés oxidativo generado en el sistema cardiovascular por la activacion
de la xantina oxidasa supone un disbalance en la via de sefializacion tanto del NO*
como de otras vias intracelulares (Lounsbury y cols., 2000) lo que conlleva una
respuesta hipertensiva y un aumento en la contraccion (Yang y cols., 1998). La
administracion crénica de L-NAME supuso un descenso significativo del ratio
GSH/GSSG, por una deplecién de los niveles de GSH y un aumento de los de
GSSG en musculo cardiaco. Este mismo efecto a nivel sanguineo ha mostrado ser
un buen marcador de hipertension (Husain y Hazelrigg, 2002). Es importante
destacar el hecho de que la deplecion del GSH utilizando butionina sulfoximina
(BSO) en ratas supone un aumento de la presion arterial (Vaziri y cols., 2000). La
administracién cronica de L-NAME también provoc6 una disminucién significativa
de las defensas antioxidantes cardiacas y la expresion de proteinas en ratas

(Husain y Hazelrigg, 2002)
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4.3.6.3. Sefalizacién celular y estrés oxidativo.

La sefializacion celular es la via por la que sefiales extracelulares se
convierten en respuestas intracelulares (metabolismo energético, crecimiento,

diferenciacion, muerte).

Aunqgue se conocen muchas vias de sefalizacion sensibles al estado redox,
ninguna ha sido tan estudiada como la via de las protein kinasas activadas por
mitdgenos (MAP Kinasas) y del factor nuclear kappa B (NF-kB). Gran parte de los
efectos redox celulares estan mediados directa o indirectamente por estas vias que

presentan numerosos pasos sensibles a estrés oxidativo.

4.3.6.3.1. Lavia de las MAP Kinasas.

La cascada de sefializacion de las MAP Kinasas estd regulada por
fosforilaciones y defosforilaciones en residuos serina y/o treonina y responden a la
activacion de receptores tirosin kinasa, protein tirosin kinasas, receptores de
citoquinas y de factores de crecimiento.

Cuatro han sido las subfamilias de MAP Kinasas identificadas hasta ahora:
JNK/SAP Kinasas (Woodgett y cols., 1996), ERK %, p38 (Han y cols.; 1996) y
BMK/ERKS5 (Lee y cols., 1995).

Estas vias son estimuladas por una gran variedad de factores de crecimiento y de
estrés ambiental y ejercen un papel muy importante en la regulaciéon de la funcion
celular.

La sefalizacién por la via de las MAP Kinasas implica la fosforilacién vy
activacion de las MAP Kinasa Kinasa Kinasa (MAPKKK), las MAP Kinasa Kinasa
(MAPKK) y las MAP Kinasa. Las MAP KKKs son reguladas por oligomerizacion y
fosforilacion. Las MAPKKs actian a su vez fosforilando las MAP Kinasas en el
ciclo de activacion de las kinasas.

La cascada de ERK1/2, fue la primera via MAP Kinasa de sefalizacion
caracterizada en células de mamifero. Es activada principalmente por factores de
crecimiento, entre los que se incluye la insulina, factores de crecimiento de la
epidermis, factores de crecimiento nervioso y otros factores que promueven la
diferenciacién celular y el crecimiento (Force y Bonventre, 1998). La cascada de
activacion de ERK incluye distintas MAPKKKs entre las que se incluye Raf. Raf
puede fosforilar y activar MEK1 y/o MEK2 (MAPKKS) que llevan a la fosforilacion de

ERK1 y /o ERK 2. Las ERKs activadas pueden fosforilar kinasas citoplasméticas
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como p90 ribosomal, RSK2 o0 MSK1/2. ERK1 y 2 se pueden también traslocar al
nucleo donde pueden fosforilar una gran variedad de factores de transcripcion
(Sakamoto y cols., 2002)

La cascada de sefalizacion de la JNK también puede ser activada por
factores de crecimiento; sin embargo, esta cascada esta activada de forma mas
especifica por estrés ambiental: luz ultravioleta, citoquinas proinflamatorias, shock
osmoético. MAPKK 4 y 7 son las kinasas que fosforilan JNK (Sakamoto y cols.,
2002)

La MAPK p38 es activada por un estrés ambiental, como JNK (Han y cols.,
1994). La cascada de p38 engloba distintas series de proteinas MAP KKKs, como
MKK3 y 6 (Han y cols., 1996).

ERK5 es activada por estrés oxidativo e hiperosmolaridad (Kyriakis y
Avruch, 2001) y MEKS5 ha sido la kinasa identificada responsable de su activacion
(Kato y cols., 1997). Sin embargo se conocen pocos detalles sobre la via de

sefalizaciéon para esta MAP Kinasa (Ver Figura 27)

4.3.6.3.2. Efectos del ejercicio sobre la via de las MAP Kinasas.

En 1996 se publicé por primera vez que la activacion en musculo esquelético
de ERK1/ 2, JNK y p38 tras el ejercicio fisico (Goodyear y cols., 1996). En los
ultimos afios se ha despertado el interés por el conocimiento de la regulacion de

estas vias de sefializacion.

La activacién de ERK 1/ 2 en musculo esquelético de rata, ha sido descrita
en diferentes modelos de ejercicio: tapiz rodante (Goodyear y cols., 1996; Nader y
Esser, 2001), contracciones in vitro (Hayashi y cols., 1999; Ryder y cols., 2000),
contracciones in situ (Sherwood y cols., 1999) y en estiramiento (Boppart y cols.,
2001); en musculo de raton tras ejercicio en tapiz rodante (Dufresne y cols., 2001) y
en musculo esquelético en humanos como respuesta a ejercicio fisico en
cicloergébmetro y a una carrera de maraton (Aronson y cols., 1998; Osman y cols.,
2000). En cuanto a las kinasas situadas en la via de activacion de ERK1/ 2 por
encima de ésta, el ejercicio y la contraccion han mostrado incrementos en la
actividad tanto de MEK % como de Raf 1 (Aronson y cols., 1997). Mientras que por
debajo de ERK1/ 2 la activacién se ha descrito en RSK2 y MSK1/ 2 (Ryder y cols.,
2000).

La activacion de ERK 1/ 2 se ha estudiado en miembros individuales

(ejercicio en cicloergbmetro con una sola pierna). En este modelo se ha observado
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que la activacion de la via ocurre en el masculo de la pierna ejercitada. Este dato
sugiere que la estimulacion de ERK1/ 2 en respuesta al ejercicio en musculo es
debido a un efecto local especifico del tejido y no a un efecto sistémico (Widegren y
cols., 1998).

La activacion de la via de JNK también ha sido descrita en musculo
esquelético de rata como respuesta a contracciones in vitro (Boppart y cols., 2001),
contracciones in situ (Aronson y cols., 1997), carrera en tapiz rodante (Goodyear y
cols., 1996) y estrés mecanico (Boppart y cols., 2001). En humanos JNK se activa
en respuesta a ejercicio en cicloergbmetro, contracciones concéntricas y
excéntricas de cuadriceps y carrera de maraton (Boppart y cols., 2001). En cuanto
a las kinasas situadas en la via de activacion de JNK por encima de ésta, el
ejercicio activa MEKK1 y MKK4 en musculo esquelético (Aronson y cols., 1997).
Frente a lo que ocurre con ERK 1/ 2 que muestra una activacion rapida y pasajera,
la activacion de JNK se mantiene durante las contracciones musculares in situ.
Estos resultados sugieren que las proteinas que regulan ambas vias pueden ser
diferentes (Aronson y cols., 1997)

Con respecto a p38 se ha visto su activacion en muasculo de rata tras
ejercicio en tapiz rodante (Goodyear y cols., 1996), contracciones in vitro (Boppart y
cols., 2001), contracciones in situ (Nader y Esser, 2001) y estrés mecanico (Boppart
y cols., 2001). En humanos se activa tras ejercicio en cicloergdmetro y carrera de
maraton (Boppart y cols., 2000). La fosforilacion de MAPKAPK-2, una proteina
situada por debajo de p38 en la cascada, esti asociada a cambios en esta MAP

Kinasa durante el ejercicio y la contraccion (Krook y cols., 2000)

4.3.6.3.3. Consecuencias fisiolégicas de la activacion de la via de las MAP

Kinasas por el ejercicio.

Como hemos visto en el apartado anterior el ejercicio puede activar 3 de las
vias de sefalizacion de las MAP Kinasas. La funcion fisiologica de esta activacion
ha sido ampliamente estudiada. Se ha relacionado a las MAP Kinasas con el
metabolismo de los carbohidratos pero sobre todo con la regulacién de la expresion

génica.

103



[. Introduccioén

El control de distintos procesos transcripcionales es una de las funciones
mas establecidas de su cascada de sefializacion. Se sabe que las MAP Kinasas
pueden traslocarse al nucleo y fosforilar distintos factores de transcripcion, tales
como: Elk-1, c-Jun, c-Myc, c-Fos, CHOP, ATF2, MEF-2, CREB y SAP-1 (Hazzalin y
Mahadevan, 2002)

Pero no solo pueden regular la transcripcion por interacciones directas con
factores de transcripcion, también pueden activar otros sustratos como RSK2,
MAPKAPK-2/3, and MSK1/2 que pueden traslocarse al nudcleo y fosforilar
numerosos factores de transcripcion.

El ejercicio fisico tiene un elevado impacto en la expresiobn génica en
musculo esquelético pues estimula multiples vias de sefalizacién relacionadas con
las MAP Kinasas que juegan un importante papel en la regulacién transcripcional

de genes en musculo esquelético (Widegren y cols., 2001)

Figura 27. Vias de activacion de las MAP Kinasas.

Stimulus EGF, bFGF, TPA Anisomycin, UV-irradiation, stress EGF, stress, serum

. Downstream Transcription Mucleosomal
. MAPKK D MAPK D kinase u factor pratein

4.3.6.4. racior ue LranscripcCiorn reaox serisivie, NF-Kb, el el ejerciCio

4.3.6.4.1. Estructura y activaciéon de NF-«xB

Muchos factores transcripcionales que actdan en las células aparecen por
sintesis de novo; en respuesta a procesos de activacion génica, que necesitan a su

vez la actividad de otros factores transcripcionales preexistentes en la célula, y que
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responden a un estimulo dado mediante modificaciones como puede ser unién a
ligando, fosforilacibn, o asociacion con subunidades reguladoras. Esta
respuesta/activacion puede suponer una ganancia en la capacidad de union a ADN,
la modificacion de su capacidad como potenciador transcripcional, su desplazamiento
al nacleo o una combinacion de algunos de estos procesos. Estos factores
trascripcionales preexistentes en las células se denominan factores transcripcionales
primarios, y son piezas clave en sistemas de respuesta rapida a sefiales
extracelulares, pues las rutas de las que forman parte, suponen generalmente
mecanismos de transduccién rapida de sefiales desde el exterior hacia el nucleo
celular.

Un factor transcripcional primario muy bien caracterizado es NF-xB descrito
por primera vez como un factor transcripcional de la sintesis de la cadena ligera de la
inmunoglobulina Kappa en linfocitos B (Sen y cols., 1986). Se comprobé con el
tiempo que en realidad es un factor transcripcional ubicuo, con un mecanismo de
activacion basicamente Unico (si se considera al propio factor y a su represor), pero
que sin embargo responde a una gran cantidad de sefiales, y activa también a una
importante cantidad de genes, como veremos mas adelante. NF-xB tiene una
evidente importancia en el sistema inmune: los tipos celulares de este sistema estan
constantemente sometidos a la llegada de infinidad de sefiales de todo tipo, y han de
responder con relativa rapidez a ésta sefializacion para una funcion adecuada. En
este contexto las caracteristicas de NF-kB lo hacen un elemento clave. Sin embargo,
este factor transcripcional es mas conocido por su papel también muy importante en
los mecanismos inflamatorios (y con ellos en las patologias con base inflamatoria,
entre otras) por ser un elemento pivotal en el inicio y perpetuacion de éstos: su
respuesta a toda una serie de sefializadores iniciales en estos fenémenos y su
capacidad para inducir la sintesis de mas mediadores de todo tipo han hecho de este
heterodimero y la ruta que lo incluye un foco de atencién en la investigacion

relacionada con todo tipo de enfermedades con base inflamatoria, entre otras.

4.3.6.4.2. Componentes de NF-xB

La forma activa de NF-xB en células humanas esta formada normalmente por
dos subunidades con capacidad de unién a ADN: p50 y p65 (también llamada Rel A).
Este heterodimero presenta una elevada afinidad por decameros de ADN de
secuencia consenso 5° GGGRNNYYCC 3', donde R es una purina, Y es una

pirimidina y N puede ser cualquier base. Estas secuencias, denominadas sitios kB,

105



[. Introduccioén

aparecen una o varias veces en los promotores de genes regulados por este factor
transcripcional. Aunque otros factores transcripcionales también forman
heterodimeros con miembros de sus familias, sus secuencias de unién suelen ser
palindromicas por tener las diferentes subunidades parecida especificidad de union.

En el caso de NF-xB esto no ocurre: la evidente asimetria de la secuencia kB
se entiende por las distintas afinidades por el ADN de p50 y p65. Ambas proteinas
forman parte de una familia funcional de proteinas (incluyendo las proteinas
inhibidoras), por lo que en principio se pueden formar una serie de combinaciones.
Sin embargo, las combinaciones p50-p50 o p65-p65 por ejemplo, presentan menor
afinidad por el ADN vy cinéticas de traslocacion al nucleo mucho menores que el
heterodimero p50-p65.

Tanto p50 como p65 presentan una region de aproximadamente 300
aminoacidos con la homologia minima necesaria para la union a ADN y para la
dimerizaciébn. Como esta regiéon también se observa en el oncogen Rel y en la
proteina dorsal de Drosophila melanogaster, se denomina a esta region NRD (por
NF-kB/Rel/Dorsal) o RHD (por dominio de homologia Rel). La porcion N-terminal de
esta secuencia es responsable de la capacidad de union a ADN, y la mitad C-
terminal es necesaria para la interaccion NRD-NRD, es decir, para mantener el
heterodimero. El extremo C-terminal de esta region también esta implicado en la
interaccion con la proteina inhibidora de NF-kxB (IxB) y presenta ademas la secuencia
necesaria para que NF-kB sea llevado al nicleo cuando se produzca su activacion,
denominada NLS (por "nuclear location sequence") (Siebenlist y cols., 1994). (Ver
Figura 28)

Hasta la fecha se han descrito ocho miembros de la familia de la proteinas
NF-kB/Rel han sido caracterizados. Puden ser englobados en dos grupos, los
encargados de estimular la transcripcion: p65/RelA, RelB y c-Rel; y los que tienen
como funcién la unién al ADN: NF-xB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/pl100) y las
proteinas de Drosophila (Dorsal, Dif and Relish) (Liou y Baltimore, 1993).

Las proteinas pl05, pl00 y Relish contienen multiples copias de repeticiones
ankirina (ANK) que actan como inhibidores. Los miembros de este grupo dan paso
a proteinas de menor peso molecular y mas activas que contienen el dominio
homélogo Rel (p50 de pl05 y p52 de pl00) generalmente por un proceso de
proteolisis. No funcionan como factores de transcripcion excepto cuando forman

dimeros con: p65 (RelA), Rel (c-Rel), RelB y Drosophila Rel proteinas Dorsal y Dif.

Figura 28. Interaccion de NF-kB con su proteina inhibidora IkB.
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La presencia de los principales dominios de interés funcional en los diferentes

miembros de las familias Rel e 1kB se muestra en la Tabla 21.

En condiciones de reposo, esto es, de no-activacion de NF-«kB, este factor
nuclear esta en realidad en forma de heterodimero, pues NF-«xB permanece
retenido en el citoplasma gracias a la formacién de un complejo con su inhibidor,
IxB, el otro miembro clave de este sistema de activacion transcripcional. kB
presenta a su vez diferentes miembros: IkB-a, B, y (p105), & (p100), € y bcl3. De
todos ellos, el mas importante es sin duda IkB-a por su mayor presencia. Esta
proteina inhibidora presenta (en todos los miembros de su familia) secuencias de
33 aminoéacidos denominadas dominios de ankirina, normalmente repetidas entre
cinco y seis veces, y que son los responsables de la interaccién proteina-proteina

con las subunidades de NF-xB.

Tabla 21: Componentes y presencia de los principales dominios funcionales de

las familias NF-xB/Rel/Dorsal e 1kB.

. . . Dominios Dominios Dominios
Proteina Otras denominaciones

RHD NLS ANK
P50 NF-xB 1, p105 Si No Si (p105)
P52 NF-xB 2, p100 Si No Si (p100)
Rel c-Rel Si Si No
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v-Rel - Si Si No
Rel-A p65 Si Si No
Rel -B I-Rel Si Si No
Dorsal - Si Si No
Dif, Cif Dorsal-related inmun. Fact. Si Si No
kB -a MAD3, pp40, RL/IFI No No Si
IxB -B - No No Si
KB -y p105, pdl, Porcién Ct de p105 NoO No Si
IxB -6 p100 No No Si
Bcl-3 - No Si Si
Cactus - No No Si

Las proteinas de la familia IkB desempefian varias funciones. En primer

lugar evitan la unién de NF-xB al ADN. Estas proteinas impiden el desplazamiento
de NF-xB al ndcleo, pues al interaccionar con éste, mantiene las secuencias de
localizacién nuclear del factor transcripcional ocultas. Se ha demostrado que
mutaciones en los dominios NLS de NF-kB impiden la unién de éste con IkB, lo que
sugiere la existencia de una interaccion fisica en esta misma zona de NF-«xB.
Por otra parte IkB desestabiliza los complejos NF-kB-ADN una vez formados éstos
(importante capacidad, pues seran moléculas de IkB sintetizadas de novo las
responsables de la terminacion del efecto de activacién génica, en un ejemplo de
retroinhibicion)

Un miembro de esta familia, bcl3, es también capaz de actuar como un
factor transcripcional: actia como inhibidor uniéndose a dimeros p50p50, pero sin
embargo, si se asocia a dimeros p52-p52 les confiere una mayor capacidad como

activadores transcripcionales

4.3.6.4.3. Rutas de activacion de NF-xB

a) Translocacion de NF«B al nicleo.
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Como hemos visto, en condiciones basales, NF-xB permanece retenido en el
citoplasma gracias a la interaccién con IkB. Cuando se produce la sefializacion, IxB-
a resulta fosforilada en dos residuos de serina (Ser 32 y Ser 36 0 Ser 19 y Ser 23 en
IxB -B) cercanos a la porcion N-terminal de la secuencia de estas proteinas. Parece
gue existe el prerrequisito de una fosforilaciéon constitutiva en la porciéon C-terminal
mediada por la casein kinasa Il. Una vez fosforilada en estos residuos especificos,
IxB es ubiquitinada en residuos de lisina, cercanos de nuevo a la porcion N-terminal
(Lys 21 y Lys 22), lo que conlleva el reconocimiento por el proteosoma 26s, que a
continuaciéon degrada a estas moléculas de kB marcadas. Esta degradacion implica
el desenmascaramiento de las secuencias de localizacion nuclear de NF-«B, con lo
gue es traslocado al nucleo, donde se unira a los elementos kB de los promotores de

los genes modulados por este factor transcripcional.

b) Fosforilacion especifica de IkBs.

En los ultimos afios han aparecido toda una serie de trabajos que han ido
elucidando el mecanismo “upstream” en la ruta de NF-xB, centrandose sobre todo en
el papel de las moléculas responsables de la fosforilacién especifica de las proteinas
de la familia IxB: estas proteinas son las llamadas kinasas de kB (IKK's). IKK-a (que
fosforila los residuos S32 y S36 de 1kB) e IKK-B (que fosforila los residuos S23 y S19
de IxB-B) son activados por importantes inductores de NF-xB como TNF-a IL1-$
(Mercurio y cols.,1997), con lo que se asociaron con toda probabilidad a esta ruta de
sefializacion (Stancovski y cols., 1997). Estas IKK se purificaron en principio como
una proteina de 700 kDa, dado que en realidad forman parte de un complejo
multiproteico denominado IKK signalsoma, que fue resuelto mediante estudios de
purificacién y ensayos de doble hibrido en levadura buscando proteinas que
interaccionan con NIK (kinasa inductora de NF-kB, modulador “upstream” de esta
ruta, uno de los primeros en ser descrito). De este modo se sabe que, ademas de
IKK (cualquiera de las dos subunidades cataliticas: IKKa o IKKB), este complejo
contiene una subunidad reguladora llamado NEMO (por "modulador esencial de NF-
kB") 0 IKK-y y finalmente IKAP (por "proteina asociada al complejo IKK"), que parece

actuar como mantenedor fisico de la estructura.

Figura 29. Mecanismos de regulacion de la activacion de NF-xB.
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En condiciones fisiologicas, este complejo estaria formado por las dos
subunidades cataliticas (tanto IKKa como IKKB) que mediaran la fosforilacion de
IkB-a 6 B, dos subunidades NEMO, encargadas al parecer de interaccionar
especificamente con las proteinas que activan a este complejo, e IKAP (Zandi y
cols., 1999). Se representa esquematicamente los componentes conocidos de esta
ruta en la Figura 29.

Estudios llevados a cabo en ratones knock out para IKKa o IKKB han
mostrado que la activacién de todo este complejo implica la fosforilacion de las
subunidades cataliticas (Li y cols., 1999).

Aunque se han hecho grandes progresos en la resolucion de la ruta
completa desde el exterior, se conoce hasta hoy poco mas que algunas kinasas
implicadas, cuyo namero va creciendo con el nivel de conocimiento; de ellas la
mejor caracterizada es probablemente NIK, que responde a estimulos pro-
inflamatorios como TNFa o IL1 (Ver Figura 29), pero también se ha identificado otra
serie de kinasas cuya activacion media la traslocacion de NF-xB al nucleo a través
del complejo IKK: protein kinasa C (PKC), MEKK1 o kinasa S6 son algunos de las

mas recientes kinasas implicadas de manera putativa en esta ruta.
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Finalmente, se ha propuesto un mecanismo alternativo en la activacion de
NF-kB que no implica la fosforilacion y degradacion de IkB segun el cual, una sefal
mediada por la kinasa TPL2 provocaria la proteolisis de una subunidad pl105
(formada en realidad por una molécula de p50 unida en su secuencia a una
molécula de 1kB), que formaria parte de un dimero con p65. Esta sefal implicaria la
separacion de p50 y p65 (NF-xB) del inhibidor, con lo que el primero se desplaza al

nacleo (Ver Figura 30).

4.3.6.4.4. Agentes inductores y genes regulados por NF-kB

NF-xB es descrito a menudo como un mediador central en la respuesta
inmune y en ciertas respuestas a estrés en humanos. Esta denominacion se empieza
a entender si nos atenemos al niumero de agentes inductores y al numero de genes
diana (Ver Tabla 22) de este factor transcripcional: hasta el momento se han descrito
aproximadamente 150 agentes inductores de NF-kB entre moléculas y ciertos
agentes fisicos. Por otra parte, se conoce mas de 800 genes regulados por NF-«B,
bien de manera putativa, porque al ser secuenciados se ha encontrado en sus
promotores motivos de union de este factor transcripcional, o bien porque se ha
demostrado directamente su activacion al observar su transcripcion o traducciéon en
combinacion con ensayos de la presencia de NF-kB en nucleo (Ver Tabla 23). La
mayoria de las proteinas codificadas por estas secuencias participan de una manera
u otra en la defensa inmune, crecimiento, regulacion del metabolismo y sistemas de

proteccion contra diferentes condiciones de estrés.

Tabla 22. Seleccidn de agentes inductores de la activacion de NF-xB.
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BACTERIAS

Helicobacter pilori
Micobacteria

Gardnerella vaginalis
Lactobacilli

Micobacteria tuberculosis

PRODUCTOS BACTERIANOS

Lipopolisacarido
Endotoxina estafilocoquica
Lipoproteinas de membrana

VIRUS

Adenovirus

Hepatitis B

HIV-1

Influenza Virus
Rhinovirus

Herpex Simplex Virus -1

PRODUCTOS VIRALES

ARN de doble cadena
Adenovirus 5: E1A
HIV-1: Nef

HIV-1: Tat

HBV: HBx

CITOQUINAS INFLAMATORIAS

CD30  THANK
IL-1 TNFa
IL-2 TNFB
IL-12 LIF
IL-15 IL-18
IL-17

AGENTES QUIMICOS

Etanol
Acido linoleico
Nicotina

ESTRES FISIOLOGICO

Adhesién

Hemorragia

Hiperoxia

Proteinuria
Reoxigenacioén
Regeneracion hepatica

ESTRES FISICO

Ejercicio
Radiacion Ultravioleta
Radiacion Gamma

ESTRES OXIDATIVO

Peroxido de hidrogeno
Ceruleina

Butil Peroxido

Ozono

Peroxinitrito
Pervanadato
Reoxigenacion

AGENTES AMBIENTALES

Humo de tabaco
Niquel
Manganeso
Hierro

Cobalto

DROGAS DE USO
TERAPEUTICO

Tamoxifeno
Aloperidol
Bleomicina
Azidotimidina (AZT)

MEDIADORES
FISIOLOGICOS

Adenosine

Albumina
Angiotensina ll
L-Glutamato

Heat shock protein 60
Heat shock protein 25

MEDIADORESFISIOLOGICOS

Bradiquinina
Leucotrieno B4
PAF

PROTEINAS MODIFICADAS

LDL oxidadas

Fragmento de Proteina amiloide
(bA4)

Componente No-beta amiloide
de laenfermedad de Alzheimer

SOBREEXPRESION DE
PROTEINAS

Receptor de eritropoyetina
Ig cadena pesada

RECEPTORES DE LIGANDO

Antigeno (IgM-Ligand)
CD2-Ligand
CD3-Ligand

MEDIADORES APOPTOTICOS

Anti-Fas/Apo-1
Trail

MITOGENOS, FACTORES DE
CRECIMIENTO Y HORMONAS

Insulina

Hormona de crecimiento
Suero

Esteroides

Tabla 23 : Seleccion de genes regulados por NF-xB.
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GEN

Citoquinas/Quimiocinas

CINC-1
*CXCL 11
Eotaxina
Gro a-g
IFN-g
IL-1a

IL-1b

IL-1 receptor antagonist
IL-2

IL-6

IL-8

*IL-9

IL-10

IL-11

IL-12 (p40)
IL-13
*IL-15
TNF-a

Virus

IAdenovirus (E3 region)
Avian Leucosis Virus
Bovine Leucema Virus
CMV

EBV (Wp promoter)
HBV
promoter)
HIV-1

HSV

JC Virus
HPV type 16
SIV

SV-40

Moléculas de adhesion

DC-SIGN

ELAM-1 (CD62E, E-
selectin)

Endoglin

Fibronectin
ICAM-1

MadCAM-1
P-selectin

Tenascin-C

VCAM-1

FUNCION

Quimiotaxis neutréfilos
Chemo. ligand para CXCR3
Beta Chemo, eosinfil-especific
Melanoma estim actividad
Interferon

Interleu-1a

Interleu-1b

Inhibitor of IL-1 activity
Interleu-2

Interleu-6, inflam citoq
Interleu-8

Interleu-9

Interleu-10

Interleu-11

Interleu-12

Interleu-13

Interleu-15

Tumor Necrosis Factor.

Adenovirus

Causa avian leucosis
Causa bovine leucemia
Citomegalovirus
Epsterin-Barr virus

(pregenomicHepatitis B virus

Human inmunodeficien virus
Herpes simpl virus

Polioma virus

Human Papillomavirus
Simian inmunodefic virus
Simian virus 40

Dendritic cell surface C-type
lectin

E-selectin, endothelial cell
leukocyte adhesion molecule
Endothelial cell membrane
glycoprotein

Extracellular attachment
Intercellular adhesion
molecule-1

Mucosal addressin cell
adhesion molecule

Platelet adhesion receptor

ECM protein controls cell
attachment and migration, cell
growth
Vascular
molecule

cell adhesion

GEN

Inmunoreceptores

BRL-1
CCR5
CCR7
CD137
CD154
CD40

CD40 ligand
CD48

CD83

Fc epsilon receptor Il (CD23)

IL-2 receptor a-chain
Immunog Cgammal
Immunog gamma4
Immunog e heavy chain
Immunoglobulin k light chain
Invariant Chain |,

Factores de crecimiento
G-CSF

GM-CSF

EPO
*IGFBP-1

IGFBP-2
M-CSF (CSF-1)

NK-1R
PDGF B cadena

Proenkephalin
*Thrombospondin-2
VEGF C

Factores de transcripcion
A20

c-myb

c-myc

c-rel

IRF

kB -a
junB
Mail
nfkb2
nfkb1
NURR1
p53
relb
Statba
WT1C

FUNCION

iB-cell homing receptor
Chemokine receptor
Chemokine receptor
TNF-like receptor
CD40 ligand
TNF-receptor family
member

Ligand for CD40
Antigen of stimulated
lymphocytes

T-cell development
molecule

Receptor for IgE

IL-2 receptor subunit
IgG heavy chain

IgG heavy chain

IgE heavy chain
IAntibody light ch

Granulocyte Colony
Stimulating Factor
Granulocyte  Macrofag
Colony Stimulating
Factor

Erythropoietin

Insulin-like growth factor
binding protein-1
Insulin-like growth factor
binding protein-2
Macrofag
Stimulating Factor
Neuorkinin-1 Receptor
Platelet-Derived Growth
Factor

Hormone

Matrix glycoprotein t
\Vascular Endothelial
Growth Factor

Colony

'TNF-inducible zinc finger
Proto-oncogene
Proto-oncogene
Proto-oncogene
Interferon regulatoryj
factor

Inhibitor of Rel/ NF-xB
Proto-oncogene

IxB -like protein

NF-kB p100 precursor
NF-kB p105 precursor
Nuclear orphan receptor
Tumor suppressor
Transcription factor
Transcription factor

Zinc finger transcription
factor

Rat homologue of IEX
Non-proteasodfEd multi-
ubiquitin cadena binding
protein
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GEN

Proteinas en fase aguda

lAngiotensinégeno
beta-defensin-2
Proteina de union
Proteina de Unién C4b
Factor B Complemento
Factor C4Complemento

C-reactive protein
Lipopolysaccharide binding

Ferritin H cadena
*5-Lipoxygenase
12-Lipoxygenase

Inducible NO-Synthase
*MAP4K1

Mn SOD
NAD(P)H quinone
oxidoreductase (DT-

diaphorase)
Phospholipase A2

Receptores de superficie
Celular

Al adenosine receptor

IAmiloride-sensitive sodium
channel

*CD23

CD69

protein con LPS

Pentraxin PTX3 Pentraxina

Proteinas A amiloides delComponentes del suero

suero

Factor-1 del tejido Activa vias extrinsecas del
complemento

IActivador  plasmindgenosActiva fibrindgeno

tipo Urokinasa

Genes de respuesta a

estrés

Angiotensin 11 Peptide hormone

CYP2C11 CytOChrome p450

COX-2 Cyclooxygenase,
prostaglandin  endoperoxide
synthase

FUNCION

Precursor del a angiotensing
regula presion arterial
Péptico Anti-microbial
Proteina de  Unidén
Complemento

Factor del Complemento

del

Activa vias extrinsecas de la|
via del complemento
Pentraxin

Une al receptor LPS (CD14)

Iron storage protein

Arachidonic acid metabolic]
enzyme, leukotriene synthesis

Arachidonic acid metabolic|
enzyme

NO synthesis

Activator of stress-induc

protein kinase pathway
Superoxide dismutase

Bioreductive enzyme

Fatty acid metabolism

Pleiotropic

effects
Sodium channel

physiological

Celul-surface molecule
Lectin mainly on activated T,
celuls

GEN

Reguladores apoptosis

Bfl1/Al
Bcl-xL
Bcl-2

Caspase-11

Nr13

c-FLIP

CD95 (Fas)
*Fas-associated
phosphatase-1
Fas-Ligand
IAPs

IEX-1L

TRAF-1

TRAF-2

Genes de

temprana

respuesta

*B94

*Egr-1

p22/PRG1

*p62

*TIEG

FUNCION

Homologo de Bcl-2
Pro-survival
homologue
Pro-survival factor
Caspase

Bcl-2

Pro-survival Bcl-2
homologue

Pro-survival factor
Pro-apoptotic receptor
Protein phosphatase
Inducer of apoptosis
Inhibitors of Apoptosis
Immediate early gene
'TNF-receptor associated
factor

TNF-receptor associated
factor

Early response gene

Mitogen-induced early
response gene; zinc
finger

Rat homologue of IEX

Non-proteasomal multi-
ubiquitin chain binding
protein

TGF-b early response
gene; zinc finger protein
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GEN FUNCION

Enzimas

ADH Liver alcohol dehydrogenase
ARF-related protein-1 GTPase
*Ceramide glycosylGlycosphingolipid
transferase

*cis-retinoid/androgen Short cadena dehydrogenase

GEN
Miscelanea

alfa-1 acid glycoprotein
AMH

Apolipoprotein C Il
*Biglycan

*Caveolin-1
Cyclin D1
*Cyclin D3
Factor VIII
Gadd45beta
epsilon-Globin
*GS3686
HMG14

K3 Keratin

Laminin B2 Cadena

dehydrogenase type 1

*cis-retinoid/androgen Short cadena dehydrogenase

dehydrogenase type 2

(CRAD2)

Collagenase 1 Matrix metalloproteinase

*Dihydrodiol Oxidoreductase, oxidation ofiGalectin 3

dehydrogenase trans-hydodiols

*ENO2 Enolase 2 gamma

*GADG67 Glutamic acid decarboxylase

GD3-synthase Sialyltransferase

Gelatinase B Matrix metalloproteinase

GSTP1-1 Glutathione S-transferase

*Glucosel-6-phosphate Hexose monophosphate

dehydrogenase

* HO-1 Hemeoxygenase

Hyaluronan synthase Synthesizes hyaluronic acid

H+-K+ATPase alfa2 Role in potassium
homeostasis

Lipocalin-type Prostaglandin D2 synthase in
prostaglandin D synthasebrain

(L-PGDS)
Hydrolyzes bacterial  celul
Lysozyme walls
Mmp-9, matrixSecreted gelatinase involved
metalloproteinaase-9 in metastasis
iINOS Inducible nitric oxide synthase
PIM-1 Ser/Thr kinase
*PTGIS, prostaglandinProstaglandin synthase
synthase
Serpin 2A Serine protease
TERT (mouse) Telomerase catalytic
subunidad
Transglutaminase Params isopeptide bonds
*Xanthine Oxidase Oxidative  metabolism  of
purines

Mts1
Mucin (MUC-2)
*Pax8

*PCBD

Perparain

*PGK1
Pregnancy-specific
glycoprotein rnCGM3
Prostate-specific antigeno
*UBE2M

*UCP-2

Vimentin

Wilm’s  Tumor
Gene

SuppressorTumor suppressor

FUNCION

Serum protein
IAnti-Mullerian hormone
IApoprotein of HDL
Connective
proteoglycan

Lipid raft protein
Celul-cycle regulation
Celul-cycle regulation
Hemostasis

IADN repair/celul cycle
b-galactosidase-binding
lectin

Globin protein

tissue)

Homology to microtubule
aggregating protein

High mobility group 14
Intermediate filament
protein
Basement
protein
Multiple
suppressor
Airway
glycoprotein
Paired box gene

membrane
tumorf

defense

6-pyruvoyl-
tetrahydropterin
synthase
Pore-paraming
molecule
Phosphoblycerate kinase
Placental expression

effector

Serum protein in
prostate cancer

Ubiquitin conjugating
enzyme E2M

Uncoupling protein-2

Intermediate filament]

protein

* Indica genes que contienen secuencia/s KB en su promotor, pero que todavia necesitan
la comprobacién funcional de su activacion por NF«B)
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4.3.6.4.5. NF-xB como mediador central de las respuestas a estrés

NF-kxB no solamente responde a bacterias, virus o sus productos. Como se
puede ver en la Tabla 22, existen otros muchos agentes inductores: diferentes
factores desencadenantes de estrés como situaciones de isquemia/reperfusion,
shock hemorragico, radiaciones UV, o agentes que provocan situaciones de estrés
oxidativo (que veremos en detalle en el proximo punto de esta Introduccion). De este
modo, se puede concluir que ademas de un importante mediador en la respuesta
inmune, NF-kB también esta implicado de una importante manera en la mediacion de
las respuestas a diferentes tipos de estrés.

Por otra parte, si observamos los genes inducidos por NF-xB (Ver Tabla 23),
encontramos un gran numero de ellos implicados también en la respuesta a
diferentes situaciones de estrés, como proteinas de respuesta aguda, 0 enzimas
como la INOS o COX-2. En este contexto parece beneficioso que toda una serie de
genes implicados en la respuesta a estos episodios de estrés respondan a un factor
nuclear, de modo que de una manera rapida y eficiente se induce la aparicion de

moléculas implicadas en aliviar esas condiciones de estrés.(Pahl y cols., 1999).

4.3.6.4.5.1. Evidencias de la modulacion de NF-xB por mecanismos redox.

Conforme los mecanismos moleculares necesarios para la traslocacion al
nacleo de NF-xB (por ejemplo, la fosforilacion en sitios especificos de 1kB) fueron
siendo descritos, surgio la evidencia de que en muchos casos, las situaciones de
estrés oxidativo estaban implicadas de alguna manera entre los mecanismos
moduladores de la activacion de este factor transcripcional. Con ello, a lo largo de
estos Ultimos afios, se ha producido una interesante polémica con la cuestién de
fondo de si NF-xB es activado por agentes oxidantes de un modo universal, o si es
mas bien un mecanismo especifico de cada tipo celular y/o de cada tipo/agente de
induccion.

De este modo, se propuso inicialmente un modelo segun el cual, diferentes agentes
causantes de desequilibrio oxidativo serian capaces de activar a NF-kB. Esta

hipdtesis se baso en varias evidencias:
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1. Activacion de NF-xB por H202

Scherck y colaboradores (Scherck y cols., 1991) junto con el grupo de
Herzenberg (Roederer y cols., 1990) fueron los primeros en proponer a las especies
reactivas oxidantes como segundos mensajeros en diferentes rutas activadoras de
NF-kB, basandose en el hecho de que la adicion de H,O,, agente oxidante por si
mismo, activaba a NF-kB en cultivos de células Jurkat. Esta activacion era bloqueada
si al medio también se afiadian agentes antioxidantes directos (NAC o PDTC), tanto
si la induccién era provocada por H,O, como por otros tipos de moléculas, como por

ejemplo el TNF-a.

Sin embargo, con el tiempo ha ido surgiendo una importante discrepancia en
el sentido de no considerar a H,O, como un activador o mediador universal de NF-
kB, pues ya hay un elevado nimero de trabajos que muestran la insensibilidad de
diferentes tipos celulares a la activacion de NF-xB por H,O, (Bowie y cols., 2000),
dando mayor importancia en este aspecto a otros tipos de agentes oxidantes, como
por ejemplo peroxidos lipidicos. Otros autores proponen un mecanismo indirecto por
el que H,O, si tendria un papel mas o menos activo, segin el cual, cierta
concentracion de GSSG seria necesaria para sensibilizar a algunos tipos celulares
en la ruta de sefalizacion de NF-«B, de modo que H,O, permitiria la existencia de

estos niveles umbral de GSSG (Galter y cols., 1994).

En cualquier caso, el dafio oxidativo inducido por H,O, (0 GSSG) bien por
modificacion de proteinas o por dafio sobre el ADN es probablemente un importante
agente desencadenante de activacion de NF-xB. Existen evidencias de que
compuestos que inician dafos oxidativos en el ADN, como la daunorubicina, inician
procesos de sefializacion distintos de los iniciados por citokinas en la activacion de
NF-xB.

2. Produccién de especies oxidantes en respuesta a activacién
de NF-xB

Para que un modelo de activacibn de NF-kB por estrés oxidativo sea
verificable, agentes estimuladores de este factor transcripcional deben también
mostrar un incremento intracelular de especies oxidantes. Este fenébmeno ya ha sido
descrito en diferentes casos, ya que IL-1 y TNF-a se han mostrado capaces de

provocar un incremento de agentes oxidantes en cultivos de fibroblastos humanos.
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De un modo similar, el LPS (lipopolisacarido) provoca la produccion de H,O,
en linfocitos B. En estos casos, se deduce que existe liberacibn de moléculas
oxidantes en respuesta a agentes proinflamatorios. Sin embargo, de nuevo aqui
existe controversia. De acuerdo con otros trabajos (Bowie y cols., 2000), esta
producciéon de ERO no seria un fendmeno comun a todos los tipos celulares, sino

algo concreto, dependiente del estimulo y del tipo celular.

3. Inhibicién de NF-xB por agentes antioxidantes.

Una de las principales evidencias a favor de la modulacion redox de NF-kB ha
sido la inhibicion de su activacion por compuestos de reconocida actividad
antioxidante per se, especialmente dos casos: NAC y Pirrolidin ditiocarbamato
(PTDC). La NAC es un antioxidante que actda incrementando los niveles
intracelulares de GSH al funcionar como dador de cisteina, pero que ademas,
funciona como neutralizador  directo de especies oxidantes como los ya
mencionados H,0,, HO", o HOCI. Mas adelante, en este mismo apartado veremos el
mecanismo molecular postulado para la actividad inhibidora de la NAC sobre NF-xB
(Schreck y cals., 1992).

El PDTC parecié en un principio ser un inhibidor general de NF-xB. Como
ditiocarbamato, el PTDC presenta propiedades tanto antioxidantes como quelante de
metales. Este carbamato es capaz de penetrar en las células, por lo que ha sido
ampliamente utilizado en modelos celulares en cultivo. De nuevo el grupo de Scherck
(Schreck y cols., 1992) mostré una actividad inhibitoria de la activacion de NF-xB
frente a todo un abanico de diferentes agentes (IL-1, TNF-a, LPS o H,0,). De esta
forma se mostraban mas evidencias del papel central de los oxidantes en la

modulacion de la actividad de NF-kB.

Como en el caso de la NAC, se han ido mostrando evidencias de la

dependencia del tipo celular y del agente activador en la inhibicién por PDTC.

Existen otros compuestos de actividad antioxidante implicados de manera
putativa en la modulacion de las rutas de activacion de NF-kB. Estos compuestos se

representan esquematicamente en la Tabla 24.
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Tabla 24: Compuestos implicados en la modulacion de la activacion de NF-xB.

MOLECULAS MOLECULAS
Acido lipoico Gamma-GCS
a-tocoferol Glutation
Curcumin IRFI 042 (Analogo de la
(Diferulolilmetano) Vitamina E)
Zumo de manzana L-cisteina
Manganese superoxide .
dismutase (Mn-SOD) Melatonina
Porrolinditiocarbamato N-acetil-L-cisteina
(PDTC) (NAC)
Dietilditiocarbamato (DDC) Vino tinto
Dimetilsulfoxido (DMSO) Vitamina C

4. Efecto de enzimas moduladores del estado redox sobre NF-«xB.

Otra linea de evidencia en la regulacién de la actividad de NF-xB por estrés
oxidativo se obtiene a través del estudio de la influencia de las alteraciones en
diferentes actividades enzimaticas moduladoras del status redox celular sobre la
activacion de NF-xB. Schreck y colaboradores (Scherck y cols.,1991) mostraron
que la sobreexpresion de la SOD, potenciaba el efecto activador de NF-kB por parte
de TNF-a en cultivos de células MCF-7. Esta observacion fue tomada como una
prueba mas de la implicacion de H,O, como segundo mensajero oxidativo en la
activacion de este factor transcripcional, puesto que el producto de la reaccion de la

SOD es precisamente H,0,.

Otro trabajo ha aportado mas pruebas en este sentido, pero mediante la
accion contraria: la sobreexpresion de la enzima catalasa, consumidora de H,O..
Esta inhibe el efecto de TNF-a. De nuevo estos resultados parecen dependientes del
tipo celular utilizado, pues existen evidencias de la falta de influencia de estas

mismas condiciones sobre otras lineas celulares (Suzuki y cols.,1995).

Recientemente, se ha conocido el papel de la glutation peroxidasa de
hidroperéxidos fosfolipidicos, en la atenuacion de ciertas rutas de activacion de NF-
kB (Flohé y cols., 1997). Este papel estaria de acuerdo con la nocién de que los

peroxidos lipidicos tendrian una importancia mayor que el H,O, como especies
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oxidantes implicadas en la modulacion de la actividad de NF-xB, pues este tipo de
peroxidasas reducen hidroperéxidos lipidicos. Ademas de la eliminacién de su
producto, la actividad de estas peroxidasas también podria inhibir la actividad de
lipoxigenasas, que requieren una concentracion umbral de estos hidroperoxidos
lipidicos. Flohé y colaboradores (Flohe y cols., 1997) especulan que, dado que
existe una relacion evidente entre NF-kB y los sistemas consumidores y generadores
de H,O,, a la vez que existen cada vez mas pruebas en contra del papel de esta
tltima molécula como segundo mensajero, se deberia considerar a los peroxidos

lipidicos como el intermediario oxidante clave en estos procesos de activacion.

Sea como fuere, lo que parece evidente es que en ningun caso la activacion
de ninguno de los enzimas moduladores del “status redox” celular es capaz de
activar a NF-xB por si solo. En todas las circunstancias necesitan la presencia de

estimuladores fisiol6gicos de NF-xB, como TNF-qa, o IL-1.

4.3.6.4.5.2. Modelos moleculares de activacion de NF-xB por agentes

oxidantes.

En este punto contiene una revision de los modelos propuestos hasta la fecha
para explicar la relacion molecular entre especies oxidantes y la activacion de NF-«kB.
Hasta el momento se han propuesto una serie de modelos basados en la accién de

diferentes moléculas implicadas en los fenédmenos de estrés oxidativo:

1. Modulacién en las kinasas de IkB (IKKs)

En los ultimos afios han aparecido una serie de trabajos que podrian explicar
una activacion de NF-xB en ciertos modelos de estrés oxidativo mediante radiacion
ionizante. Se ha observado que la exposicién a radiaciones ionizantes, pero no a luz
ultravioleta, provoca la activacion de NF-xB via activaciéon de IKKs (las kinasas
responsables de la fosforilacion de 1kB), con lo que esta radiacion ionizante provoca
la degradacion de IkB (Li y Karin, 1998). Ambos tipos de estrés provocan la
activacion de NF-xB, pero so6lo en el primer caso se observa fosforilacion vy
degradacion de la proteina inhibidora. En el caso de la luz UV, se ha comprobado
gue puede inducir la traslocacion de NF-kB por mecanismos dependientes y por

mecanismos independientes de IKKs.
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Otros autores proponen un modelo adicional de regulaciéon de la actividad de
IKKs por otro mediador oxidativo, tipicamente implicado ademas en procesos
inflamatorios, el NO®. Se ha propuesto que concentraciones elevadas de NO® inhiben
a NF-xB mediante nitrosilacién directa en la cisteina 62 de la subunidad p50 de NF-
kB, que en este caso evitaria la union del factor nuclear al ADN, bloqueando por
tanto su actividad aun estando éste en el nucleo (Matthews y cols.,1996).

Sin embargo, no soélo se ha propuesto una actividad nitrosilante directa sobre
p50 responsable de cierta modulacién de la activacion de NF-kB. En este sentido se
ha propuesto que NO* también podria nitrosilar residuos de cisteina en IKKs: analisis
de secuencia han mostrado mdltiples residuos de cisteina en los dominios kinasa de
IKKs. La nitrosilacion en respuesta a bajas concentraciones de NO® de estas
cisteinas parece aumentar la capacidad fosforiladora de las kinasas de 1kB, con lo
gue en este caso estariamos ante un efecto contrario de NO°, la activacion de NF-«B
(Regnier y cals., 1997).

Este modelo propone pues, que bajas concentraciones de NO® sintetizado
suponen una sefial de amplificacion de la respuesta inflamatoria, que se ve
blogueada cuando la concentracién de NO® termina por inhibir la activacion de NF-xB
independientemente del agente activador.

El complejo IKK también podria ser sensible a las variaciones en los niveles
de GSH o GSSG intracelulares, aunque permanece sin aclarar si serian elevados
niveles de GSSG los que activarian a IKK, o por el contrario, elevados niveles de
GSH mantendrian inhibida la actividad IKK (Rahman y MacNee, 2000)

2. Modulacién en la sefializacién y degradacion de IkB.

Otro punto propuesto para la modulacion de la activacion de NF-kB es el de la
ubiquitinacién/degradacion de kB, en este caso en respuesta a alteraciones en la
concentracion intracelular de glutatién o de su forma oxidada, GSSG.

Es un hecho contrastado que situaciones de estrés oxidativo que implican la
aparicion de productos de peroxidacion lipidica, o desaparicion de GSH (con la
consecuente aparicion de GSSG), provocan la rapida fosforilacion, ubiquitinacién, y
finalmente degradacién de IkB. Es precisamente uno de estos puntos, el de la
ubiquitinacién y/o degradacion de la proteina inhibidora el que podria ser sensible al

status redox mediante el sistema glutation.
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La formacion de conjugados ubiquitin-proteina (una forma de sefalizacion
celular normalmente incluida en procesos de degradacion especifica de proteinas en
contextos de sefializacion o por recambio) requiere la accién de tres componentes
para participar en la serie de reacciones de transferencia de ubiquitina. Estos tres
componentes son el enzima activador de ubiquitina (E1l), el encargado de la
transferencia (E2) y finalmente una ubiquitina ligasa (E3). Es este ultimo el que
confiere especificidad de sustrato proteico a estas reacciones de ubiquitinacion. En el

caso que nos interesa, es una ubiquitin ligasa denominada E3RS ' *®

la que
interacciona especificamente con proteinas de la familia kB sélo cuando éstas se
presentan fosforiladas en los residuos de Ser-32 y Ser-36 (es decir, cuando la ruta de
activacion de NF-xB esta en funcionamiento).

Este proceso es el que parece sensible al status redox celular mediante los
niveles de GSH, aunque permanece sin aclarar si es el ensamblaje del complejo E3,
su interaccion con IkB fosforilada, o el proceso de poliubiquitinacién y degradacién
proteolitica entero lo que es redox-sensible, asi como el mecanismo molecular Ultimo
gue media este proceso (Liy cols., 1999).

Finalmente, se ha propuesto otro mecanismo de modulacion sobre kB, en
este caso de nuevo por parte de NO°, de tal modo que ésta molécula generada
actuaria estabilizando a IxB, con lo que se mantiene el complejo p50/p65/IkB intacto,
evitando la translocacién al nicleo de NF-kB (Peng y cols., 1995)

En cualquier caso, cuando se evalla la relacion entre estrés oxidativo y NF-
kB, es importante considerar el sitio de generacion del intermediario oxidante, el tipo
de oxidante (o de la cascada de reacciones redox que puede acabar provocando) y
el curso temporal en el que la respuesta del factor nuclear ocurre. Por ejemplo, los
agentes oxidantes que actlan a nivel de la membrana celular pueden activar
receptores de superficie, o directamente a Ras, desencadenando la activacion de
rutas de sefializacion a través de MAP kinasas, que terminan por activar a NF-xB
(Allen y Tresini, 2000). Sin embargo, si el agente oxidante proviene de la mitocondria,
o se trata de oxidantes capaces de difundir a través de la membrana celular, sus
proteinas diana, que funcionan en la activacion de NF-kB, probablemente se sitlien
en este caso mas adelante en la ruta de sefializacién respecto a los oxidantes
mencionados antes.

Aunque numerosos laboratorios han demostrado una activacion directa de
NF-kB en respuesta a agentes oxidantes, otros trabajos proponen una menor

relevancia de éstos como activadores fisiolégicos del factor nuclear. Esta
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controversia es en parte debida al uso de diferentes tipos celulares, (o diferentes

organismos), agonistas, tiempos considerados y agentes inductores.

4.3.6.4.6. Regulacion de los mecanismos de transcripcion de NF-xB

Como se ha indicado, NF-kB participa en la induccién de unos 800 genes
diferentes. Es obvio que cuando este factor nuclear es translocado al ndcleo no se
activa la transcripcion de todos estos genes. ¢Como se consigue la especificidad
necesaria para que en determinadas células se induzcan sélo una serie de genes de
entre tan elevado nimero?

Esto se consigue posiblemente gracias a dos circunstancias:

a) La combinacién de diferentes sitios de unién a factores transcripcionales en

los promotores de cada uno de estos genes.

Los promotores de la mayoria de los genes contienen mas de un elemento de
respuesta a factores transcripcionales, de modo que su activacion génica responde en
realidad a la unién de mas de un factor transcripcional. En determinados casos, para
una transcripcion correcto de una secuencia dado, no basta Unicamente con la unién
de NF-xB; hace falta la presencia de otro/s factores transcripcionales que actuarian de
manera sinérgica (esto ocurre con cierta frecuencia entre NF-xB y AP-1, por ejemplo).
Es la combinacion de NF-kB con otros factores transcripcionales lo que confiere esta
especificidad: un gen dado sera efectivamente transcrito sélo si su combinacion de
factores (esto es, la presencia de sus factores requeridos) se produce, frente a otro que
necesitaria, por ejemplo, sélo a NF-kB, de modo que un mismo estimulo no produce
necesariamente la misma respuesta en los dos genes. La presencia de estas
combinaciones de factores transcripcionales es funcion del tipo celular o del contexto
en el que se encuentre la célula, entendiendo por contexto la sefializacion que recibe
(Pahly cols., 1996)

b) El otro mecanismo de especificidad se debe a las diferentes combinaciones

de las subunidades que forman el dimero NF-xB.
Hemos comentado con anterioridad que la combinacion mas efectiva en la

activacion de los genes diana es la que incluye a p65 y p50, pero eso no significa que

no existan otra serie de combinaciones posibles tanto en homo como en
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heterodimeros. Al ser el sitio kB asimétrico (es decir, no palindrémico), la secuencia
kB exacta de un gen determinado ser4d mas o menos potente en funcion del dimero
gue exista mayoritariamente en el tipo celular en el que se encuentre.

De este modo, genes con el mismo ndmero de repeticiones del sitio kB (sin que
éstos sean exactamente iguales) se diferenciaran en su tasa de transcripcion
dependiendo del tipo de dimero que la célula en cuestién presente (Pahl y cols.,
1996)
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Il. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis consiste en el estudio del estrés
oxidativo asociado al ejercicio fisico agotador, tanto en seres humanos como en

animales, y su papel en la sefializacion celular.

Objetivos especificos:

Los objetivos especificos son:

1.- Estudiar el papel de la xantina oxidasa en la generacion de radicales

libres en el ejercicio fisico agotador.

2.- Estudiar el papel de los radicales libres, generados en el ejercicio fisico

agotador, en la activacion de la via de las MAPKinasas.

3.- Estudiar el papel de los radicales libres, generados en el ejercicio fisico

agotador, en la cascada de sefializacion que conduce a la activacion del

factor nuclear sensible a estrés oxidativo NF-«xB.

4.- Estudiar el papel de los radicales libres, generados en el ejercicio fisico

agotador, en la expresion de genes involucrados en las adaptaciones al

ejercicio fisico.
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5.- Estudiar el efecto de la administracion del alopurinol en la sefializacion

celular y en las adaptaciones al ejercicio fisico, y la conveniencia del uso de

antioxidantes por los deportistas.

Estos objetivos son los que fundamentalmente perseguimos en el desarrollo
de la presente tesis, y cuyas observaciones mostramos en los siguientes apartados

de la misma.
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. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1. Animales de experimentacion

1.1.1 Ratas Wistar macho.

Dos de los estudios fueron realizado con animales de edades comprendidas
entre 3-4 meses. Las ratas se mantuvieron en el animalario de la Unidad Central de
Investigaciébn de la Facultad de Medicina, bajo condiciones constantes de
temperatura (23 + 1°C), humedad relativa (60%) y ciclos de luz y oscuridad de 12-
12 h. El acceso a agua y comida fue siempre libre, siendo la dieta pienso estandar
comercializado por PANLAB S.L. cuyo valor calérico es de 3100 Kcal/Kg. La

composicion es la siguiente:

Tabla 1. Composicion de la dieta administrada a las ratas incluidas en el

estudio.

Proteinas 17.9%
Grasas 3.1%
Fibra 3.8%
Glucidos 58.5%
Minerales 5.2%

1.1.1.1. Estudios sobre el efecto del agotamiento en ratas Wistar macho.

Los animales fueron divididos en 3 grupos de experimentacion (Ver Tabla 2)

e Grupo reposo.

e Grupo ejercitado hasta el agotamiento utilizando una adaptacion del

protocolo en tapiz rodante de Davies (Davies y cols., 1981).
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e Grupo ejercitado hasta el agotamiento, pretratado con alopurinol. El
alopurinol fue suministrado por via intraperitoneal 2 horas antes de iniciar el
protocolo de agotamiento, en una dosis de 32 mg/kg de peso. Con esta dosis
estad garantizada la inhibicién de la enzima xantina oxidasa pero es insuficiente
para que el alopurinol desarrolle su funcion como antioxidante (Zimmerman y
cols., 1988). El alopurinol se disolvié en 200uL de DMSO y 800 uL de aceite de

oliva.
Los animales ejercitados corrieron una media de 55 = 10 minutos. El
agotamiento se determind por la incapacidad del animal para enderezarse al

colocarlo sobre su costado (Sen y cols., 1994).

Tabla 2. Disefio del estudio sobre el efecto del agotamiento en ratas Wistar.

Numero de animales por grupo.

Tiempo tras ejercicio (0 horas)

Reposo 6
Ejercicio 6
Ejercicio+Alopurinol 6

Tabla 3. Adaptacion del protocolo de Davies (Davies y cols., 1981) en tapiz

rodante para animales.

Tiempo Velocidad Inclinacion del Metros  Sumatorio de
minutos m/min tapiz recorridos metros
recorridos
5 10,9 54,7 54,7
10 12,4 61,8 116,5
15 14,4 72,0 188,5
20 16,4 82,2 270,7
25 18,5 92,7 363,4
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30 14,5 5% 72,6 436,0
35 16,4 5% 82,2 518,2
40 18,5 5% 2,7 610,9
45 21,1 5% 105,2 7161
50 23,7 5% 118,6 834,7
55 26,7 5% 133,6 968,3
60 29,3 5% 146,4 1114,7

1.1.1.2. Estudios sobre el efecto de la hipoxia y la reoxigenacion en ratas

Wistar macho.

Los animales fueron divididos en 5 grupos de experimentacion (Ver Tabla 4)

e Grupo control

e Grupo sometido a hipoxia (8% O,) en un cadmara hipobarica durante 3 dias.

o Grupo sometido a hipoxia (8% O,) en un camara hipobérica durante 3 dias
y reoxigenado (normoxia) durante 1 hora.

¢ Grupo sometido a hipoxia (8% O,) en un camara hipobarica durante 3 dias
y reoxigenado (normoxia) durante 6 horas.

¢ Grupo sometido a hipoxia (8% O,) en un camara hipobarica durante 3 dias

y reoxigenado (normoxia) durante 24 horas.

Tabla 4. Disefio del estudio sobre el efecto de la hipoxia y la reoxigenacion en

ratas Wistar. Nomero de animales por grupo.

Control Hipoxia Reox. Reox. Reox.
3 dias 1 hora 6 horas 24 horas
(O, 8%) (Normoxia) (Normoxia) (Normoxia)
Numero de v 6 8 v v

animales
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1.1.2 Ratas Sprague-Dawley hembra.

1.1.2.1. Estudios sobre el efecto del agotamiento en ratas Sprague-Dawley

hembra.

El segundo estudio fue realizado con animales de 3 meses. Las ratas se
mantuvieron en el animalario Harlan de la Universidad de Wisconsin-Madison., bajo
condiciones constantes de temperatura (23 + 1°C), humedad relativa (60%) y ciclos
de luz y oscuridad de 12-12 h. El acceso a agua y comida fue siempre libre, siendo
la dieta pienso AIN-93. Para el cuidado de los animals se siguieron los principios
del Council Directive 86/609/ECC: “ On the Approximation of Laws, Regulation and
Administrative Provision of the Member States regarding the Protections of Animal
used or Experimental and other Scientific Purposes”. El protocolo de ejercicio fisico
fue aprobado por la University of Wisconsin-Madison Research Animals and

Resource Center Review Committee antes de que el estudio se iniciase.

Los animales fueron divididos en dos grupos de experimentacion:

e Grupo reposo.

e Grupo ejercitado hasta la agotamiento. El protocolo consisti6 en 1h de
carrera, o0 ejercicio hasta el agotamiento, a una velocidad de 25 m/minuto con
una pendiente del 5% (~ 75% VO, max) (Brooks y White, 1978; Lawler y cols.,
1993; Bejma y Ji, 1999).

Una vez alcanzado el agotamiento los animales fueron sacrificados, al igual que

sus respectivos controles, a distintos tiempos.

El agotamiento se determiné por la incapacidad del animal para enderezarse al

colocarlo sobre su costado.
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Tabla 5. Disefio del estudio con ratas Sprague-Dawley. Tiempos de sacrificio

tras el agotamiento y numero de animales por grupo.

Tiempo tras ejercicio (horas)

0 1 2 4 8 24 48

Reposo 4 4 4 4 4 4 4

Ejercicio 6 6 6 6 6 6 6

1.1.3. Sacrificio de los animales

Inmediatamente después del ejercicio los animales fueron anestesiados con
Pentotal Sédico (50 mg/Kg de peso). Posteriormente se abri6 la cavidad abdominal
y se accedi6 a la vena cava inferior con una jeringa de 5 mL para obtener la sangre.

Parte de la sangre (1 mL) se coloc6 en un tubo seco. Transcurrido un tiempo
de aproximadamente 30 minutos (necesario para que se active la formacion de un
coagulo) se centrifugé a 2000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
suero es recogido en una alicuota y almacenado a -20°C para posteriormente
realizar la medicion espectrofotométrica de la actividad enzimatica CK, GOT, con el
bafio atemperado a 37°C.

En un tubo, en este caso heparinizado, se recogeN 0.5 mL de sangre. Las
muestras conservaron a —80 °C para la posterior medicion de la XOR.

1 mL de sangre fue recogido en un tubo de ensayo con EDTA para la
determinacion de MDA y se centrifugé a 2000 xg durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se congelé a —20 °C para la posterior determinacién de
MDA.

Se afadieron 0,5 mL de sangre, a un eppendorf que contenia 500 uL de
PCA 6%, EDTA 1mM. Se agitd6 vigorosamente y con rapidez. Seguidamente
centrifugamos la muestra a 15000 xg, a 4° C, durante 10 minutos. El sobrenadante
se neutralizé con KOH 20% y se mantuvo congelado a -20° C hasta el momento de
la determinacién de L-lactato.

0,5 mL de sangre se depositaron en una alicuota con 0,5 mL de acido

perclérico al 12 %, BPDS 2 mM., NEM 40 mM. en un tupo Eppendorff. La mezcla
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se agitd en vértex y seguidamente se centrifugo a 15000 xg durante 5 min a 4 °C.
El sobrenadante se recogio y se congelé a —20 °C. Este sobrenadante se utilizo
para la determinacién de GSSG en sangre.

0,2 mL de sangre se depositaron en una alicuota con 0,8 mL. de acido acido
perclérico al 7.25 %, BPDS 1,25 mM. La mezcla se agité y posteriormente se
centrifugo a 15000 xg durante 5 min a 4 °C. El sobrenadante se recogi6é y se
congeld a —20 °C. Este sobrenadante se utilizé para la determinacién de la
concentracion de GSH en sangre.

La extraccion del muasculo gastrocnemio y vasto interno se realizd
inmediatamente después de la extraccion de sangre. Los musculos se congelaron
mediante “freeze-clamping” en nitrdgeno liquido para la posterior conservacion a —
80°C. Posteriormente esta muestra se utilizé para la realizacion de los
correspondientes homogenados que permitirian medir las concentracién de GSH y
GSSG en el tejido, los ensayos de retardo, western blotting, northern blotting y las

extracciones de RNA para PCR.

1.2. Seres humanos.

1.2.1. Alpinistas.

Un grupo de 10 alpinista (8 hombres y 2 mujeres) pertenecientes al Centro
Excursionista de Cataluia participaron en este estudio. Eran los participantes de la
primera expedicion Zambon al pico Gll (Gasherbrum Il, Himalaya. 8034 m).

El grupo abordo el ascenso sin hacer uso de mascaras de oxigeno.
Previamente habian sido informados de los objetivos y propésito del estudio, y
aceptaron voluntariamente formar parte del mismo.

Las extracciones de sangre se realizaron a distintas alturas: a nivel del mar
( antes de la salida de la expedicién), a 1500 m, a 4500 m, a 5200 m, a 6000 m y
de nuevo a nivel del mar (al finalizar la expedicién).

Pese a que consiguieron alcanzar la cima, las dificultades de la recogida de
muestras a alturas superiores a los 6000 m, imposibilitd las extracciones a partir de

este punto.
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Tabla 6. Disefio del estudio con alpinistas. Diferentes alturas en las que se

realizaron las extracciones de sangre.

Altura (m) en la que se realizaron extracciones

Nivel 1500 4500 5200 6000 NIV
del mar del mar
N 1 2 3 4 5 6

Extraccion

La muestra fue obtenida por puncion en el dedo pulgar. Una vez extraida la
sangre fue inmediatamente desproteinizada para la posterior determinacién del
glutation total y de glutatién oxidado.

Tanto la sangre desproteinizada como los plasmas fueron almacenados a —
80° C hasta el momento del analisis.

Las extracciones de las muestras, una vez alcanzada la altura de 4500
metros (campamento base) siempre fueron realizadas a este nivel. El grupo de
alpinistas tras el ascenso a 5200 y 6000 metros descendieron a campamento base
para realizar la extraccion. Este hecho asemeja el proceso al de la isquemia-

reperfusion.

1.2.2. Ciclistas.

Los 9 miembros del US Postal Team durante su participacion en el Tour de
Francia 2001. Los ciclistas fueron divididos, de forma randomizada, en dos grupos.
A uno de los grupos (4 participantes) se les dio una dosis oral diaria de 300 mg. de
alopurinol (un inhibidor de la xantina oxidasa) 1 hora antes de cada etapa y durante
toda la competicidn. Al otro grupo (5 participantes se le administré un placebo).

Las extracciones de sangre se realizaron 15 horas después de cada etapa
(cuando la actividad de las enzimas citosolicas en plasma se espera que sea
maxima). Se obtuvieron 6 muestras de sangre tras distintas etapas de la carrera
(Ver Tabla 5).

La actividad creatinkinasa y aspartato amino transferasa fueron medidas en
plasma como indices de dafio muscular. Los niveles plasmaticos de peréxidos
lipidicos fueron determinados midiendo malondialdehido por H.P.L.C.

(cromatografia liquida de alto rendimiento).
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Tabla 7. Disefio del estudio con ciclistas. Distintas etapas en las que se

realizaron las extracciones de sangre.

Contrarreloj Etapade Etapade Etapade
Muestra Etapa

Etapa equipos montafa alta alta
reposo llana

montafia montafa

Km 194 70 203 205 149
NO

_ 1 2 3 4 5 6
Extraccion

Una vez extraida la sangre, ésta fue inmediatamente desproteinizada para
la posterior determinacion del glutation total y de glutation oxidado.

También se extrajo plasma para la determinacion del malondialdehido
(MDA) como indice de peroxidacion lipidica. Tanto la sangre desproteinizada como

los plasmas fueron almacenados a —20° C hasta el momento del analisis.

1.3. Aparatos

e Centrifugas

Para las centrifugaciones a baja velocidad se utilizd una centrifuga de la firma
SORVALL, modelo GLC-1.

Las centrifugaciones a alta velocidad se realizaron en una centrifuga refrigerada
marca HERAEUS, modelo Sepatech Biofuge 17RS.

Para desecar las muestras para el posterior analisis de glutation oxidado, se
utilizd una centrifuga, Speed Vac, modelo SC 110 Savant, con una bomba

acoplada Telstar para realizar el vacio.

e  Espectrofotometro

Se utilizé6 un espectrofotémetro de la marca KONTRON modelo Uvikon 810
termostatizado.

e Autoclave

Marca SELECTA, model Autester-G.
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e Agitador magnético

Marca Selecta, modelo Agimatic-S

e pHmetro

El pHmetro empleado es de la marca CRISON, modelo Microph 2001, con un
electrodo incorporado INGLOD.

e Bafio termostatizado

Se utiliz6 un bafio provisto de agitacion automatica regulable, marca SBS modelo

BT.

e  Fluorimetro

Marca Perkin Elmer, modelo LS 50B.

e Balanzas

Se utilizaron 2 balanzas: una de precisibn marca SALTER, modelo HA-120M y

una balanza SARTORIUS, modelo PT 1200.

e Sistema de purificacién de agua

Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-RO.

e Tapizrodante.

Para someter a las ratas al protocolo de ejercicio fisico se utilizé un tapiz rodante

Treadmill Li 8706 y el modelo de tapiz Quinton para roedores.

e Cubetas de electroforesis

Marca BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 Cell

e Cubetas de electrotransferencia

Marca BIORAD, modelo Mini Trans-Blot Cell.

e Fuentes de alimentacién para la electroforesis

Marca SIGMA, modelo PS 250-2, y marca BIORAD, modelo 200/2.0 Power
Supply.

e Cubetas de electrotransferencia en semiseco.

Marca NOVEX System (Xcell Blot Module No. EIl 9051)

e Sistema de Analisis de Imagenes.

Marca FUJIFILM, modelo LAS-1000 plus.

e Transiluminador ultravioleta

Marca Vilverlourmat, modelo TFX-35M.

e Dispositivo fotografico

Sistema fotogréafico marca Polaroid, modelo MP 4+,

e Campana de flujo laminar vertical

Marca CULTAIR modelo B100

135



lll. Materiales y métodos

e Termociclador
Marca BIORAD, modelo iCycler iQTM Multi-Color, Real-Time PCR Detection
System.
e Cromatégrafo liguido de alta eficacia para la determinacion de
glutation
El cromatégrafo estd compuesto por los siguientes elementos:
-2 bombas marca WATERS modelo 510.
-Un inyector PHARMACIA LKB, modelo 2157.
-Detector UV WATERS, modelo 441, a longitud de onda constante de 365
nm.
-Ordenador IBM XT modelo 286 con integrador y que controla el equipo.
-Columna cromatografica WATERS modelo Spherisorb aminada, de
dimensiones 20 X 0.46 cm y 5 um de didmetro de particula.
e Cromatégrafo liquido de alta eficacia para la determinaciéon de MDA.
El cromatégrafo esta compuesto por los siguientes elementos:
- Bomba marca SHIMADZU modelo LC-10 AD.
- Autoinyector SHIMADZU, modelo SIL-10AD vp.
- Detector UV SHIMADZU, modelo SPD-10 AV.
- Controlador del equipo CBM-10 A.
- Ordenador IBM XT modelo 486 con el programa de integracion CLASS-
LC10.
- Columna TEKNOKROMA de fase reversa, modelo Spherisorb C18 cuyas

dimensiones son 15 x 0,46 cm y de un tamafio de particula de 5 um.

1.4. Reactivos

e Determinacién de proteinas

En los extractos citosoélicos se utilizé el “Protein ASSAY Kit” de la firma Sigma-
Aldrich Quimica. Este kit contiene el reactivo de Lowry y el reactivo de Folin
(Lowry y cols., 1951). En condiciones alcalinas el cobre se une a las proteinas.
Cuando el reactivo fendlico de Folin se aflade éste también se une a ellas. El

reactivo unido es lentamente reducido y cambia su color de amarillo a azul.
En los extractos nucleares se utilizo el “Bradford Reagent” de la firma BIORAD

(Bradford, 1976). Este método depende del cambio en la absorbancia del Azul

Comassie G-250 al unirse a proteinas.

136



lll. Materiales y métodos

e Aislamiento de RNA total.

Se utilizé el kit “QuickPrep Total RNA extraction kit” de Amersham Pharmacia
Biotech.

e Retrotranscripcion y amplificacion.

Para la realizacion de la PCR en tiempo real se empled el kit TTh DNA
polymerase de los laboratorios Boerhinger Mannheim

o Northern Blot

Para la realizacion de los northern blot fue utilizando el kit de marcaje
randomizado Rediprime™I|l DNA labelling system de Amershan Pharmacia
Biotech.

o Revelado de las membranas de Western Blottings.

Para revelar las membranas de nitrocelulosa de los westerns blottings se empleé
el kit “ Protoblot Western Blot AP System” de la firma Promega. Esta basado en
la utilizacién de anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa

e Revelado de las membranas de los ensayos de retardo (EMSA assay).
Para revelar las membranas de Nylon de los ensayos de retardo se emple6 el kit
“ DIG Gel Shift Kit 2nd Generation” de la firma Roche. Esta basado en la
utilizacion de anticuerpos secundarios conjugados con fosfatasa alcalina.

e Enzimas

Lactato Deshidrogenasa, Creatinkinasa, Aspartato amino transferasa, Glutation
reductasa, Glutation-S-transferasa (Boehringer Manheim). Xantina oxidasa
(SIGMA) Peroxidasa de rdbano, Taq Polimerasa, AMV Reverse Transcriptase de
Boehringer Manheim, TTh DNA polymerase. Glutatién-S- transferasa, RNAasa |
de SIGMA.

. Otros reactivos

Acido perclorico 60%, acetato sodico, BPDS, NEM, KOH, CHES, A&cido
iodoacético, purpura de m-cresol, FDNB, GSH, GSSG, y-Glu-Glu, MDA, H,0,,
fosfato potasico, CDNB, cloruro sédico, EDTA, EGTA, MOPS, HEPES, tris,
glicina, acrilamida, bisacrilamida, acido acético, sacarosa, acido clorhidrico,
SDS, azul de bromofenol, azul comassie, alopurinol, DMSO, mercaptoetanol,
TEMED, BSA, CSPD, APS, DTT, PMSF, aprotinia, leupeptina, pepstatina,
metanol, acido baorico, acido maleico, Tween 20.

Los reactivos se obtuvieron de las firmas: Sigma-Aldrich Quimica (Espafia),

Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Panreac, Merck Biochemica (Alemania),
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Fisher Scientific Company (USA), Pharmacia Biotech (USA), Intergen Company
(USA), Cell Signallin Technology (USA) .

2. Métodos

2.1. Determinacion de los valores de glutatién total.

2.1.1. Fundamento

El glutation total se determina por H.P.L.C., siguiendo el método descrito por
Reed y colaboradores. (Reed y cols., 1980). La cromatografia es un método fisico
de separacion en el que los componentes a separar se distribuyen en dos fases: la
fase movil y la fase estacionaria. La separacion se obtiene porque los componentes
de la mezcla a estudiar son retenidos de distinta manera por la fase estacionaria.
La cromatografia liquida se basa en el hecho de que durante el desarrollo de un
cromatograma la fase movil arrastra las moléculas de la muestra hacia el lecho
estacionario, durante el trayecto las distintas moléculas de la muestra son
retardadas en mayor o menor grado por la fase estacionaria en funcion de la
interaccion entre los componentes de la muestra y las fases estacionaria y movil.
En definitiva, sino existiera interaccion las moléculas de un soluto se desplazarian a
lo largo de la columna a la misma velocidad que la fase mévil y por lo tanto el
tiempo de retencion seria bajo, sin embargo, un soluto que interaccione con la fase
estacionaria tardard mas en salir del lecho estacionario y su tiempo de retencién
sera muy superior al de la fase mévil.

El método descrito por Reed y colaboradores se basa en la separacion de
los S-carboximetildinitro derivados por cromatografia y posterior cuantificacion a
365 nm. A todas las muestras se les afiade una concentraciébn conocida de y-
glutamil glutamato, como patron interno, el cual nos va a permitir calcular la
concentracion de la sustancia problema de un modo mas exacto.

Con esta técnica cromatografica, se pueden determinar las concentraciones
tanto de GSH como de GSSG de una misma muestra. Sin embargo, el método de
Reed y cols., no debe utilizarse para determinar el estatus de glutation, ya que la
muestra sufre una autooxidacion del GSH importante en el proceso de

derivatizacion (Asensi y cols., 1994). De este modo, parte del GSH se oxida a
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GSSG dando falsos positivos en los resultados. Sin embargo, si que es un buen

método para la determinacién del glutatién total (GSH + (2XGSSG)).

2.1.2. Obtencién de las muestras y conservacion

Se realiza una extraccién sanguinea en la que inmediatamente se pipetean
200 pL de sangre y se mezclan con 800 uL de PCA 7.25% BPDS 1.25 mM. A
continuacion, se centrifuga a 15000g durante 10 minutos a 4° C. De esta manera
acidificamos la sangre y conseguimos un sobrenadante &cido, libre de proteinas.

Las muestras pueden ser conservadas a —20° C hasta el momento de su analisis.

2.1.3. Derivatizacion de la muestra

1.- Se toman 200 pL de sobrenadante &cido y se le afiade 20 uL de patrén
interno (y-glutamil-glutamato 1 mM en PCA al 0.3%). Seguidamente afiadimos 20
uL de &cido iodoacético 1 M disuelto en purpura de m-cresol 0.2 mM, que es un
indicador de pH que vira a color parpura entre 8.5y 9.

2.- La mezcla se lleva a pH 8.5 — 9 usando un tamp6n KOH 3 M CHES 0.3
M y una vez alcanzado el pH adecuado, se incuba la muestra durante 10 minutos
en oscuridad y a temperatura ambiente.

3.- Al acabar la incubacion se afiaden 400 uL de 1-fluor dinitrobenceno al
1% en etanol absoluto y se mantiene a 4°C y en oscuridad durante 24 horas como
minimo.Llegado a este punto las muestras son estables a 4° C durante varias
semanas.

4.- Antes de preparar la dilucion que seré inyectada en el cromatdgrafo, las
muestras se centrifugan a 15000g durante 5 minutos a 4° C. De ahi se toman 50 uL
de sobrenadante a los que afadimos 270 uL de una mezcla metanol - agua en

proporcion 800:200.

2.1.4. Técnica cromatografica.

Se inyectan 80 uL de la solucion que contiene la muestra. La fase movil estéa
constituida por 2 solventes:
- Eluyente A: es una solucién de metanol al 80% en agua bidestilada.
- Eluyente B: es una solucién tampdn acético/acetato 0.5 M en metanol al
64%.
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Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 mL/minuto. La elucion
de las sustancias que nos interesan se realiza aplicando un gradiente:

- La fase movil se mantiene durante 5 minutos a un 20% del eluyente B y un
80% del eluyente A.

- Tras este tiempo, comienza a aumentar la cantidad de eluyente B de
manera lineal, hasta que a los 15 minutos del cromatograma se alcanza un 99%
de By un 1% de A.

- Se mantienen estas concentraciones de cada solvente de 5 a 10 minutos,

dependiendo del tiempo de elucién del Gltimo compuesto.

- Una vez eluido el Ultimo compuesto de interés, se procede al reequilibrado
dela columna. Para ello, se alcanzan las condiciones iniciales (20% de By 80 %

de A) manteniéndose asi durante 15 minutos.

2.1.5. Célculos

Las concentraciones de GSH y GSSG se calculan en el cromatograma
basandose en una concentracion conocida de patrén interno, que es afiadida a
cada muestra en el proceso de derivatizacion. El patron interno utilizado es y-
glutamil-glutamato, que previamente ha sido calibrado frente a patrones de
concentraciones conocidas de GSH y GSSG. Tanto los patrones de GSH como los
de GSSG se calibran previamente enzimaticamente, para conocer su concentracion
exacta. EI GSH se calibra por medio de la reaccion de la glutation transferasa y el
GSSG por medio de la reaccion de la glutation reductasa.

El glutation total lo expresamos como equivalentes de GSH, suméandole a la

concentracion de GSH 2 veces la de GSSG.

[GSH]= Glutation total -(2X GSSG)

2.1.5.1. Calculo de la concentraciéon de los patrones de glutatién reducido por

medio de la reaccion de la glutation transferasa.

2.1.5.1.1. Fundamento.

Hemos utilizado el método descrito por Brigelius (Brigelius, y cols., 1983).
Se basa en la determinacién espectrofotométrica de la conjugacion del GSH con el

cloro-2,4-dinitrobenceno. Esta reaccién esta catalizada por la glutation-S-
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transferasa. El aducto formado, 2,4-dinitrofenil-S-glutatién, presenta un maximo de

absorcion a 340 nm.

GS-T
GSH+ CDNB———> GS-DNB + % Cl,

2.1.5.1.2. Procedimiento.

En una microcubeta se afiaden los siguientes reactivos:

#3825 ulL de fosfato potasico 0,1 M, EDTA 1mM, pH 7,0.
¢25-100 uL del patrén de GSH disuelto en PCA 6% BPDS 1 mM.

¢10 uL de la solucion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 mM en etanol al 100%.

Se realiza un autocero (ha de tenerse en cuenta que la absorbancia de la
linea de base debe ser estable)(E1l) y la reaccion comienza afadiendo 10 uL de
una solucion de glutation-S-transferasa 500 U/mL en tampon fosfato sodico 0,1 M,
EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta solucién se dializa previamente durante 6 horas en
tampon fosfato cambiando el tampon de dialisis cada dos horas.

Se registra la variacion de la absorbancia a 340 nm hasta el final de la

reaccion (E2). La diferencia E2-E1 es proporcional a la cantidad de GSH existente.

2.1.5.1.3.Célculos.

Para calcular la concentracion de GSH se utiliza el coeficiente de absorcion
molar del 2,4-dinitrofenil-S-glutation a 340 nm (e = 9,6 mM™ cm™). Una vez hallada
la concentracion del patrén, se realiza una curva con distintas concentraciones de
GSH y con la misma de patron interno, con el fin de hallar el factor de respuesta o
relacion entre el y-glutamil-glutamato (PI1) y el GSH mediante la siguiente relacion:

APATRONGSH
[PATRON GSH] = ——— [PI] x Factor respuesta

Ap

Por medio de esta relacibn podremos calcular posteriormente las

concentraciones de nuestras muestras problema:
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AGSH PROBLEMA

[GSH PROBLEMA] = ——  [PI] x Factor respuesta
Ap

2.1.5.2. Célculo de la concentracion de los patrones de glutation oxidado por

medio de la reaccién de la glutatién reductasa.

2.1.5.2.1. Fundamento:

Se sigue la reduccién dependiente de NADPH (340 nm) del GSSG a GSH.

NADPH + H" + GSSG — 2GSH + NADP”

2.1.5.2.2. Procedimiento

En una microcubeta se afiaden:

e 500 pl de tampdn fosfato 0,2 M con EDTA 2 mM a pH 7,00.
e 50 pl de NADPH 3 mM disuelto en Tris-HCI 10 mM, pH 7,00.
e 50 ul de GSSG 20 mM disuelto en agua.

e 350 pl de agua (hasta un volumen de 950 pl)

Se registra la disminucién de absorbancia a 340 nm.

2.1.5.2.3. Célculos

Calculamos la concentracion de GSSG por medio de la siguiente formula:

Una vez hallada la concentracién de patrén de GSSG, se determina el factor
de respuesta o relacion entre el GSSG vy el patrén interno, por medio de una curva

realizada con distintas concentraciones de GSSG y la misma de patrén interno. Con
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este dato podremos calcular posteriormente las concentraciones del metabolito en

nuestras muestras.

APATRONGSSG

[PATRON GSSG] = — [PI] x Factor respuesta
Ap

AGSSG PROBLEMA

[GSSG PROBLEMA] = —— [PI] x Factor respuesta
Ap

2.2. Determinacién del glutation oxidado (GSSG)

2.2.1. Fundamento

Para la determinacién del GSSG se siguid el método cromatogréafico descrito
por Asensi y colaboradores. (Asensi y cols., 1994). Se basa en la separacion
cromatogréfica de los dinitrobenceno derivados y posterior deteccion a 365 nm.
Para que el GSH no sufra una autooxidacién en el proceso, se bloquea el grupo tiol
con N-etilmaleimida (NEM). Este bloqueo hace que este método sea idéneo para
evitar el aumento de concentracion de GSSG por oxidaciéon del GSH durante el

procesado de la muestra.

2.2.2. Obtencién de las muestras

Tras la extraccion sanguinea se pipetean inmediatamente 500 uL de sangre
y se mezclan con 500 pL de PCA 12% BPDS 2 mM NEM 40 mM. Después de
agitar vigorosamente, se centrifuga a 15000g durante 10 minutos a 4° C. El
sobrenadante &acido libre de proteinas se usara posteriormente para la
determinacion del GSSG. Las muestras pueden ser conservadas a —20° C hasta el

momento de su analisis.
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2.2.3. Derivatizacion

1. Se toman 200 uL de sobrenadante acido y se mezclan con 20 uL de patréon
interno (y-glutamil-glutamato 1 mM en PCA 0.3%) y 20 uL de puarpura de m-cresol
0.2 mM como indicador de pH.

2. Se lleva la muestra a pH 8.5 — 9 afiadiendo KOH 3M CHES 0.3M. El
indicador de pH vira a color purpura cuando lo alcanza.

3. Se centrifuga a 13000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

4. Se toman 25 uL de sobrenadante y se mezclan con 50 ulL de 1-fluor
dinitrobenceno al 1% en etanol absoluto.

5. Se incuba la muestra 45 minutos en oscuridad y se deseca la disolucién a
vacio hasta 70 miliTorr.

6. Las muestras desecadas pueden conservarse durante meses a —20°C hasta
el momento de su inyeccion en el HPLC.

7. Justo antes de la inyeccibn en el cromatografo, las muestras se

resuspenden en 200 uL del eluyente A.
2.2.4. Técnica cromatografica.

Las muestras se procesan en el mismo aparato cromatografico que el
glutation total (apartado anterior). Las condiciones aplicadas en el ensayo son las
mismas, siendo el gradiente de eluyentes, fase estacionaria, fase movil y
deteccidn, idénticas que en el caso anterior.

2.2.5. Célculos

El célculo de la concentracién de glutation oxidado en la muestra biolégica,
se realiza en funcién de la calibracion de soluciones patrén de concentraciones
conocidas de GSSG respecto al patron interno.

2.3. Determinacioén de lipoperéxidos en forma de malondialdehido.

2.3.1. Fundamento.

Se ha seguido el método descrito por Young y colaboradores (Young y

cols.,1987). Este método se basa en la hidrélisis de los lipoperéxidos presentes en
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la muestra y posterior formacién de un aducto entre el acido 2-tiobarbitarico y el
malondialdehido liberado (TBA-MDA,). Puesto que el &cido 2-tiobarbitdrico
reacciona con distintos grupos carbonilos presentes en la muestra, ademas, de con
el malondialdehido, se realiza una separacion por cromatografia liquida de alta
eficacia en fase reversa del aducto &cido 2-tiobarbitdrico-malondialdehido del resto
de las sustancias reaccionantes presentes en las muestras.

Debido a que el malondialdehido proviene de los lipoperéxidos presentes en
el medio y, éstos se cuantifican segun el aducto TBA-MDA,, es conveniente hablar
de niveles de lipoperéxidos cuantificados como TBA-MDA; en lugar de niveles de
MDA.

2.3.2. Procedimiento.

1. A 50 pL de muestra se le afiaden 75 uL de H3PO,4 0,44 M y 25 ulL de la
solucion de acido 2-tiobarbitUrico; se agita y se mantiene 60 minutos en un bafo a
95 °C.

2. Una vez transcurrido el tiempo se afiade 150 pL de la solucién neutralizante.

3. Se centrifuga a 10000 g durante 5 minutos a 4 °C y se inyectan 50 uL del
sobrenadante obtenido en el H.P.L.C.

Debe tenerse en cuenta que el aducto &cido 2-tiobarbitarico-
malondialdehido es estable a pH neutro-basico un maximo de 20 minutos, por lo

gue se debe operar con rapidez.

2.3.3. Técnica cromatogréfica

Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 mL/minuto. La elucion
del aducto TBA-MDA, se realiza en condiciones isocraticas, siendo la fase movil
una mezcla de KH,PO, 50 mM pH=6,8 y acetonitrilo (70:30). El tiempo de retencion
del aducto TBA-MDA, es aproximadamente de 5 minutos, y el tiempo del

cromatograma fue de 10 minutos.

La deteccion del aducto TBA-MDA, se realiz6 con un detector ultravioleta

visible a una longitud de onda de 532 nm.
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2.3.4. Célculos.

El area del pico correspondiente al aducto TBA-MDA, se valora frente a una
recta patron construida con MDA-bis. En la construccién de la recta patrén debe
incluirse un blanco. La recta patrén se hace a partir de las siguientes soluciones de
MDA-bis: blanco; 0,6 uM; 1,5 uM; 6,0 uM; 15 uM 'y 60 uM.

2.4. Determinacion de L-Lactato

2.4.1. Fundamento

El método seguido para la determinacion de lactato fue descrito por
Gutmann y Wahlefeld (1974). Esta basado en la oxidacion de lactato a piruvato, por
la Lactato Deshidrogenasa, segun la siguiente reaccion:

La reaccion se lleva a cabo en medio alcalino que atrapa los protones, con
un exceso de LDH y un tampon que contiene hidrazina, que atrapa el piruvato,
formando su hidrazona. De esta forma la reaccidon se desplaza hacia la formacion

de piruvato.

Lactato + NAD* __LDH Piruvato + NADH + H*

2.4.2. Preparacion de la muestra

Se afadieron 500 uL de sangre, a un eppendorf que contenia 500 uL de
PCA 6%, EDTA 1mM. Se agitd6 vigorosamente y con rapidez. Seguidamente
centrifugamos la muestra a 15000 xg, a 4° C, durante 10 minutos. El sobrenadante
se neutralizé con KOH 20% y se mantuvo congelado a -20° C hasta el momento de

la determinacion.

2.4.3. Procedimiento y céalculos

La mezcla de reaccion, en un volumen final de 2 mL, contiene: Tampdn Tris-
Hidrazina 0.45 M, pH 9; NAD" 1.5 mM y 50 uL de muestra neutralizada.
Se mezcla bien y se lee la absobancia a 340 nm de longitud de onda (E,). Después
se afladen 40 Ul de LDH y se dejan transcurrir 30-45 minutos hasta que se
completa la reaccion. A continuacion se mide de nuevo la absorbancia (E,) a 340

nm.
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El aumento de absorbancia medido por la diferencia entre las dos lecturas (E»-E;)

es proporcional a la cantidad de lactato presente en la muestra.
2.5. Determinacion de Creatinkinasa total (CK)

2.5.1. Fundamento.

La CK es una enzima intracelular ampliamente distribuida en los tejidos del
organismo. Su funcién fisiologica esta asociada con la generacién de
adenosintrifosfato (ATP). La CK cataliza la fosforilacién reversible de la creatina,
reaccion en la cual el ATP actia como dador del grupo fosfato. La reaccién es la

siguiente:

H=9
Creatina fosfato + ADP ﬁmemina + ATP

Tal como se puede observar, la reaccidon es dependiente del pH, y si éste es
neutro, se favorece la formacion de ATP.

Se sigue un método espectrofotométrico, descrito por Szasz y cols. (Szasz y
cols. (1976) que detecta la interconversion NADPH-NADP®, siendo un método
estandar optimizado de la “Deutsche Gesellschaft fur Klinische Chemie”, basado

en las siguientes reacciones:

—>

Creatin fosfato + ADP oK Creatina + ATP

Glucosa + ATP < hexokinasa” Glucosa-6-fosfato + ADP

Glucosa-6-P + NADP+ glucosa-6-P deshidrogenasa Gluconato-6-P + NADPH + H*

2.5.2. Preparacién de la muestra.

Se recogieron muestras de sangre en un tubo seco. Transcurrido un tiempo

de aproximadamente 30 minutos (necesario para que se active la formacion del
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coagulo) se se centrifuga a 2000 xg durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido

es el suero que utilizaremos para la determinacion.

2.5.3. Procedimiento

La solucion reactiva utilizada estd compuesta por: Tampon Imidazol-Acético
100 mM, pH 6.7; Glucosa 20 mmol/L; Fosfocreatina 30 mmol/L; Mg+2 10 mmol/L;
EDTA 2 mmol/L; NADP* 2 mmol/L; ADP 2 mmol/L; AMP 5 mmol/L; NAC 20 mmol/L;
diadenosinpentofosfato 10 pmol/L, Hexoquinasa = 2.5 U/mL; glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa = 1.5 U/mL. La medicion se realiza con el espectro atemperado a

37 °C., a una longitud de onda de 340 nanometros.

En una microcubeta se afiadieron 1150 uL de esta solucion reactiva y se
incubé a 37°C, durante 2-3 minutos. A continuacién disparamos la reaccion
afiadiendo 23 pL de muestra, dejamos incubar durante 1 minuto y se determinaron
las extinciones a intervalos de un minuto durante los 4 minutos siguiente. La
longitud de onda utilizada fue 340 nm.

2.5.4. Célculos

Los calculos se realizan a partir de la variacion de absorbancia por minuto
en cada lectura y se calcula el valor de la actividad en U/l a partir de la siguiente
ecuacion:

U/l = (variacion de la absorbancia / minuto) x 8095

El factor 8095 tiene en cuenta el coeficiente de extincion molar del NADH, el

volumen final de la cubeta , asi como el volumen de muestra empleado.

2.6. Determinacion de Aspartato-aminotranferasa (GOT)

2.6.1. Fundamento.

La GOT cataliza la transferencia de un grupo amino de aminoacidos

especificos (L-glutamico o L-aspartico) a cetoacidos especificos ( a-cetoglutarico u
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oxalacético). Si bien a pH fisioldgico la reaccién esta energéticamente favorecida
hacia la formacion de L-aspartato y a-cetoglutarico, la reaccién in vivo procede
hacia la derecha a fin de proveer una fuente de nitr6geno al ciclo de la urea. El
glutamato asi producido es desminado por la glutamato deshidrogenasa con
formacion de amoniaco y regeneracién de a- cetoglutarico.

El método de determinacién que hemos utilizado fue decrito por Bergmeyer

y cols. (1986) y se basa en las siguientes reacciones acopladas.

—_—>
a- cetoglutarato + L-aspartato « G9T _ [-glutamato + Oxalacetato

Oxalacetato + NADH + H* . MbH L-Malato + NAD+*
La cantidad de GOT en la muestra se determina por la disminucion de

absorbancia a 340 nm.
2.6.2. Preparacién de la muestra.

Se recogieron muestras de sangre en tubo seco. Transcurrido un tiempo
aproximado de 30 minutos, se centrifuga la sangre a 2000 xg durante 10 minutos.

El sobrenadante obtenido es el suero donde realizaremos la determinacion.
2.6.3. Procedimiento y célculos

La solucién reactiva utilizada estd compuesta por: Tampén Tris 88 mM, pH
7.8; L-aspartato 264 mmol/L; NADH 0.198 mmol/L, a-cetoglutarato 13.2 mmol/L;
MDH = 0.46 U/mL; LDH = 0.66 U/mL.

Se incub6 1 mL de esta solucion reactiva durante 2-3 minutos a 37°C. A

continuacién iniciamos la reaccién afiadiendo 100 uL

2.7. Determinacién de la actividad xantina oxidasa/xantina deshidrogenasa en

plasma.

2.7.1. Fundamento.
Se sigue un método fluorimétrico descrito por Beckman y cols. (1989). Este
método estd basado en la monitorizacion fluorimétrica de la formacién de

isoxantopterina a partir de pterina.
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Para la determinacién de la forma oxidasa se utiliza como aceptor de
electrones al oxigeno.
Para la determinacién conjunta de la oxidasa y deshidrogenasa se utiliza el

azul de metileno como aceptor de electrones.

2.7.2. Preparacién de la muestra.

Reactivos:

e Tampon fosfato 50 mM., EDTA 0.1 mM., pH 7,4.

e Pterina (2-amino-4-hidroxipteridina) 1 mM. Se pesan entre 3 y 4 mg. de
pterina y se resuspenden inicialmente en 100 pl. de NaOH 1 M. Una vez disuelta
se le afade el agua necesaria para alcanzar una concentracién de 1 mM. Esta
solucion es estable durante 1 6 2 dias a T2 ambiente.

¢ Isoxantopterina 1 mM. Se pesan entre 3 y 4 mg. de isoxantopterina y se
resuspenden inicialmente en 100 pl. de NaOH 1 M. Una vez disuelta se le afiade el
agua necesaria para alcanzar una concentracion de 1 mM. A partir de esta solucion
de diluye hasta alcanzar una concentracién de 10 uM. La concentracién exacta de
isoxantopterina se determina espectrofotométricamente a 336 nm., debiendo estar
entre 8 y 13 uM. Esta solucién se ha de preparar y valorar diariamente.

e Azul de metileno 1 mM. en agua. Esta solucion se puede conservar
congelada.

e Alopurinol 1 mM en agua. Esta solucion se realiza directamente a 1 mM.
Para conseguir una perfecta disolucion se ha de preparar en agitacion y
calentandose. Una vez disuelta se separan alicuotas que se pueden conservar

congeladas.
2.7.3. Procedimiento.

La formacién de isoxantopterina se sigue fluorimétricamente a 345 nm. de
excitacion y 390 nm. de emisién.

Todo el proceso se realiza con el fluorimetro termostatizado a 37 °C.

1.- Afdadimos en una cubeta de cuarzo 25 pulL. de muestra y tampon fosfato
50 mM., EDTA 0.1 mM., pH 7,4, hasta un volumen final de 2 mL.
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2.- Se sigue la emision de fluorescencia a 345 nm. de excitaciéon y 390 nm.
de emision durante un minuto.

3.- Posteriormente se afiaden 20 plL. de una solucién de pterina 1 mM. y se
sigue la emision de fluorescencia durante 2 minutos. Esta pendiente nos indica la
actividad xantina oxidasa.

4.- El siguiente paso consiste en afadir 20 uL de una solucion de azul de
metileno 1 mM. y se sigue la emision de fluorescencia durante dos minutos. Esta
pendiente nos indica la actividad total xantina oxidoreductasa.

5.- Afadimos 20 uL. mas de una solucion de alopurinol 1 mM. y se sigue la
emision de fluorescencia durante un minuto. No debe variar la fluorescencia, pues
el alopurinol inhibe tanto la xantina oxidasa como la deshidrogenasa.

6.- Se realiza una medida puntual que se utilizara como blanco para la
calibracién de la isoxantopterina.

7.- Se afiaden 20 puL de una disolucion de isoxantopterina 10 uM. Se realiza
otra medida puntual. De esta manera obtendremos el incremento de fluorescencia
debido a la isoxantopterina.

La isoxantopterina se utiliza como patron interno en esta determinacion.
2.7.4. Calculos

Para calcular la actividad, la unidad de actividad se define como la cantidad
de enzima que cataliza la formacién de un umol de isoxantopterina por minuto. En
el plasma la expresamos en unidades por litro de plasma.

Para la actividad xantina oxidasa:

[Isoxantopterina] x 0.02  Vfinal

U = (AF/min.) x X

2.08 x 1000 X Fisoxantopterina  VMuestra
Siendo:
- AF/min: la variacién de fluorescencia observada por minuto tras afiadir la

pterina.

- [Isoxantopterina]: la concentracion de isoxantopterina.
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- Fisoxantopterina : €l incremento inmediato de fluorescencia que se produce tras
afiadir la isoxantoptrina.

- Vfinal: el volumen de la cubeta una vez afadida la disolucion de pterina (2,02
mL.).

- Vmuestra: el volumen de muestra afiadido (0,025 mL.).

Para la actividad total xantina oxidoreductasa:

[Isoxantopterina] x 0.02  Vfinal

U = (AF/min.) x X

2.08 X 1000 X Fisoxantopterina Vmuestra

Siendo:

-AF/min: la variacion de fluorescencia observada por minuto tras afiadir el azul de
metileno.

-[Isoxantopterina]: la concentracion de isoxantopterina.

- Fisoxantopterina : €l incremento inmediato de fluorescencia que se produce tras
anadir la isoxantoptrina.

- Vfinal: el volumen de la cubeta una vez afadida la disolucion de pterina (2,04
mL.).

- Vmuestra: el volumen de muestra afiadido (0,025 mL.)..

Para la actividad xantina deshidrogenasa:

La actividad xantina deshidrogenasa se calcula restando la actividad xantina

oxidasa a la actividad total xantina 6xidoreductasa.

2.8. Extraccion de proteinas citoplasmaticas a partir de tejido muscular.
2.8.1. Fundamento

Para llevar a cabo la valoracion de la expresion y fosforilacion de I1kB-a. e
IKK-a. y de la fosforilacion de las MAP Kinasas Erk1/2 (p44/42) y p38 transfiriendo
estas proteinas desde geles a membranas (Western Blotting) , es necesaria la

obtencion de extractos de proteinas citoplasmaticas.
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2.8.2. Protocolo

1.- Se parte de fragmentos de musculos esquelético de entre 100 y 200 mg, que
son en primer lugar lavados en PBS.

2.- Tras el lavado se cortan en pequefios trozos en tampdn de lisis frio ( 1 mL
por cada 100 mg de tejido). El tampdn consta de: 1% Nonidet-P40; 50 mM Nacl,;
Tris 10 mM pH 7.5; 5 mM EDTA; Sucrosa 0,25 M; Pirofosfato Sddico 30 mM;
Ortovanadato Soédico 100 uM; 50 mM NaF; 1mM DTT; 1mM PMSF; 3mM
Benzamidina; 10 uM Leupeptina; 10 ug/mL Aprotinina; 5 uM Pepstatina A).

3.- El masculo se tranfiere a un homogeneizador tipo Dounce de vidrio (Afora
S.A., Espafia) introducido en hielo.

4.- La suspensién se somete a diez pases de homogeneizacién con el émbolo.

5- El producto inicial se pasa a tubos de microcentrifuga y se centrifuga durante
15 minutos a 12.000 xg a 4°C.

8.- El sobrenadante que contiene extractos proteicos citoplasmaticos es

almacenado a —80°C hasta su valoracién y utilizacion.

2.8.3. Cuantificacion.

En los extractos citoplasméticos los valores de concentracion de proteinas
fueron obtenidos por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello se
preparan diluciones 1/400 de los extractos para un volumen final de 800 pL de
agua. A este volumen se le afiaden 200 puL de colorante de Bradford (Biorad, USA).
Los valores de absorbancia, a una longitud de onda de 595, son interpolados en
una curva patrén previamente obtenida mediante dilucion seriada de BSA de
concentracion inicial conocida. Con ello podemos conocer el valor de concentracion

en proteinas de la muestra original.

2.9. Extraccién de proteinas nucleares a partir de tejido muscular.

2.9.1. Fundamento
Para llevar a cabo la valoracion de la activacion de NF-xB en musculo

mediante Ensayos de Retardo en Gel de Acrilamida, es necesaria la obtencion de

extractos de proteina nuclear.
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2.9.2. Protocolo.

1.- Se parte de fragmentos de musculos esquelético de 100 mg., a los que se le
afiaden 35 mL de Tampén 1 (10mM Hepes pH 7.5; 10 mM MgCl,; 5mM KCI; 0,1
mM EDTA; 0,1% Triton X-100; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 2 ug/mL Aprotinina; 2
ug/mL Leupeptina (Blough y cols., 1999).

2.- El tejido se desmenuza minuciosamente y se transfiere a un Falcon de 50 mL
donde se homogeneiza utilizando un Ultra Turrax T25 Polytron (Janke and Knukel,
Germany) a velocidad media durante 45 segundos.

3.- Se centrifuga durante 5 minutos a 3.000 xg y a 4°C.

4.- El pellet se resuspende en 500-1000 uL de Tampon 2 (20mM Hepes pH 7.9;
25% Glicerol; 500mM NacCl; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA,; 0,5 mM DTT; 0,2 mM
PMSF; 2 ug/mL Aprotinina; 2 pg/mL Leupeptina)

5- Incubar en hielo la mezcla durante 30 minutos vorteando de forma intermitente
la suspension.

6.- Centrifugar durante 10 minutos a 12.000 xg.

7.- Pasar el sobrenadante a una unidad (4mL Ultrafree Filter Unit. Millipore) y
anadir un volumen idéntido de Tampon 3 (20mM Hepes pH 7.9; 10% Glicerol;
40mM NaCl; 2 mM MgCly; 0,5 mM DTT; 0,2 mM PMSF; 2 ug/mL Aprotinina; 2
ug/mL Leupeptina

8.- Centrifugar durante 60 minutos a 12.000 xg y a 4°C (el volumen normalmente
desciende en un 30%)

9.- Afadir 500-1000 puL de Tampdén 3 y se centrifuga de nuevo durante 60
minutos a 12.000 xg y a 4°C.

10.- El sobrenadante que contiene extractos proteicos nucleares es almacenado

a —80°C hasta su valoracion y utilizacion.

2.9.3. Cuantificacion.

En los extractos nucleares los valores de concentracion de proteinas fueron
obtenidos por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello se preparan
diluciones 1/400 de los extractos para un volumen final de 800 pL de agua. A este
volumen se le afiaden 200 uL de colorante de Bradford (Biorad, USA). Los valores
de absorbancia, a una longitud de onda de 595, son interpolados en una curva

patron previamente obtenida mediante dilucién seriada de BSA de concentraciéon
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inicial conocida. Con ello podemos conocer el valor de concentracion en proteinas

de la muestra original.

2.10. Ensayo de Retardo en Gel de Acrilamida (EMSA) para el estudio de la

activacion del factor de transcripcion NF-xB

2.10.1. Fundamento

Este tipo de experimentos permite la deteccion de la presencia de un
activador transcripcional en un extracto problema al ponerlo en contacto in vitro con
un fragmento artificial de DNA marcado que contiene la secuencia de union del
factor transcripcional estudiado. La diferente movilidad de este DNA en un gel en
funcién de su unién o no al factor de transcripcion permite determinar la presencia

de este Ultimo en el extracto problema.
2.10.2. Marcaje de la secuencia diana con digoxigenina.

Una vez se dispone de los extractos de proteina nuclear a estudiar, se
procede a marcar no radiactivamente el oligonucleétido de doble cadena que

contiene el motivo de union de NF-kB (se muestra la cadena con sentido con el

motivo kB subrayado) (Promega, USA).

5-AGT TGA GGG GACTTT CCCAGG C -3

Para el marcaje se utilizaron los reactivos presentes en el kit (DIG Gel Shift
Kit , Roche Molecular Biochemicals) asi como el protocolo de marcaje aconsejado
por el fabricante.

El oligo fue marcado por su extremo 3" con DIG-11ddUTP con terminal

transferasa.

1.- En primer lugar se mezclan en hielo:
- 4 uL de tampdn de marcaje
- 4 uL de CoCl; 20 mM
- 3.85 pmol de oligo B de doble cadena
-1 ulL de DIG-ddUTP 25 mM

- 1ul de terminal transferasa 0.25 u/pL
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- H,0 miliQ hasta un volmen final de 2Q pL
2.- Incubar 15 minutos a 37° C
3.- Volver a colocar en hielo y afiadir:
-2 uL de LiCl
- 60 uL de Etanol absoluto a 4° C
4.- Guardar a —80 ° C durante 30 minutos
5.- Centrifugar 15 minutos a 12000 rpm a 4° C para recoger el DNA
6.- El pellet se lava 3 veces con etanol 70%
7.- Resuspender el pellet en tampon TEN (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; 100 mM

NaCl, pH 8) para alcanzar un concentracion de 30 fmol/uL

2.10.3. Reaccion de union DNA-proteina.

1.- En todos los casos ponemos en contacto:
- 40 ug de proteina nuclear
- 30 fmol de oligonucleético kB marcado
- 4 uL de tampon de union (100 mM HEPES pH 7.6; 5 mM EDTA; 50 mM
(NH4)2 SO4; 5 mM DTT, 1% Tween 20, 150 mM KCI)
- 1 uL de DNA sonicado de esperma de salmon
- 1 uL de poly L-lysine
- En presencia o no de un exceso de oligonucledtido kB no marcado

(ensayos de competicion en un volumen final de 20 L)

2.- El extracto nuclear se equilibra , en primer lugar, durante 15 minutos en el
hielo con el tampdn de union. A continuaciéon se afiade el oligonucledtido marcado y
se deja otros 15 minutos en hielo para que se produzca la posible reaccién de
unién DNA-proteina. Finalmente, en las muestras de ensayo de competicion, se
afade un exceso de 100 veces de oligonucledtido no marcado 15 minutos antes de

afiadir el marcado con digoxigenina.
2.10.4. Condiciones del gel y transferencia.

1.- Una vez transcurrido este tiempo, en todos los casos se afiaden 5 ulL de
tampdn de carga (tampon de unidén 60%, glicerol 40%)

2.- Cargar los 25 pL resultantes en un gel continuo no desnaturalizante al 8% de

Acrilamida (79:1 acrilamida:bisacrilamida).
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3.- Este gel es sometido a un campo eléctrico de 100 V constantes durante 60
minutos en tampdn 0.5x TBE (44.5 mM Tris-HCI; 44.5 mM H3BO3: 1.25 mM EDTA)

4.- Una vez finalizado este tiempo, el gel es separado de las placas de cristal, y
transferido, de nuevo en 0.5x TBE, a una membrana de carga positiva de Nylon
(Hybond N+, Amershan Pharmacia, USA) mediante electrotransferencia con Trans
Blot SemiDry transfer Cell (Biorad, USA) a un voltaje contante de 40 V durante 30
minutos.

5.- Tras la transferencia, se procede al entrecruzamiento covalente de los
oligonucleétidos con la superficie de la membrana mediante la irradiacion de ésta
con 0,120 Julios de radiacion ultravioleta. Utilizamos, para ello, un entrecruzador

(Vilver Lourmat)

2.10.5. Visualizacion.

Una vez se ha transferido, se procede a la visualizacion del resultado
mediante la unidon de un anticuerpo anti-DIG marcado con fosfatasa alcalina.

Brevemente el protocolo consiste en:

1.- Lavado corto de la membrana con tampon de lavado (0.3% Tween 20 en 0.1
M &cido maleico; 0.15 M NaCl pH 7.5).

2.- Incubar 30 minutos a temperatura ambiente con tampén de bloqueo (gelatina
1% en 0.1 M acido maleico; 0.15 M NaCl pH 7.5)

3.- Incubar 30 minutos en tampdn de blogueo que contiene anticuerpo anti-DIG
en una dilucién 1:5000.

4.- El anticuerpo no unido es eliminado mediante dos lavados de 15 minutos
cada uno con tampon de lavado.

5.-Equilibrar en tampén 3 (0.1 M Tris-HCI; 0.1 M NaCl; 50 mM MgCl, pH 9.5)
durante 5 minutos.

6.- Incubar 5 minutos con una solucion de CSPD (reactivo quimioluminiscente
especifico de la fosfatasa alcalina, Enzo Diagnostics, Japén).

7.- Eliminar el exceso de solucion de CSPD.

8.- Pre-incubar la membrana durante 15 minutos a 37 ° C.

9.- Exponer un film fotografico (KODAK X-OMAT) en contacto con la membrana
en cassette de autorradiografia con pantallas intensificadoras durante 45 minutos a

temperatura ambiente.
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2.10.6. Cuantificacién de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el programa
PrestoPage manager for EPSON, almacenadas en formato digital TIF para poder
ser densitometradas utilizando el software “ Analysis 3".

Figura 1. Esquema del Ensayo de Retardo en Gel de Acrilamidad para NF-xB.

Ensayo de Retardo en Gel de Acrilamida
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2.11. Estudio de la expresion y fosforilacion de IkB-a, IKKa e IKKB y de la
fosforilacion de las MAP Kinasas Erkl1l/2 (p44/42) y p38 mediante
Electroforesis en Geles de Poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS) y posterior
Western Blotting.

2.11.1. Fundamento

La electroforesis es un transporte bajo la accion de un campo eléctrico. La
electroforesis en geles con una matriz de poliacrilamida, comunmente denominada
electroforesis en poliacrilamida, se utilizan mayoritariamente para la separacién de
proteinas. Cocretamente se utilizé el PAGE en condiciones desnaturalizantes. En
presencia de algunos compuestos quimicos las proteinas pierden su estructura
nativa. Tales compuestos, agentes desnaturalizantes, producen el desplegamiento
de la proteina que aparece asi sin la organizacion tridimensional caracteristica de
su funcién bioldgica. La combinacién de un detergente desnaturalizante (SDS) y un
agente reductor (B-mercaptoetanol) es la que se utilizo.

Los complejos SDS-proteina se separan estrictamente segun su tamafio
molecular y, asi, es posible estimar su masa molecular. En presencia de una
concentracion de SDS superior a 8 mM, las proteinas unen 1,4 g de SDS por gramo
de proteinas, lo que equivale a la unién de una molécula de SDS por cada 2
aminoacidos. Las cargas propias de las proteinas quedan asi enmascaradas o
anuladas. Como cada molécula de SDS proporciona una carga negativa (del grupo
SO,), los complejos proteina/SDS estan cargados negativamente de forma
uniforme. La separacion, por tanto, depende de un parametro fisico-quimico, la
masa molecular, que se puede calcular.

Utilizando esta técnica se estudio la expresién y fosforilacion de IkB-a e
IKK-a y de la fosforilacion de las MAP Kinasas Erk1/2 (p44/42) y p38. Todas ellas
se valoraron utilizando como referencia los niveles de a-actina en los extractos

citosolicos musculares.
2.11.2. Condiciones del gel y transferencia.
Para detectar el estado de fosforilacion de p44/42 p38“A"¢ se cargaron 30

ug de proteina citoplasmatica en geles discontinuos al 12% de Acrilamida (29:1

Acrilamida:Bisacrilamida) con un 0,1% de SDS, sobre los que se aplic6 un campo
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eléctrico de voltaje constante de 100 Voltios durante al menos 2 horas en tampon
Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM Gilicina, 0,1% SDS, pH 8,3).

Una vez finalizado el desplazamiento electroforético el gel es transferido
(Western Blotting) a una membrana de Nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA),
mediante electrotransferencia en condiciones himedas por medio del sistema Mini-
protean Il (Bio-Rad, USA).

El proceso se desarrolla durante 2 horas, a una temperatura de 4°C, una
intensidad constante de 300 mAmperios, en tampon de transferencia (25 mM Tris,
192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8,3).

En el caso de los estudios para detectar la expresién y fosforilacion de 1kB-a
e IKKa se cargaron 40 pg de proteina citoplasmatica en las mismas circunstancias

mencionadas con anterioridad para las MAP Kinasas.

2.11.3.Visualizacion.

1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60 minutos a
temperatura ambiente en tampon de bloqueo: 5% p/v de leche desnatada en polvo,
0,1% Tween-20 en 1XTBS (20 mM Tris, 137 mM NacCl, pH 7,6).

2.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

3.- Las membranas se incuban durante toda la noche a 4°C con agitacion
orbital en tampoén de anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20 en 1XTBS) y con las
correspondientes diluciones de anticuerpos primarios (Cell Signaling Technology)
(Ver Tabla 8)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

5.-Las membranas son incubadas 60 minutos con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano, anti-IgG de conejo preparado en burro, (Cell
Signaling Technology). El anticuerpo se disuelve en tampdn de bloqueo (1:2000).

6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL (Amersham
Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a autorradiografia con films de
fotografia (KODAK X-OMAT)
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Tabla 8. Descripcion de los anticuerpos utilizados para Western Blotting.

Anticuerpo Descripcion PesoM  Fuente Dilucion
Anti [kB-o Detecta los niveles totales de IkB-a 41 kD Conejo  1:1000
Anti IKK o Detecta los niveles totales de IKKa 85 kD Conejo  1:1000

Detecta los niveles de IkB-a fosforilada en

Anti p-IxB-a ~41 kD Conejo  1:1000
Ser32

Anti p-IKKa Detecta los niveles de IKKa fosforilada en ~85 kD Conejo  1:500
Serl80

Anti p-p38"47« Detecta los niveles de p38 fosforilada en ~38 kD Conejo  1:1000
Tr180y Tirl82

Anti p-p44/42"*™  Detecta los niveles de p44/42 fosforiladaen ~ ~/42-44kD Conejo  1:1000
Tr202 y Tir204

Anti a-actina Detecta los niveles de la isoforma a-actina 43 kD Raton  1:500

sarcomérica

2.11.4. Cuantificacion de los resultados.
Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el programa
PrestoPage manager para EPSON, almacenadas en formato digital TIF para poder

ser densitometradas utilizando el software * Analysis 3”.

Los valores de las proteinas estudiadas se expresaron en funcién de los

valores de expresion de a-actina en los extractos citosélicos musculares.
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Figura 2. Esquema de la técnica del Western blotting
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2.12. Estudio de la oxidaciéon de proteinas musculares

2.12.1. Fundamento

Las modificaciones oxidativas de las proteina por accion de los radicales
libres y otras especies reactivas de oxigeno como el hidroxinonenal ocurren tanto
en procesos fisiolégicos como patolégicos. Como consecuencia de las
modificaciones, los grupos carbonilo son introducidos en el interior de las cadenas
de aminoécidos de forma especifica.

Los grupos carbonilo son derivatizados a 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP-
hidrazona) por su reaccion con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Las muestra
derivatizadas son separadas mediante electroforesis en gel de acrilamida seguida

por un Western Blotting y la inmunodeteccion.
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2.12.2. Preparado del lisado proteico.

1.- Se parte de fragmentos de musculos esquelético de 100 mg, que son en
primer lugar lavados en PBS.

2.- Tras el lavado se cortan en pequefios trozos en tampoén de lisis frio ( 1 mL
por cada 100 mg de tejido). El tampdn consta de: 50 mM NacCl; Tris 10 mM pH 7.5;
5 mM EDTA,; Sucrosa 0,25 M; Pirofosfato Sodico 30 mM; Ortovanadato Sodico 100
uM; 50 mM NaF; 50mM DTT; 1mM PMSF; 3mM Benzamidina; 10 uM Leupeptina;
10 pg/mL Aprotinina; 5 uM Pepstatina A).

3.- El masculo se tranfiere a un homogeneizador tipo Dounce de vidrio (Afora
S.A., Espafia) introducido en hielo.

4.- La suspensién se somete a diez pases de homogeneizacién con el émbolo.

5- El producto inicial se pasa a tubos de microcentrifuga y se centrifuga durante
15 minutos a 12.000 xg y a 4°C.

6.- El sobrenadante es almacenado a —80°C hasta su valoracion y utilizacion

2.12.3. Derivatizacion de la muestra

Para la derivatizacion de la muestra se utilizaron los reactivos presentes en
el kit (Oxyblot Protein Oxidation Kit, Intergen Company) asi como el protocolo
aconsejado por el fabricante.

1.- Se parte de entre 15-20 ug de proteinas que son desnaturalizadas con
SDS 12% para alcanzar una concentracion final de SDS 6%.

2.- La muestra se derivatiza afiadiéndole una solucién 1 x DNPH. El volumen
afadido es idéntico al que suman la proteina con el SDS.

3.- Los tubos se incuban a temperatura ambiente durante 15 minutos.

4.- La muestra se neutraliza con la Solucién de Neutralizacion del Kit.

2.12.4. Condiciones del gel y transferencia.

Una vez neutralizadas las muestras estan preparadas para cargar en el gel
de poliacrilamida. Para valorarla oxidacién de proteinas en masculo esquelético se
cargaron 30 pug en geles discontinuos al 12% de Acrilamida (29:1
Acrilamida:Bisacrilamida) con un 0,1% de SDS, sobre los que se aplic6 un campo
eléctrico de voltaje constante de 100 Voltios durante al menos 2 horas en tampén
Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). Una vez finalizado el

desplazamiento electroforético el gel es transferido (Western Blotting) a una
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membrana de Nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA), mediante
electrotransferencia en condiciones himedas por medio del sistema Mini-protean Il
(Bio-Rad, USA). El proceso se desarrolla durante 2 horas, a una temperatura de
4°C, una intensidad constante de 300 mAmperios, en tampon de transferencia (25
mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8,3).

2.12.5. Visualizacion.

1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60 minutos a
temperatura ambiente en tampon de bloqueo: 5% p/v de leche desnatada en polvo,
0,1% Tween-20 en 1XTBS (20 mM Tris, 137 mM NacCl, pH 7,6).

2.- Serealizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

3.- Las membranas se incuban 60 minutos a temperatura ambiente, con
agitacion orbital , en tampén de anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20 en 1XTBS) y
con una dilucion 1:150 de anticuerpo primario (Anti-DNP de conejo)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

5.- Las membranas se incuban 60 minutos a temperatura ambiente, con
agitacion orbital , en tampon de bloqueo y con una dilucién 1:300 de anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano, anti IgG de conejo preparado en
cabra.

6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL (Amersham
Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a autorradiografia con films de
fotografia (KODAK X-OMAT)

2.12.6. Cuantificacién de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el programa
PrestoPage manager para EPSON, almacenadas en formato digital TIF para poder

ser densitometradas utilizando el software “ Analysis 3".

2.13. Aislamiento de RNA a partir de tejido.

2.13.1. Fundamento.

El aislamiento de RNA a partir de tejido hepatico se llevé a cabo utilizando el
kit de la casa Amersham Pharmacia, “ QuickPrep Total RNA Extraction Kit". Este

se basa en un método que combina las propiedades disruptivas y a la vez
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protectoras del tiocianato de guanidina (Chirgwin y cols., 1979) con precipitacion
selectiva y centrifugacion isopicnica utilizando cloruro de litio y trifluoroacetato de
cesio.

Inicialmente la muestra de tejido se extrae por homogeneizacion en el seno
de un tampon altamente concentrado en tiocianato de guanidina. Ello asegura la
rapida inactivacion de la actividad de las RNAsas enddgenas y la completa
disociacibn de los componentes celulares del RNA. Tras una segunda
homogeneizacion en presencia de cloruro de litio, se afiade trifluoroacetato de
cesio y se centrifuga. Una vez centrifugado, obtenemos un precipitado de RNA, una

capa rica en proteinas en la superficie, y una interfase que contiene DNA.

2.13.2. Reactivos.

- Tampodn de extraccion: solucion acuosa tamponada que contiene tiocianato de
guanidina y N-lauroil sarcosina.

- Solucion de cloruro de litio: solucion de LiCl en agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC).

- Trifluoroacetato de cesio (CSTFA).

- Etanol 70 %

2.13.3. Procedimiento.

Segun las instrucciones del kit, seguimos los siguientes pasos, para cada
una de las muestras:

1.- Afadir 250 puL de tampodn de extraccion y 4.5 uL de B-mercaptoetanol a
un homogeneizador de vidrio

2.- Pesar 100 mg de tejido y afiadirlos al homogeneizador.

3.- Homogeneizar el tejido.

4.- Afiadir 525 pL de cloruro de litio (LiCl).

5.- Homogeneizar y pasar la muestra a un “eppendorf’ de 1.5 mL

6.- Afiadir 750 pL de trifluoroacetato de cesio (CSTFA), y mezclar con pipeta
estéril.

7.- Tapar los tubos y agitar con vortex.

8.- Dejar los tubos en hielo durante 10 minutos.

9.- Centrifugar durante 15 minutos a velocidad maxima y temperatura

ambiente.
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10.- EI RNA queda en el precipitado.
11.- Retirar la capa de proteinas y el sobrenadante rico en DNA mediante

bomba de vacio.

Una vez extraido el RNA, se procede al lavado del mismo, siguiendo los

siguientes pasos:

12.- Afadir al precipitado de RNA la mezcla de lavado, que contiene los
siguiente reactivos: 113 uL de tampon de extraccion, 263 pL de LiCl y 375 pL de
CsTFA.

13.- Agitar con vortex 5 veces a velocidad maxima.

14.- Retirar el sobrenadante con bomba de vacio, y mantener en hielo.

15.- Anadir 1.5 mL de etanol al 70% para precipitar el RNA.

16.- Agitar con vOrtex 5 veces a velocidad maxima.

17.- Aspirar el etanol y dejar que se evapore completamente durante 15
minutos a temperatura ambiente.

18.- Disolver el RNA en 100 mL de agua libre de RNAsas (agua tratada con
dietilpirocarbonato). Agitar con vértex para favorecer la disolucién.

19.- Dejar el RNA en hielo durante 15-30 minutos para que se disuelva.
Agitar con vértex para favorecer la disolucion.

20.- Romper el precipitado vorteando 10 veces.

21.- Calentar a 65°C durante 10 minutos.

22.- Agitar con vortex para asegurarse de que se ha disuelto, alicuotar y

guardar a —80°C para su conservacion.

Tras la extraccion y lavado del RNA, el siguiente paso es la determinacion

de la concentracion de RNA obtenida.

2.13.4. Cuantificacién de la concentracion de RNA.

La cuantificacion del RNA se realizé mediante medida espectofotométrica a
260 nm, y la comprobacién de la pureza mediante la relacibn de las medidas
260/280 nm. Para hacer el blanco de la medida de RNA se puso 1 mL de agua libre
de RNasas en la cubeta de cuarzo (Ab) y para la medida se diluy6é en esta agua 2

uL del RNA aislado (Am). Con los valores obtenidos se hizo el siguiente calculo:
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A x 40 x 1000/2 = mg de RNA
Siendo:
-A =Am - Ab
-40 = abs. de 1 mg de RNA
-1000/2 = Dilucién del RNA.

La comprobacién de la pureza del RNA se llevé a cabo dividiendo el valor de
la absorbancia a A=260 nm entre el valor de la absorbancia a A=280 nm, de forma
gue valores comprendidos entre 1.8 y 2.0 indican que se obtuvo un RNA de buena
calidad.

Ademéas de las medidas de absorbancia, y con el fin de asegurar la
integridad del RNA, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa (Ver apartado
2.14.2)

2.14. Northern Blotting.

2.14.1 Fundamento.

La transferencia de moléculas desde geles a membranas fue originalmente
descrita por E.M. Southern para el caso de DNA. Posteriormente se describié para
el caso de RNA (se denominé transferencia tipo Northern). Una de las diferencias
de estas dos técnicas con respecto al Western Blotting es el soporte utilizado, la
agarosa. El agar se obtiene a partir de algas marians y esta formado por dos tipos
de polisacérido, la agarosa y la agaropectina. La agarosa es la mas utilizada para la

separacion de acidos nucleicos.

2.14.2 Separacion del RNA mediante electroforesis.

1.- Para el andlisis por Northern blot se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1% y en tampoén MOPS con bromuro de etidio.

2.- La cantidad de muestra cargada fueron 25ug de RNA total de musculo
esquelético de las distintas condiciones del estudio.

3.- La electroforesis se realiz6 a 100mV durante un tiempo aproximado de tres
horas. Una vez terminada se ilumind el gel con luz ultravioleta para comprobar la
integridad del RNA.
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2.14.3 Transferencia a membrana.

1.- La transferencia a la membrana se llevé a cabo a temperatura ambiente y
utilizando membranas de Nylon cargadas positivamente.

2.- El tamp6n de transferencia utilizado fue el SSC 10X.

3.- La membrana se lavo con tampén SSC 2X y se fij6 el RNA a la membrana

iluminandola con luz UV. de una potencia de 0,120J.

2.14.4 Hibridacién con las sondas de interés.

La membrana fue tratada como se describe a continuacion como paso
previo a la hibridacion (prehibridacion)

1.- La prehibridacion se realizo en un horno de hibridacion a 42°C, durante cuatro
horas y con un tampon compuesto por: 0,47g NaH,PO4-H,O y 0.28g Na,HPO,-
2H,0 en 13ml H,O; 25 ml SSC 20x; 2 ml SDS 10%, 10 ml Denhardt’s 50x; 50 ml
formamida y 100 ul de DNAss (100ug/ml).

2-. Tras la prehibridaciéon se incubd la membrana con la sonda marcada. El
marcaje se llevo a cabo con [a-**P]dCTP (3000Ci/mmol) utilizando el kit de marcaje
randomizado Rediprime™Il DNA labelling system de Amershan Pharmacia Biotech.
La hibridacion se realiz6 con el mismo tampdn que la prehibridacién, en el mismo
horno y también a una temperatura de 42°C durante al menos 16h.

3.- Pasado este tiempo de procedié a los lavados, que fueron de 30 min. con
tampon SSC y SDS 0,1%. La concentracion del SSC fue decreciente, y variaba
cada dos lavados, asi en los primeros dos lavados la concentracion fue 2X, en los
dos siguientes fue 1X y los dos ultimos se hicieron con una concentracién 0,1X.
Estos lavados son necesarios para eliminar la sefial radiactiva inespecifica.

4.- La membrana se puso en contacto con un film de fotografia y en oscuridad
durante un tiempo dependiente de la marca radiactiva que se habia medido
previamente con el contador Geiger. La exposicion se llevé a cabo a —80C° con el
fin de obtener un sefal més nitida.

5.- Una vez transcurrido el tiempo necesario se revel6 el film.
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2.14.5. Cuantificacién de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el programa
PrestoPage manager para EPSON, almacenadas en formato digital TIF para poder
ser densitometradas utilizando el software * Analysis 3”.

Los valores de mRNA para la MnSOD se expresaron en funciéon de la

densidad de sus valores respectivos de 18S.

2.15. Retrotranscripcion-Amplificacién del RNA (RT-PCR).

2.15.1. Fundamento.

En la actualidad, existen varios métodos de determinacioén de la expresion
del RNA mensajero, como el Northern Blotting, la hibridacién in situ, los ensayos
basados en la proteccion frente a las RNAsas, cDNA arrays y retrotranscripcion-
amplificacion (RT-PCR) del RNA.

La RT-PCR consiste en dos pasos:

2.15.1.1 Sintesis de cDNA: Retrotranscripcion (RT).

Consiste en la obtencién de un DNA copia (cDNA) a partir de un RNA
mensajero (MRNA), el proceso inverso de la transcripcion. Para ello son necesarias
unas DNA polimerasas particulares, llamadas transcriptasas inversas o
retrotranscriptasas. Las enzimas utilizadas proceden de algunos retrovirus, que son
virus que presentan RNA como genoma, en vez de DNA. Para poder expresar sus
proteinas, han de pasar la informacién a DNA. La transcriptasa inversa utilizada
para este trabajo es AMV-RT (avian myeloblastosis virus).

Para la sintesis de cDNA a partir de RNA utilizamos cebadores (“primers”)
especificos del gen cuya expresiobn queremos determinar, de modo que la

retrotranscripcion es especifica del cDNA que queremos amplificar.

2.15.1.2 Amplificacién del DNAc: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Una vez sintetizado el cDNA, lo amplificamos por medio de la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) es un método que permite amplificar

de forma selectiva secuencias especificas de DNA.
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El método de PCR esta basado en la sintesis de una hebra complementaria
de DNA, utilizando una cadena simple como molde. La PCR utiliza dos fragmentos
cortos de DNA (oligonucleétidos) como cebadores de la sintesis. Estos cebadores o
“primers” se unen especificamente a secuencias que flanquean la region a
amplificar, uno en cada una de las cadenas del DNA.

Los requerimientos de la reaccién son simples: deoxinucleétidos (dNTPs)
gue proporcionan tanto la energia como las unidades de la sintesis, una polimerasa
de DNA, cebadores, el DNA molde y un tampdn que contenga magnesio.

El proceso béasico se desarrolla en tres pasos que se repiten sucesivas

veces, segun el gen a amplificar:

- Desnaturalizacion: separacion de las cadenas complementarias del DNA.

- Unidén o “annealing™: unién de los “primers” especificos a sus secuencias
complementarias. La temperatura de union es caracteristica de cada pareja de

“primers”.

- Extensién: sintesis de la hebra complementaria a partir del “primer”

respectivo.

La repeticion de este ciclo un determinado nimero de veces produce un
aumento exponencial de la cantidad de la regién diana del DNA, que viene dado
por la expresion 2" (siendo n el n° de ciclos) hasta que se llega a un punto en que

disminuye la eficiencia de la enzima, y la reaccién deja de ser exponencial.

2.15.2. Sondas.

Los cebadores que se utilizaron para la determinacién de los niveles de
expresion de los distintos genes fueron disefiados utilizando el programa GCG a
partir de las secuencias génicas obtenidas en el “Genebank”.

Para cada uno de los genes a estudiar se seleccionaron las siguientes

(todos expresados en direccion 5’- 3'):

Mn SOD: CGT GCT CCC ACACAT CAATC
TGA ACG TCA CCG AGG AGA AG
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iINOS: TGT GAC ACA CAG CGC TAC AA
TGT TGA AGG CGT AGC TGA AC

eNOS: TGT TGA AGG CGT AGC TGA AC
TGT GAC ACA CAG CGC TAC AA

Se tomd como control interno el RNA de la proteina GAPDH dado que este
RNA se expresa a un nivel constante en muchos tejidos y lineas celulares

cultivadas en diferentes condiciones fisiologicas.

2.15.3. Condiciones de amplificacion.

Las condiciones del RT-PCR para cada uno de los genes estudiados son:

Manganeso-superoxido dismutasa (Mn-SOD)

Retrotranscripcion: 50°C durante 30’

Desnaturalizacién previa: 94°C durante 3’

Amplificacion: (30 ciclos)

Desnaturalizacién: 94°C durante 30 segundos

Union o “annealing”: 64°C durante 30 segundos

Extension: 72°C durante 30 segundos

Extension final: 72°C durante 7 minutos

Retrotranscripcion-Amplificacién cuantitativa del RNA (RT-PCR en tiempo

real).

Oxido Nitrico sintasa inducible (iNOS)

Retrotranscripcion: 50°C durante 30’

Desnaturalizacién previa: 94°C durante 3’

Amplificacion: (30 ciclos)

Desnaturalizaciéon: 94°C durante 30 segundos

Unidn o “annealing”: 63°C durante 30 segundos

Extension: 72°C durante 30 segundos

Extension final: 72°C durante 7 minutos

Retrotranscripcion-Amplificacion cuantitativa del RNA (RT-PCR en tiempo

real).
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Oxido Nitrico sintasa endotelial (eNOS)

Retrotranscripcion: 50°C durante 30’

Desnaturalizacién previa: 94°C durante 3’

Amplificacion: (30 ciclos)

Desnaturalizacién: 94°C durante 30 segundos

Union o “annealing”: 62,4°C durante 30 segundos

Extension: 72°C durante 30 segundos

Extension final: 72°C durante 7 minutos

Retrotranscripcion-Amplificacién cuantitativa del RNA (RT-PCR en tiempo

real).

En la presente tesis utilizamos el método de retrotranscripcién-amplificacion

(RT-PCR) cuantitativo en tiempo real para determinar la expresién del RNA.

2.16. Retrotranscripciéon-Amplificacion cuantitativa del RNA (RT-PCR en

tiempo real).

2.16.1. Fundamento.

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-
PCR) es actualmente el método mas sensible y exacto para la deteccion de niveles
de RNA mensajeros (RNAm), tanto en células como en tejidos.

Este método, a diferencia del semicuantitativo, permite la deteccion directa
del producto de amplificacion durante la fase exponencial de la reaccién, a través
del empleo de compuestos con propiedades fluorescentes que sélo emiten
fluorescencia cuando el DNA esta en forma de doble cadena, de modo que
determinando el incremento de fluorescencia se puede determinar la cantidad de
producto formado.

La sustancia fluorescente utilizada en nuestros experimentos fue SYBR
Green |, el cual se une al DNA y emite fluorescencia sélo en el caso de que la dos
hebras complementarias de DNA estén unidas.

Asi, este método nos permite seguir la reaccion a medida que transcurre a
través del incremento de fluorescencia, y nos permite controlar la reaccion en todo

momento (aumento del n° de ciclos, repeticion de ciclos, pausa...).
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La figura 3 representa las curvas de amplificacion que obtenemos mediante este

método.

Figura 3. Curvas de amplificacién RT-PCR en tiempo real.
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El sofware del ordenador construye estas curvas de amplificacion a partir de
los datos de emision de fluorescencia recogidos durante la reaccion en tiempo real.
Asi, al final obtenemos una representaciéon en la que el eje de ordenadas es la
fluorescencia y el eje de abscisas es el n° de ciclos transcurridos. Una vez obtenida
la representacion, el eje de ordenadas se transforma en logaritmico para su mejor

interpretacion (figura 4).

Figura 4. Curvas de amplificacion tras transformar el eje de ordenadas en

logaritimico.
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En el caso de la PCR cuantitativa, el pardmetro de medida de la expresién
de un determinado gen no es la fluorescencia, sino el ciclo en el que la
amplificaciébn comienza a ser exponencial. Este ciclo se denomina ciclo umbral
(“thresold cycle”, Ct), pues es a partir del cual la amplificacion empieza a ser
realmente apreciable. De este modo, los valores de ciclo umbral decreceran
linealmente conforme aumenta la cantidad de cDNA (DNA copia) de partida,
puesto que cuanto mas copias de RNAm (RNA mensajero) de partida del gen
estudiado haya, mas cDNA se obtendra en la retrotranscripcion, y antes comenzaréa
la amplificacién a ser exponencial.

Asi pues, realizando una curva estandar de cantidades de RNAm de partida
conocidas, este método permite la cuantificacion relativa de la expresion de un gen
en funcidn de la expresion de un gen de expresion constitutiva, es decir, que no
varia segun diferentes condiciones. La cuantificacion absoluta supone el
conocimiento del numero exacto de copias de RNAm de partida empleado para la
realizacion de la curva estandar.

Otro método para determinar la expresion a partir de las curvas de
amplificacién obtenidas consiste en la comparacién de Ct. Como hemos sefialado,
cuanto mas RNAm de partida hay, menor es el Ct obtenido. Este método se
asemeja al método de la curva estandar, pero utiliza férmulas aritméticas cuya
resolucion conduce a la cuantificacion relativa de la expresion de un determinado

gen.

2.16.2. Procedimiento.

La reaccion de RT-PCR cuantitativa se llevd a cabo utilizando el kit
denominado “Tth DNA Polymerase” de la casa Boehringer Manheim, que permite
realizar en un Unico paso la trasncripcion inversa y la amplificacion del cDNA
sintetizado. La Tth DNA polimerasa posee la propiedad de actuar como
retrotranscriptasa (en presencia de iones Mn2+) y como polimerasa al mismo
tiempo. Ademas se utilizo el reactivo SYBR Green | para la deteccion fluorescente

del producto formado.
La reaccion se realizé segun el protocolo proporcionado por el citado kit, y

consiste en la preparacién de dos mezclas por separado, cada una de las cuales

contiene:
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Mezcla 1 (por muestra):

NUCIEOLIdOS. ... 0.3 mM concentracion final

B o 1 01 (] £ PP 0.4 uM cada uno, concentracion final
Muestrade RNA.........cccooev i, 20 ng de RNA

Agua libre de RNASaS..........ccccvvveeeeennnn c.S.p. 12.5 uL

Mezcla 2 (por muestra):

Tampon con Mg2+.........ccoovviiiiiiineeeennnnne 1.5 mM MgCI2 concentracion final
MN(OAC)2 ..o 2.5 mM concentracion final

Tth DNA polimerasa............ccccvvveeeeeenne 5 U/reaccion

SYBR Green l....cooccviieiiiiiiiiiiiiicc e dilucion 1/20000

Agua libre de RNASaS.........cccccceeeeeeeenne. c.s.p. 125 uL

Una vez preparadas, ambas mezclas se juntan y se introducen en pocillos
de placas disefiadas para este fin y se introducen en el termociclador, que ha sido
programado previamente segln las condiciones de amplificacion sefialadas en el
apartado 2.15.3 de la presente tesis para la manganeso-superoxido dismutasa y la
oxido nitrico sintasa inducible y endotelial (genes problema). El gen de referencia
empleado fue gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), y su amplificacion

se llevé a cabo bajo las mismas condiciones que los genes problema.

2.16.3. Calculos.

En la presente tesis realizamos una cuantificacién relativa del gen problema,
utilizando el método de comparacién de Ct.

La ecuacion que permite la cuantificacién por este método viene dada por:

2 —-AACt
donde  AACt = ACt1-ACt2
siendo  ACtl= Ct gen problema — Ct gen referencia de la muestra 1

ACt2= Ct gen problema — Ct gen referencia de la muestra 2

Para que la determinacion a través de esta formula aritmética sea valida,
debe cumplirse que la eficiencia de la reaccion para el gen problema y para el gen
de referencia sea aproximadamente igual. La comprobacion de este requisito se

realiza comparando curvas estandar de cantidades de RNA conocidas para cada
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uno de los genes, el problema y el de referencia. Una vez obtenidas las curvas de
amplificaciéon se representa el logaritmo de la concentracién frente al Ct, tanto para
el gen problema como para el de referencia, y se calcula la pendiente de la recta
para cada una de las representaciones obtenidas. Para que las eficiencias sean
similares, las pendientes de ambas rectas deben ser similares, puesto que la

eficiencia de la reaccion de amplificacién viene dada por la siguiente ecuacion:

Eficiencia = [10(-1/pendiente) ] — 1

Para una pendiente de —3.322 obtenemos una eficiencia del 100%, lo cual
significa que el aumento de un ciclo de amplificacion durante la fase exponencial de
la reaccion supone exactamente la duplicacion del material amplificado.

Una reaccion de amplificaciéon debe tener una eficiencia lo mas cercana al
100% para estar optimizada.

Una vez comprobamos que las eficiencias son comparables, realizamos las
reacciones de amplificacion conjuntamente para ambos genes (problema y
referencia) y para cada muestra: reposo, ejercicio y ejercicio con alopurinol por
triplicado y aplicamos la ecuacion de comparacion de Ct mencionada anteriormente
para el célculo de la diferencia de expresién del gen manganeso-superoxido

dismutasa entre los tres grupos.

Figura 5. Esquema de la PCR cuantitativa.
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3. Andlisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados, primero se realizdé un andlisis
de la varianza. La hipétesis nula fue aceptada para todos los valores de aquellos
grupos en los cuales F no fue significativa para un valor p < 0.05. Luego, el grupo
de datos para los que F fue significativa fue analizado por el test de la t de Student.
La simbologia empleada en la presente tesis es la siguiente: * p < 0.05; ** p < 0.01.

En el caso de los ciclistas comparamos las medias utilizando un analisis de
varianza de medidas repetidas. El valor de la p se determind utilizando el test de
Scheffe de comparaciones multiples.

Con respecto a los resultados de expresion obtenidos mediante RT- PCR en
tiempo real, en primer lugar se estudi6 mediante ANOVA si habia algun grupo
experimental que presentaba diferencias estadisticamente significativas, y en caso
de demostrarse diferencia por parte de alguno de los grupos, se utilizé el test de

Tukey de multiples comparaciones.
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V. RESULTADOS

1.- Estudio del estrés oxidativo asociado a los procesos de isquemia-

reperfusion. Resultados en animales y en humanos.

Se sabe que durante los procesos de isquemia-reperfusion cardiaca se
genera gran cantidad de radicales libres. Asi los fenomenos de hipoxia y posterior
reoxigenacion se asocian con una situacion de estrés oxidativo. El ascenso a
grandes alturas, la utilizacion de una camara hipobéarica y el ejercicio fisico
agotador, son 3 modelos similares al fenémeno de isquemia-reperfusion. El estrés
oxidativo asociado a dichos modelos o0 a su combinacion, en ratas y humanos, ha

sido el objeto del presente estudio.

1.1. Efecto de la hipoxia y reoxigenacion en el estatus de glutatiéon sanguineo
en ratas.

Determinamos la concentracién de GSH, GSSG y calculamos el cociente
(GSSG/GSH) x100 en sangre venosa de ratas jévenes sometidas a hipoxia (8%
0O,) en un camara hipobarica durante 3 dias y reoxigenadas (normoxia) a distintos
tiempos.

Los resultados de la Figura 1 nos permiten confirmar que existen un
aumento significativo en los valores de glutation oxidado en sangre tras 1 y 6 horas
de reoxigenacion en los animales sometidos a un proceso de hipoxia previo. Los
niveles de GSSG fueron un 202% mayores tras la reoxigenacion durante 1 hora y
271% mayores tras la reoxigenacion durante 6 horas, del grupo sometido a hipoxia.
Ademas los niveles de GSH disminuyeron significativamente tras la reoxigenacion
de los animales hipéxicos durante 1 hora. Los niveles de glutatién reducido fueron
un 125% menores tras la reoxigenacién durante 1 hora con respecto al grupo
sometido a hipoxia.

Utilizando los datos de la Figura 1 calculamos el cociente (GSSG/GSH)
x100. Este cociente indica el porcentaje de GSH que se encuentra en forma de
GSSG, por lo que se le considera uno de los mejores indicadores de estrés
oxidativo. Como mostramos en la Figura 2 el cociente (GSSG/GSH) x100 aumento
significativamente tras 1 hora y 6 horas de reoxigenacion. El cociente aumento, con
respecto al grupo de ratas sometidas a hipoxia durante 3 dias, en un 374 % tras la
reoxigenacion durante 1 hora y en un 400% en el grupo reoxigenado durante 6

horas.
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FIGURA 1: Niveles de glutatién sanguineo en ratas sometidas a un proceso de

isquemia-reperfusion.
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FIGURA 2: Cociente (GSSG/GSH) x100 en sangre de ratas sometidas a un

proceso de isquemia-reperfusion.
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1.2. Efecto de la hipoxia y reoxigenacion en el estatus de glutatién sanguineo
en alpinistas durante su ascenso al Gasherbrum Il (Gll), pico de 8034 metros,

Himalaya.

Determinamos la concentracion de GSH, GSSG y calculamos el cociente
(GSSG/GSH) x100 en sangre venosa de un grupo de 10 alpinistas (8 hombres y 2
mujeres) que participaron en la primera expedicion Zambon al Gl (8034m,
Himalaya) sin la utilizacion de mascaras de oxigeno.

Los resultados de la Figura 3a muestran como el ejercicio fisico realizado a
grandes alturas provoca un aumento de los niveles de GSSG y un descenso de los
niveles de GSH, que es progresivo a medida que van acercandose a la cima de la
montafia. Como se puede observar en esta misma figura el aumento de los niveles
de GSSG sanguineo es significativo en el grupo de alpinistas que alcanzan la
altura de 6000 metros. Los valores de GSSG fueron un 276% mayores a esta
altura si los comparamos con los obtenidos a nivel del mar. Los valores de GSH
disminuyeron de forma significativa (144%) en los alpinistas que alcanzaron la
altura de 4500 metros, en relacion a los valores obtenidos a nivel del mar.

Utilizando los datos de la Figura 3a calculamos el cociente (GSSG/GSH)
x100. Como mostramos en la Figura 3b este valor aumenta a medida que se
alcanza una mayor altura. Los valores del cociente son un 488% mas altos a 6000
metros si los comparamos con los obtenidos a nivel del mar. Este incremento es
significativo a los 5.200 metros de altura con respecto al nivel del mar.

En la grafica de la Figura 4 presentamos los valores de presion parcial de
oxigeno y presion barométrica a distintas alturas (Wilmore y Costill, 1998). Como
podemos observar, ambos valores descienden de forma progresiva a medida que la
altura va incrementandose. A los 4000 metros de altura, por ejemplo, la presion
parcial de oxigeno es un 39% menor (96 mmHg) que a nivel del mar (159 mmHg).
La altura maxima a la que conseguimos muestra del grupo de alpinistas fueron los
6000 metros. La presion parcial de oxigeno a ese nivel, segun la gréfica, es un
54% (73 mm Hg) menor que a nivel del mar. Esto supone que los alpinistas
disponen de menos de la mitad de oxigeno en este punto de la montafia. Como
hemos comentado en el apartado de material y métodos las extracciones de las
muestras ,una vez alcanzada la altura de 4500 metros (campamento base),
siempre fueron realizadas a este nivel. Esto significa que el grupo de alpinistas tras
el ascenso a 5200 y 6000 metros descendieron a campamento base para realizar la
extraccion. Este hecho asemeja el proceso al que se vieron sometidos, al de la

isquemia-reperfusion.
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FIGURA 3a: Niveles de glutatién sanguineo en alpinistas durante su ascenso
al Gll.
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FIGURA 3b: Cociente (GSSG/GSH) x100 en sangre de alpinistas durante su

ascenso al Gll.
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FIGURA 4: Presion barométrica y Presién parcial de O; a distintas alturas.
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2.- Estudio del efecto de la administracion de alopurinol sobre el dafio
muscular asociado al ciclismo de alta competicién. Resultados en

humanos.

El ejercicio fisico, cuando se realiza hasta el agotamiento, puede generar
radicales libres (Sastre y cols., 1992). En nuestro laboratorio hemos demostrado
gue la xantina oxidasa, implicada en el proceso de isquemia-reperfusion, es la
enzima responsable del dafio asociado al ejercicio fisico agotador (Vifia y
cols.,2000; Vifia y cols., 2000). En este apartado de los resultados, nos planteamos
el estudio del efecto que la administracion de alopurinol podria tener sobre los
marcadores de dafio muscular en un grupo de ciclistas participantes en el Tour de

Francia.

2.1. Efecto de la administracién de alopurinol sobre la actividad en plasma de

la enzima CK.

Determinamos la actividad total de la enzima CK, como marcador de dafio
muscular, en muestras de plasma del equipo ciclista US Postal Team durante su
participacién en el Tour de Francia 2001. La CK es una enzima intracelular,
ampliamente distribuida en los tejidos del organismo, especialmente en muasculo
esquelético. Dado su gran tamafio, su deteccién en plasma se considera un
marcador de dafio muscular. Los valores normales son inferiores a 160 U/l en

hombres, y menores de 130 U/l en mujeres.

Los resultados de las Figuras 5a y 5b muestran un aumento en la actividad
CK en plasma Unicamente tras la contrarreloj por equipos. En esta etapa de 70 Km,
el tiempo acreditado por el equipo es el del quinto ciclista en atravesar la linea de
meta lo que da garantias de que todos los componentes del equipo se ejercitan
hasta el agotamiento. Los ciclistas que recibieron alopurinol no mostraron el
incremento en plasma de la enzima, que fue significativo en aquellos que

recibieron placebo.
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FIGURA 5a: Valores individuales de actividad plasmatica de la enzima CK en

ciclistas durante su participacion en el Tour de Francia.
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Valores individuales de actividad CK, grupo control (n=5), grupo
alopurinol (n=4). La comparaciéon de las medias se realiz6 utilizando
un andlisis de varianza de medidas repetidas. El valor de la p se
determiné utilizando el test de Scheffe de comparaciones multiples.
La significacién estadistica se expresa como (*) p=0.03 frente a grupo
alopurinol. CE: Contrarreloj por equipos.

FIGURA 5b: Valores de las medias de actividad plasmatica de la enzima CK en

ciclistas durante su participacion en el Tour de Francia.
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Valores de la media de actividad CK, grupo control (n=5), grupo
alopurinol (n=4). La comparacion de las medias se realizé utilizando
un analisis de varianza de medidas repetidas. El valor de la p se
determiné utilizando el test de Scheffe de comparaciones multiples.
La significacion estadistica se expresa como (*) p=0.03 frente a grupo
alopurinol. CE: Contrarreloj por equipos.
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2.2. Efecto de la administracion de alopurinol sobre la actividad en plasma de

la enzima GOT.

Determinamos la actividad de la enzima GOT, como marcador de dafio
muscular, en muestras de plasma del equipo ciclista US Postal Team durante su
participacion en el Tour de Francia 2001. Esta enzima se encuentra en el
citoplasma y las mitocondrias de células del tejido cardiaco, hepatico y esquelético,
principalmente. Los valores normales en humanos para GOT son 5-40 U/l

Los resultados de las Figuras 6a y 6b muestran un aumento en la actividad
GOT en plasma Unicamente tras la contrarreloj por equipos. Los ciclistas que
recibieron alopurinol no mostraron dicho aumento, que fue significativo en aquellos

gue recibieron placebo.

FIGURA 6a: Valores individuales de la actividad plasmatica de la enzima GOT

en ciclistas durante su participacién en el Tour de Francia.
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Valores individuales de actividad GOT, grupo control (n=5), grupo
alopurinol (n=4). La comparaciéon de las medias se realiz
utilizando un andlisis de varianza de medidas repetidas. El valor
de la p se determiné utilizando el test de Scheffe de
comparaciones multiples. La significacién estadistica se expresa
como (*)p=0.02 frente a grupo alopurinol. CE: Contrarreloj por
equipos.
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FIGURA 6b: Valores de las medias de actividad plasméatica de la enzima GOT

en ciclistas durante su participacion en el Tour de Francia.
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Valores de la media de actividad GOT, grupo control (n=5), grupo
alopurinol (n=4). La comparacion de las medias se realiz6
utilizando un analisis de varianza de medidas repetidas. El valor de
la p se determind utilizando el test de Scheffe de comparaciones
multiples. La significacion estadistica se expresa como (*) p=0.02
frente a grupo alopurinol. CE: Contrarreloj por equipos.

2.3. Efecto de la administracion de alopurinol sobre los niveles de

lipoperéxidos en plasma.

Determinamos los niveles plasmaticos de malondialdehido, como indice de
peroxidacion lipidica, del equipo ciclista US Postal Team durante su participacion
en el Tour de Francia 2001.

Los resultados de la Figura 7 representan las diferencias entre la primera
(antes del inicio de la competicion) y la dltima extraccién, en los valores de
lipoperoxidos de los ciclistas de ambos grupos. Los resultados muestran un
aumento en los niveles de lipoperéxidos al finalizar la carrera tanto en el grupo que
recibié alopurinol como en el grupo que recibié placebo. Este aumento, sin
embargo, fue significativamente menor en el grupo al que le fue administrado el

alopurinol.
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FIGURA 7: Incrementos en los niveles de malondialdehido en plasma de

ciclistas durante su participacion en el Tour de Francia.
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3.- Estudio del estrés oxidativo asociado a la practica de ejercicio fisico

agotador en ratas. Efecto de la administracion de alopurinol.

Por razones éticas obvias, tuvimos que volver al modelo en animales para
estudiar el efecto de los radicales libres generados por la xantina oxidasa en el

estrés oxidativo y la sefalizacion celular durante el ejercicio.

3.1. Efecto de la administracion de alopurinol sobre el tiempo de carreray las
concentraciones de acido lactico de las ratas sometidas a un protocolo de

ejercicio fisico agotador.

Determinamos el efecto de la administracion de alopurinol sobre el tiempo
de carrera de los animales sometidos al protocolo de ejercicio fisico agotador. En
la Tabla 1 se muestra como no existe una diferencia significativa entre el tiempo
gue los dos grupos experimentales tardaron en llegar al agotamiento. En ambos
casos éste fue de aproximadamente 55 minutos. Utilizamos la medida de la
concentracion de lactato en sangre como parametro de fatiga (Hermansen, 1979).

Como se puede observar en la Tabla 1 la concentracién de lactato aumenta
significativamente en los animales sometidos a ejercicio, independientemente del

tratamiento.

TABLA 1. Valores de pesos, tiempos de carreray lactato tras el protocolo de

ejercicio fisico en tapiz rodante.

Grupos Peso Tiempo de carrera Lactato en sangre
P (gramos) (minutos) (mmol/L)
Reposo
(n=6) 245 + 9 0 1.3+0.4
*
Agotadlo 250 + 12 58+ 7 75 +3.1
(n=5)
Agotado
Alczpugi)nol 256 + 10 55+5 79 +29%
n=

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=5-6). La
significacidn estadistica se expresa como (*)p<0.05 frente a grupo reposo.
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3.2. Efecto de la administracién de alopurinol en la activacion de la enzima
xantina oxidasa en plasma de ratas sometidas a un protocolo de ejercicio

fisico agotador.

Determinamos el efecto de la administracion de alopurinol sobre la actividad
xantina oxidasa en plasma de ratas sometidas a un protocolo de agotamiento en
tapiz rodante.

En la Figura 8 podemos observar como inmediatamente después del
ejercicio fisico se produjo un aumento significativo de la actividad xantina oxidasa
en plasma. La administracién de alopurinol inhibié completamente la actividad de

la enzima en estos animales.

FIGURA 8: Actividad xantina oxidasa en plasma de ratas sometidas a un

ejercicio fisico agotador.
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Los valores se expresan como media * desviacion estandar (n=5-8).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposoy (**) p< 0.01 frente agrupo agotado.

3.3. Efecto de la administracién de alopurinol en el estatus de glutation en
musculo gastrocnemio de ratas sometidas a un protocolo de ejercicio fisico

agotador.
Determinamos la concentracion de GSH, GSSG y calculamos el cociente

(GSSG/GSH) x100 en homogenados de musculo gastrocnemio de los animales

sometidos al protocolo de ejercicio fisico agotador.
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En la Figura 9 se puede observar un aumento de un 50% en los niveles de
GSSG, en el homogenado, inmediatamente después del ejercicio. Este incremento
se previene con la administracion de alopurinol. Los valores de GSH practicamente
no se madificaron en el grupo de animales sometidos al protocolo de agotamiento,
mientras que en el grupo al que se le administré alopurinol descendieron en un 73%
tras el ejercicio. Utilizando estos datos calculamos el cociente (GSSG/GSH) x 100

gue no mostré cambios significativos en ninguno de los grupos.

FIGURA 9: Niveles de GSSG en musculo gastrocnemio de ratas tras la

realizacién de un ejercicio fisico agotador.
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é 40 - O Agotado Alopurinol ],
s
o 35+
©
2 30+
£
B 25 = 4
Q 20 '|'
Q15+ I
10 +
5 -
0
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Alopurinol

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=5).
La significacién estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposoy (") p< 0.05 frente a grupo agotado.

3.4. Efecto de la administracién de alopurinol sobre la actividad en plasma de

la enzima CK.

Determinamos la actividad de la enzima CK como marcador de dafio
muscular en muestras de plasma de los animales sometidos al protocolo de
agotamiento en tapiz rodante.

Los resultados de la Figura 10 muestran un aumento en la actividad CK en
plasma tras el ejercicio. Los animales que recibieron alopurinol no mostraron dicho

aumento, que fue significativo en aquellos que recibieron placebo.
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FIGURA 10: Valores de las medias de actividad plasmatica de la enzima CK en

ratas sometidas a un protocolo de ejercicio fisico agotador.
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Los valores se expresan como media = desviacion estandar (n=4).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposoy (#) p< 0.05 frente a grupo agotado.

3.5. Efecto de la administracion de alopurinol sobre la oxidacion de proteinas
en musculo gastrocnemio de ratas tras la realizacion de un ejercicio fisico

agotador.

En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como
lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el
contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un indicador de
dafio oxidativo a las mismas (Stadtman y cols., 1992). Este suele ser irreversible y
puede conducir a la desnaturalizaciéon de la proteina (Grant y cols., 1993). En
nuestro estudio determinamos la oxidacién de proteinas en musculo de rata
utilizando la técnica del western blot. Con esta técnica detectamos los derivados
carbonilo formados durante el ejercicio por su reaccion con la 2,4-
dinitrofenilhidracina (Nakamura y Goto, 1996).

Los resultados de las Figuras 11 y 12 muestran un aumento de la oxidacion
de proteinas en el grupo agotado, significativo en las de bajo peso molecular (21
kD). Este aumento se previno claramente, en el grupo de animales que recibieron

alopurinol.
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FIGURA 11: Western Blot de proteinas oxidadas en musculo gastrocnemio de

ratas sometidas a un protocolo de ejercicio fisico agotador.
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Western blot de proteinas oxidadas. Los extractos citosdlicos fueron
preparados con musculo gastrocnemio de rata en resposo e
inmediatamente después de un ejercicio fisico agotador en tapiz
rodante, previa administracién de alopurinol (Agot Alop) o vehiculo
(Agotado). El ensayo se realizd siguiendo las instrucciones del
producto de Intergen Company (Oxyblot™) .

FIGURA 12: Densitometria del Western Blot de proteinas oxidadas en
musculo gastrocnemio de ratas sometidas a un protocolo de ejercicio fisico

agotador.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=3).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposo.
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4.- Estudio de la activacion de NF-xB tras la realizacién de un ejercicio

fisico agotador en musculo de rata.

El ejercicio fisico es un complejo estimulo que, por medio de diversos
mensajeros, regula multiples sistemas de transduccion de sefales dentro de la
célula muscular. Evidencias recientes sugieren que la contraccion muscular puede
activar la via de las MAPKs en musculo esquelético (Boppart y cols., 2001).
Aunqgue las causas de esta activacion no han sido completamente identificadas, el
estrés oxidativo es un mecanismo bien establecido y estudiado dado sus efectos
sobre distintos factores de transcripcion responsables del control en la expresion
génica (Meyer y cols., 1994). Uno de los factores de transcripcién, sensibles al
estado redox y que juega un importante papel en la expresion de genes
antioxidantes, es el factor nuclear «B (Allen y Tresini, 2000). Los radicales libres
activan NF-xB causando la liberacion de la subunidad inhibitoria (IxB) del complejo
kB. En este estudio nos planteamos determinar si la realizacién de ejercicio fisico
intenso, hasta el agotamiento, podria activar la expresion de la MNnSOD en musculo

de rata, y el posible papel de NF-xB en dicha activacion.

4.1. Activacion, por ensayo de retardo, frente al tiempo de NF-kB en musculo

vasto interno de rata tras la realizacion de un ejercicio fisico agotador.

Determinamos la activacion del factor nuclear kB en funcién del tiempo, en
extractos nucleares de muasculo vasto interno de un grupo de animales sometidos a
un protocolo de ejercicio fisico agotador.

En la Figura 13 se muestra como el ejercicio fisico induce la activacion del
factor de transcripcion inmediatamente después de finalizarlo. Esta, se mantiene
durante la hora posterior y alcanza un pico una vez transcurridas dos horas. Tras
24 y 48 horas de reposo la activacion del factor de transcripcion disminuye de
forma progresiva.

En la Figura 14 se respresenta de forma cuantitativa y, en funcién del
tiempo, la activacion de NF-kB visible en los geles

Previamente hicimos un ensayo de competicibn para comprobar la
especificidad del oligo utilizando NF-xB y AP-1. Para ello afladimos cantidades

crecientes de oligo no marcado (0, 5, 10 y 100 fmoles) en dos condiciones distintas:
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[A] Oligo NF-xB marcado con Digoxigenina con cantidades crecientes de

oligo kB no marcado.
[B] NF-xB marcado con Digoxigenina con cantidades crecientes de oligo

AP- 1 no marcado.

En las figuras se observa como concentraciones crecientes de NF-kB, no
marcado, compiten con el oligo kB marcado; mientras que AP-1 no lo hace. Esto

demuestra la especificidad de la union.

NF-xB: 5 AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3
3 TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG &’
AP-1: 5 CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA 3

3 GCGAACTACTCAGTCGGCCTT 5’

[A] [B] AP1

05 50 100
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FIGURA 13 : Ensayo de retardo en gel de acrilamida de NF-xB en musculo

vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a

distintos tiempos.
R 0 0
L% % a8
gd ‘
NFkB->

Ensayo de retardo utilizando oligo NF-xB marcado don digoxigenina-
11-ddUTP (Promega, Madison, WI). Los extractos nucleares fueron
preparados con musculo vasto interno de rata en resposo (R), 0
inmediatamente (0), tras 1, 2, 4, 24 y 48 horas después de un gjercicio
fisico agotador en tapiz rodante (25 m/min, 5% inclinacion durante 1
hora). Se utilizaron 40 ug de proteina nuclear y 30 fmoles de
oligonucleético kB marcado.

FIGURA 14. Densitometria del ensayo de retardo en gel de acrilamida de NF-

kB en musculo vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y

sacrificadas a distintos tiempos.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4).
La significaciéon estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposo (**) p< 0.01 frente a grupo reposo.
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4.2. Activacioén, por western blot, frente al tiempo de NF-xB en musculo vasto

interno de rata tras la realizacion de un ejercicio fisico agotador.

Estudiamos también la activacion del factor nuclear B en extractos
nucleares de musculo vasto interno con la técnica del western blot. Utilizamos, para

ello, un anticuerpo especifico de la subunidad p65 del factor de transcripcion.

En la Figura 15, se muestra como el ejercicio fisico induce, de forma
inmediata, la aparicién de la subunidad p65 en el interior del nacleo y por tanto la
activacion de NF-kB. Esta, aumenta durante la primera hora y alcanza un pico

transcurridas dos horas de su finalizacion.

En la Figura 16 se respresenta de forma cuantitativa y, en funcién del

tiempo, la activacion de NF-«xB visible en los geles.

FIGURA 15. Western Blot de la subunidad p65 de NF-xB en musculo vasto
interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos

tiempos.

NF«xB (P65) > R s

Western blot de la unidad p65 de NF-xB. Los extractos nucleares
fueron preparados con musculo vasto interno de rata en resposo (R),
o0 inmediatamente (0), tras 1y 2 horas después de un ejercicio fisico
agotador en tapiz rodante (25 m/min, 5% inclinacién durante 1 hora).
El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del producto de Cell
Signalling Technolgy Inc. (Bar Habor, MA).
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FIGURA 16. Densitometria del Western Blot de NF-xB (p65) en musculo vasto
interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos

tiempos.
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Los valores se expresan como media = desviacion estandar (n=4).
La significacion estadistica se expresa como (**) p< 0.01 frente a
grupo reposo.

4.3. Expresiéon de IkB-a, frente al tiempo, en muasculo vasto interno de rata

tras larealizacion de un ejercicio fisico agotador.

Una vez comprobada la activacion de NF-kB por el ejercicio fisico agotador,
nos propusimos un estudio de los posibles mecanismos moleculares que
condicionan la traslocacion al nucleo de este factor de transcripcion. En primer
lugar nos centramos en el andlisis de la proteina IxB-a, inhibidor directo de NF-«B.
Determinamos la expresion de IkB-a, en funcion del tiempo, en extractos
citosélicos de musculo vasto interno en el grupo de animales sometidos a un

protocolo de ejercicio fisico agotador.

En la Figuras 17 y 18 se muestra como el ejercicio fisico provoca una
disminucion inmediata de la expresion de IkB-a, con respecto al reposo. La
expresion de la proteina inhibidora de NF-kB se recupera de forma progresiva en

las 4 horas posteriores al ejercicio.
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FIGURA 17: Western Blot de IkBa en musculo vasto interno de ratas

ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos tiempos.
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Western blot de IxB-a. Los extractos citosdlicos fueron preparados
con musculo vasto interno de rata en resposo (R), o inmediatamente
(0), tras 1, 2, 4, 24 y 48 horas después de un ejercicio fisico agotador
en tapiz rodante (25 m/min, 5% inclinacion durante 1 hora). El ensayo
se realizé siguiendo las instrucciones del producto de Cell Signalling
Technolgy Inc. (Bar Habor, MA).

FIGURA 18: Densitometria del Western Blot de IkBa en musculo vasto interno

de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos tiempos.
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Los valores se expresan como media *+ desviacion estandar (n=4).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposo (") p< 0.01 frente a grupo agotado Oh.
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4.4. Fosforilaciéon de IkB-a, frente al tiempo, en musculo vasto interno de rata

tras la realizacion de un ejercicio fisico agotador.

La fosforilacion de IkB-o constituye el paso previo para la degradacién de la
proteina. Se ha comprobado que la fosforilacion de IkB-a, en las Serinas 32 y 36,
estimula la conjugacion con la ubiquitina y posterior degradacién por el proteasoma
de la proteina, lo que supone la activacion de NF-kB. Por este motivo decidimos

medir p-lkB-o. en nuestro modelo.

En las Figuras 19 y 20 observamos como la proteina se fosforila
inmediatamente después de la realizacién del ejercicio fisico, la fosforilacion se
mantiene durante las dos horas posteriores, y revierte completamente a las 24

horas.

FIGURA 19: Western Blot de IkBa fosforilado en muUsculo vasto interno de

ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos tiempos.
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Western blot de IxB-a fosforilado (Serina 32). Los extractos
citosdlicos fueron preparados con musculo vasto interno de rata en
resposo (R), o inmediatamente (0), tras 1, 2, 4, 24 y 48 horas después
de un ejercicio fisico agotador en tapiz rodante (25 m/min, 5%
inclinacién durante 1 hora). El ensayo se realiz6 siguiendo las
instrucciones del producto de Cell Signalling Technolgy Inc. (Bar
Habor, MA).
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FIGURA 20: Densitometria del Western Blot de IkBa fosforilado en musculo

vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a
distintos tiempos.
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Los valores se expresan como media = desviacion estandar (n=4).
La significacion estadistica se expresa como (**) p< 0.01 frente a
grupo reposo

4.5. Expresion de IKKa frente al tiempo en musculo vasto interno de rata tras

la realizacion de un ejercicio fisico agotador.

La fosforilacion de la proteina inhibidora IkB implica la activacion de una
complejo IkB kinasa (IKK) de alto peso molecular. Ademas de las dos subunidades
cataliticas: IKKa o IKKB, este complejo contiene una subunidad reguladora llamada
NEMO (Modulador esencial de NF-kB ) o IKKy y finalmente IKAP (Proteina asociada

al complejo IKK). Esta Ultima parece actuar como mantenedor fisico de la estructura.

En las Figuras 21 y 22 se muestra como el ejercicio fisico induce una
disminucion de la expresion de IKKa inmediatamente después de finalizarlo. La

expresion de la kinasa de IkB se recupera en la hora posterior al ejercicio.
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FIGURA 21: Western Blot de IKKa en musculo vasto interno de ratas

ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos tiempos.
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Western blot de IKKa. Los extractos citosoélicos fueron preparados
con musculo vasto interno de rata en resposo (R), o inmediatamente
(0), tras 1, 2, 4, 24 y 48 horas después de un ejercicio fisico agotador
en tapiz rodante (25 m/min, 5% inclinacion durante 1 hora). El ensayo
se realizé siguiendo las instrucciones del producto de Cell Signalling
Technolgy Inc. (Bar Habor, MA).

FIGURA 22: Densitometria del Western Blot de IKKa en musculo vasto

interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos

tiempos.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo reposo (*) p< 0.05 frente a grupo agotado 0h y (*) p< 0.01
frente a grupo agotado Oh.
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4.6. Fosforilacion IKKa frente al tiempo en musculo vasto interno de rata tras

la realizaciéon de un ejercicio fisico agotador.

La fosforilacion de IKKa e IKKB constituye el paso previo para la activacion
del complejo. Las Serinas 180 y 181 son los sitios especificos cuya fosforilacion
supone un cambio conformacional de la kinasa. Por este motivo decidimos medir p-

IKKa y p-IKKB en nuestro modelo.

En las Figuras 23 y 24, observamos como la proteina se fosforila
inmediatamente después de la realizacion del ejercicio fisico, la fosforilacion se

mantiene durante las dos horas posteriores y empieza a revertir a las 48 horas.

FIGURA 23: Western Blot de IKKa, IKKB fosforiladas en musculo vasto interno

de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos tiempos.
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Western blot de IKKe, IKKB fosforiladas (Serinas: 180, 181). Los
extractos citosdlicos fueron preparados con musculo vasto interno
de rata en resposo (R), o inmediatamente (0), tras 1, 2, 4, 24 y 48
horas después de un ejercicio fisico agotador en tapiz rodante (25
m/min, 5% inclinacion durante 1 hora). El ensayo se realiz6 siguiendo
las instrucciones del producto de Cell Signalling Technolgy Inc. (Bar
Habor, MA).
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FIGURA 24: Densitometria del Western Blot de IKKa fosforilada en musculo
vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a

distintos tiempos.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo resposo (**) p< 0.01 frente a grupo reposo.

4.7. Expresion de a actina en los extractos citosélicos preparados en musculo

vasto interno.

Determinamos la expresion de la proteina a actina como normalizador en
los extractos citosélicos de vasto interno. En las Figuras 25 observamos como no

existen diferencias en la expresién de esta proteina entre las distintas muestras.

FIGURA 25: Western Blot representativo de a actina en masculo vasto interno
de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos tiempos.
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Western blot de a actina. Los extractos citosolicos fueron
preparados con muasculo vasto interno de rata en resposo (R), 0
inmediatamente (0), tras 1, 2, 4, 24 y 48 horas después de un
ejercicio fisico agotador en tapiz rodante (25 m/min, 5% inclinacion
durante 1 hora). El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones
del producto de SIGMA ALDRICH.
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5.- Estudio de la expresién de la Mn SOD tras la realizacion de un

ejercicio fisico agotador en muasculo de rata.

La superdxido dismutasa (SOD) es una enzima antioxidante que juega un
importante papel en la dismutacion del radical superoxido a peroxido de hidrégeno,
previniendo de esta forma la reaccion de Haber-Weiss vy la formacién de radical
hidroxilo (Fridovich, 1995). En los mamiferos coexisten dos formas de SOD: una
enzima mitocondrial ,tetramérica, dependiente de manganeso (Mn SOD) y una
enzima citosodlica, dimérica, dependiente de cobre y zinc (CuzZn SOD). En el
promotor del gen de la MnSOD, se encuentran diversos sitios de union para NF-«B.
El estrés oxidativo se ha demostrado que aumenta dicha uniéon (Warner y cols.,
1996). Por este motivo decidimos estudiar si el ejercicio fisico agotador podia
activar la expresion de la SOD en musculo esquelético de rata.

La Figura 26 muestra como la cantidad de ARNm de MnSOD, en musculo
vasto interno, aumentan significativamente tras la realizacion de un ejercicio fisico
agotador. Este aumento se mantiene en las dos horas posteriores al ejercicio y
disminuye progresivamente transcurridas 48 horas. Todos los valores han sido
expresados en funcion de la cantidad de RNA 18S de cada de una de las muestras.
En la Figura 27 se representa el contenido de la enzima Mn SOD en el mismo
grupo muscular. La grafica muestra como, Unicamente, superadas las 48 horas

posteriores al ejercicio, se observa un aumento significativo del contenido proteico.

Figura 26. Porcentaje de aumento de RNAmM de MnSOD en musculo vasto
interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos

tiempos. 300 -
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Los valores se expresan como la media + desviacion estandar (n=6).
La significacién estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo resposo (**) p< 0.01 frente a grupo reposo.
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Figura 27. Porcentaje de aumento del contenido proteico de MnSOD en
musculo vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento vy

sacrificadas a distintos tiempos.
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Los valores se expresan como la media = desviacion estandar (n=6).
La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05 frente a
grupo resposo.
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6. Estudio de la activacion de NF-xB en musculo gastrocnemio de rata
tras la realizaciobn de un ejercicio fisico agotador. Efecto de la
administracion de alopurinol.

6.1. Activacion de NF-xB en musculo gastrocnemio de rata tras la realizacion

de un ejercicio fisico agotador. Prevencidon con el tratamiento con alopurinol.

Dado que la xantina oxidasa juega un papel importante en la generacion de
radicales libres durante la realizacion de un ejercicio fisico agotador y dado que el
factor de transcripcion NF-xB esta regulado por el estado redox celular; nos
planteamos estudiar el efecto de la administracién de alopurinol sobre la activacion
del facto nuclear en musculo gastrocnemio de un grupo de animales sometidos a
un protocolo de ejercicio fisico agotador.

En la Figura 28 se muestra como el ejercicio fisico induce la activacion del
factor de transcripcion inmediatamente después de finalizarlo. De la misma forma
podemos ver como la administracion de alopurinol previene dicha activacion
devolviendo los niveles de NF-xB a valores cercanos al reposo. La carrera con la
competicion permite determinar la especificidad del ensayo y descartar uniones
inespecificas.

La Figura 29 representa de forma cuantitativa la activacion del factor de

transcripcion tras realizar una densitometria del gel.

FIGURA 28: Ensayo de retardo en gel de acrilamida de NF-xB en musculo

gastrocnemio de ratas ejercitadas hasta el agotamiento.
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Ensayo de retardo en gel de acrilamida de NF-xB. Los extractos
nucleares fueron preparados con musculo gastrocnemio de rata en
resposo e inmediatamente después de un ejercicio fisico agotador en
tapiz rodante, previa administracion de alopurinol (Agot Alop) o
vehiculo (Agotado). Se utilizaron 40 pg de proteina nuclear y 30
fmoles de oligonucle6tico kB marcado. El ensayo de competicién (9)
se realiz6 afladiendo un exceso (100 veces) de oligo no marcado a
una muestra del grupo agotado.
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FIGURA 29: Densitometria del ensayo de retardo en gel de acrilamida de NF-

kB en musculo gastrocnemio de ratas ejercitadas hasta el agotamiento.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=4).
La significacidn estadistica se expresa como (**) p< 0.01 frente a
grupo reposo (*) p< 0.05 frente a grupo agotado.

8Y"PK en musculo grastrocnemio de rata tras la

6.2. Fosforilacién de p3
realizacién de un ejercicio fisico agotador. Efecto de la administracién de

alopurinol.

Como ya se explicd en la introduccion las proteinas sefiales son proteinas
que se encuentran en el citosol y se encargan de llevar la informacion desde la
superficie de la célula hasta el ndcleo. Una proteina sefial activa a otra y asi
sucesivamente hasta llegar a activar proteinas reguladoras de genes en el nucleo.

Algunas proteinas sefial destacables, relacionadas el ejercicio, son las
proteinas Kinasa activadas por mitdgenos: Erk1/2 (kinasa regulada por sefales
extracelulares) y p38. Estas MAP kinasas, son activadas por una gran variedad de
sefiales (insulina, factores de crecimiento, factores de stress ambiental) que
transmiten, fosforilando numerosos substratos. Algunos de los efectos biolégicos
gue se obtiene como resultado de esta activacién son: induccion de proliferacion,

diferenciacién celular, hipertrofia, inflamacion y transcripcién de genes.
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En este estudio, se determiné la fosforilacién de la MAPK p38 (treonina
180, tirosina 182) en musculo gastrocnemio de un grupo de animales sometidos a
un protocolo de ejercicio fisico agotador.

En la Figura 30 se muestra como el ejercicio fisico induce la activacion de
p38 y el efecto preventivo que supone la administracion de alopurinol.

En la Figura 31 se respresenta de forma cuantitativa la activacion de p38

visible en el gel.

FIGURA 30: Western Blot de p38"*" fosforilada en musculo gastrocnemio de

ratas ejercitadas hasta el agotamiento.
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Western blot de p38“A"* fosforilada. Los extractos citosélicos fueron
preparados con musculo gastrocnemio de rata en resposo,
inmediatamente después de un ejercicio fisico agotador en tapiz
rodante previa administracién de alopurinol (Agot Alop) o vehiculo
(Agotado). El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del
producto de Cell Signalling Technolgy Inc. (Bar Habor,

FIGURA 31: Densitometria del Western Blot de p38“APX fosforilada en

musculo gastrocnemio de ratas ejercitadas hasta el agotamiento.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n=3).
La significacion estadistica se expresa como (**) p< 0.01 frente a
grupo resposo (") p< 0.01 frente a grupo agotado.
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6.3. Fosforilacion de Erk1/2"*"€ en muasculo grastrocnemio de rata tras la

realizacién de un ejercicio fisico agotador. Efecto de la administracién de
alopurinol.

Se determiné la fosforilacion de las MAPKs Erk1 (treonina 202, tirosina 204)
y Erk 2 (treonina 183, tirosina 185), en muasculo gastrocnemio de un grupo de
animales sometidos a un protocolo de ejercicio fisico agotador.

En la Figura 32 se muestra como el ejercicio fisico induce la activacion de
Erk1/2 y el efecto preventivo que supone la administraciéon de alopurinol.

En las Figuras 33 (A y B) se respresenta de forma cuantitativa la activacion
de Erk1/2 visible en el gel.

FIGURA 32: Western blot de Erk1/2"*" fosforilada en musculo gastronemio

de ratas ejercitadas hasta el agotamiento.
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Western blot de Erk 1/2 “P¥ fosforilada. Los extractos citosélicos
fueron preparados con musculo gastrocnemio de rata en resposo e
inmediatamente después de un ejercicio fisico agotador en tapiz
rodante, previa administracién de alopurinol (Agot Alop) o vehiculo
(Agotado). El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del
producto de Cell Signalling Technolgy Inc. (Bar Habor, MA)

FIGURA 33: Densitometria de Western blot de Erk 1/2 MAPX fosforilada en

musculo gastronemio de ratas ejercitadas hasta el agotamiento.
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Los valores se expresan como media = desviacion estandar (n=3).
La significacion estadistica se expresa como (**) p< 0.01 frente a
grupo reposo (") p< 0.01 frente a grupo agotado.

6.4. Expresion de a actina en los extractos citosélicos preparados en musculo

vasto interno.

Determinamos la expresion de la proteina a actina como normalizador en
los extractos citosélicos de musculos gastrocnemio.
En la Figura 34 observamos como no existen diferencias en la expresion de

esta proteina entre las distintas muestras.

FIGURA 34: Western Blot representativo de a actina en musculo
gastrocnemio de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a

distintos tiempos.

Reposo Agotado Agot Alop

Western blot de a actina. Los extractos citosoélicos fueron preparados
con musculo gastrocnemio de rata en resposo e inmediatamente
después de un ejercicio fisico agotador en tapiz rodante, previa
administracion de alopurinol (Agot Alop) o vehiculo (Agotado). El
ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del producto de SIGMA
ALDRICH.
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7. Estudio de la expresion de la Mn SOD, iINOS y eNOS tras la

realizacion de un ejercicio fisico agotador en musculo de rata.

En los resultados presentados hasta ahora hemos visto como el ejercicio
fisico puede activar la via por la que sefiales extracelulares se convierten en
respuestas intracelulares, en definitiva puede influir en la sefializacion intracelular.
La inhibicién de esta cascada de sefializacion con alopurinol apunta hacia el estrés
oxidativo, como mecanismo bien establecido de control de dicho proceso, y
concede protagonismo a las ERO derivadas de la xantina oxidasa.

En el apartado 5 de los resultados vimos como la cantidad de ARNm para
la Mn SOD (Northern Blot), en masculo vasto interno, aumenta significativamente
tras la realizacion de un ejercicio fisico agotador. En este apartado nos plantemos
estudiar el efecto del ejercicio fisico sobre la expresion de MnSOD, INOS y eNOS
por RT-PCR en tiempo real y el efecto de la administracion de alopurinol.

En las tablas 2, 3 y 4 aparecen representados todos los valores
comparativos de expresiones que se recogen también en las Figuras 35, 36 y 37.

TABLA 2. Expresion de la MnSOD en musculo gastrocnemio de rata tras la
realizacion de un ejercicio fisico agotador por RT-PCR en tiempo real. Efecto

de la administraciéon de alopurinol.

Aumento en la Aumento en la Aumento en la
Grupos expresion Grupos expresion Grupos expresion
N° de veces N° de veces N° de veces

Agot 1vs 2,88 v 2,62 A e 0,91
Ag;;plzvs 2’21 AthA]éVS 2,81 Aé’-'\ail’;vzs 0,97
Ag;etplsvs 2,28 AgztA:lévs 2.52 Aé\elpvi 0,91
Ag;;levs 2,67 Ag;)\tAZlvs 2’01 Aé’-\ezpvls 0,98
M 2,04 hogrevs 2,15 T 1,05
Ach:ngvs 2’12 AgztAévs 2’11 Aé’-\ezpv; 0,98
Ag;etpSlVS 2,63 AthA 31 vs 208 AR/”-\e?;) vls 0.99
Ag;;pSzvs 2,01 Ag;)\tAS;vs 2’23 Aé’-\e?:pvzs 1,70
AgFgatpsgvs 2,08 AgztAS;vs 2,25 Aé?;)vgs 0,99

X 2,33 X 2,30 X 0,99

SD 0,32 SD 0,31 SD 0,05
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FIGURA 35: Representacion grafica de la expresion de la Mn-SOD en musculo

gastrocnemio de rata.
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Los valores se expresan como media + desviacién estandar (n=3)
relativos al grupo reposo tras normalizar con la expresion de
GAPDH. La significacién estadistica se expresa como (*) p< 0.05
frente a grupo reposo.

TABLA 3. Expresion de la iNOS en musculo gastrocnemio de rata tras la
realizacién de un ejercicio fisico agotador por PCR en tiempo real. Efecto de

la administraciéon de alopurinol.

Aumento en la Aumento en la Aumento en la
Grupos expresion Grupos expresion Grupos expresion
N° de veces N° de veces N° de veces
Agot 1vs Agot 1vs AAlvs
Rep 1 2,07 AAL 1,14 Rep 1 0,55
Agot 1vs Agot 1vs AAlvs
Rep 2 2,22 AA2 1,09 Rep 2 0,52
Agot 1vs Agot 1vs AAlvs
Rep 3 3,14 AA3 1,30 Rep 3 0,62
Agot 2 vs 207 Agot 2 vs 1.22 AA2vs 055
Rep 1 , AAl ! Rep 1 !
Agot 2 vs Agot 2 vs AA2 vs
Rep 2 2,21 Ao 1,17 Rep 2 0,53
Agot 2 vs 313 Agot 2vs 1.39 AA2 vs 0.63
Rep 3 ' AA3 ! Rep 3 !
Agot 3vs Agot 3vs AA3vs
Rep 1 2'36 AAl 1’73 Rep 1 0’48
Agot 3vs Agot 3vs AA3vs
Rep 2 2,53 AA2 1,66 Rep 2 0,46
Agot 3vs Agot 3 vs AA3 vs
Rep 3 3,55 AA3 1,99 Rep 3 0,55
X 2,60 X 1,41 X 0,55
s 0,55 sp 0,33 s 0,06
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FIGURA 36: Representacion grafica de la expresién de la iINOS en musculo
gastrocnemio de rata.
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Los valores se expresan como media + desviacién estandar (n=3)
relativos al grupo reposo tras normalizar con la expresidon de
GAPDH. La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05
frente a grupo reposo.

TABLA 4. Expresién de la eNOS en musculo gastrocnemio de rata tras la
realizacién de un ejercicio fisico agotador por PCR en tiempo real. Efecto de

la administracién de alopurinol.

Aumento en la Aumento en la Aumento en la
Grupos expresion Grupos expresion Grupos expresion
N° de veces N° de veces N° de veces

Agot 1vs Agot 1vs AAlvs

Rep 1 2,46 AA1l 2,63 Rep 1 0,77
Agot 1vs Agot 1vs AAlvs

Rep 2 2,43 AA2 3,13 Rep 2 0,93
Agot 2 vs Agot 2 vs AA2vs

Rep 1 2,46 AAL 0,79 Rep 1 0,83
Agot 2vs Agot 2vs AA2 vs

Rep 2 2,60 AA2 2,61 Rep 2 1,00
Agot 3vs Agot 3vs AA3vs

Rep 1 2,63 AA1l 2,60 Rep 1 0,95
Agot 3vs Agot 3vs AA3vs

Rep 2 2,60 AA2 1,04 Rep 2 0,89

X 2,54 X 2,14 X 0,90

) 0,10 SD 0,97 SD 0,08
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FIGURA 37: Representacion gréafica de la expresion de la eNOS en musculo

gastrocnemio de rata.
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Los valores se expresan como media + desviaciéon estandar (n=3)
relativos al grupo reposo tras normalizar con la expresion de
GAPDH. La significacion estadistica se expresa como (*) p< 0.05
frente a grupo reposo.
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V. DISCUSION

1.- Los procesos de isquemia-reperfusion provocan un estrés oxidativo

en sangre tanto en modelos animales como en modelos humanos.

1.1. Experiencia en modelos con animales: Ratas Wistar.

Son varios los grupos de investigacion que han atribuido a la isquemia un
papel en el dafio celular por la restriccion del flujo sanguineo a los tejidos. Sin
embargo, cada vez son mas abundantes los datos experimentales que relacionan a
las ERO, generadas durante la reperfusion, con dicho dafio.

Este mecanismo fue inicialmente identificado y caracterizado en un modelo
de oclusién vascular en intestino (McCord, 1985), pero mecanismos similares han
sido descritos en corazén (Onodera y Ashraf, 1991; Leichtweiss y cols., 1996);
cerebro (Frantseva y cols., 1999); rifion (Toosy y cols., 1999); pulmén (Messent y
cols., 1993) y musculo esquelético (Prem y cols., 1999).

La investigacion con el objetivo de elucidar el papel de las ERO en el dafio
asociado a la isquemia-reperfusion se ha llevado a cabo tanto en modelos
animales como en modelos humanos. En modelos animales el uso de torniquetes o
de pequefios clips sobre los vasos sanguineos en las extremidades inferiores
(Bushell y cols., 1996; McArdle y cols., 1999) han sido las técnicas méas extendidas.

En nuestro modelo optamos por el uso de una camara hipobarica con el
objetivo de someter a un proceso de hipoxia durante 3 dias (8% O,) a un grupo de
ratas jovenes que fueron posteriormente reoxigenadas (normoxia) a distintos
tiempos.

Para determinar el estrés oxidativo que se produce asociado al proceso de
hipoxia-reoxigenacion elegimos como indicador el estatus del glutation. EIl GSH es
un antioxidante enddgeno ubicuo. Los radicales libres pueden ser reducidos
durante la conversién del GSH a GSSG por la glutation peroxidasa (Meister y
Anderson, 1983). En los experimentos desarrollados en este apartado de la
tesis determinamos el GSSG por el método desarrollado en nuestro laboratorio
por Asensi y cols. (1994), mientras que la determinacion de GSH la hicimos por el
método de Reed y cols. (1980).
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Los niveles en sangre de GSH y GSSG en reposo de nuestro grupo de
animales coinciden con los publicados en otros trabajos (Lew y cols. 1985; Duthie
y cols., 1990; Sastre y cols., 1992; Vifia y cols., 1995; Vifia y cols., 2000). En el
presente estudio el fenédmeno de hipoxia durante 3 dias no supuso ninguna
alteracion en los niveles sanguineos ni de GSH, ni de GSSG. Sin embargo los
niveles de GSH disminuyeron significativamente (125%) tras la reoxigenacion de
los animales hipoxicos durante 1 hora. En numerosos trabajos se han recogido
disminuciones similares en los niveles de glutation, inducidas por situaciones de
estrés (tales como el ejercicio fisico) atribuibles a la inhibicién en la sintesis de GSH
en dichas circunstancias (Sastre y cols., 1992; Vifia y cols.; 1995; Vifha y cols.,
2000; Vina y cols., 2000). Distintos grupos han estudiado el papel que Ila
estimulacion adrenérgica juega en la disminucion de la sintesis de glutation. Estrela
y cols. publicaron en 1988 que la estimulacion a-adrenérgica provocaba una
disminucion de la sintesis de GSH en hepatocitos aislados. Este efecto se
acompafiaba por un aumento de la liberacién de glutatiéon por la células. Dos afios
mas tarde (Lu y cols., 1990) publicaron que la liberacién de GSH al plasma por el
higado se ve estimulada por el glucagén, la vasopresina y las catecolaminas, los
niveles de las cuales se ven elevados durante el ejercicio. Del mismo modo el GSH
es utilizado por la GPx como sustrato y oxidado a GSSG por hidroperéxidos, los
niveles de los cuales también aumentan en situaciones de estrés. Ademas la
sintesis hepatica de GSH esta limitada por la actividad GCS que se ve influenciada
por la disponibilidad de cisteina y ATP, ésta ultima muy comprometida en las
situaciones de hipoxia (Tateishi y cols. 1977; Meister y Anderson, 1983; Deneke y
Fanburg 1989)

Todos estos trabajos sugieren que el descenso en los niveles celulares de
GSH observados bajo condiciones de shock, de estrés o inflamacién pueden ser
explicados tanto por el aumento de la salida del tripéptido como por la inhibicion en
Su sintesis.

La hipoxia induce un aumento de la estimulacion simpética que se refleja en
un incremento de los niveles de catecolaminas tanto en plasma como en orina.
Este proceso produce una serie de adaptaciones cardiovasculares con el objetivo
de contrarrestar la disminucion en la disponibilidad de oxigeno (Maher y cols.,
1975; Leon-Velarde y cols., 2001). En muchos trabajos se ha relacionado la
hipoxia con el estrés oxidativo, Hitka y cols. (2003) demostraron que la exposicion
del pulmén a 72 horas de hipoxia aumentaba de forma significativa la produccion

de H,0, que se triplicaba en la transicion a la situacion de normoxia. Yoshikawa y
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cols. (1982) y Nakanishi y cols. (1995) encontraron un aumento en la cantidad de
radicales libres en ratas sometidas a distintas condiciones de hipoxia. Morin y cols
(2003) observaron que durante la reoxigenacién, en cerebro, aumentaba la
lipoperoxidacion en la membrana mitocondrial y la salida de citocromo ¢, de forma
proporcional al tiempo que el proceso se mantuvo. Ademas la adicién de a-tocoferol
revertia todos estos cambios. Este hecho ha sido confirmado también en cultivos
de células endoteliales cuya viabilidad tras la reoxigenacion depende del contenido
de GSH (Samarasinghe y cols., 2000).

La deplecion de GSH tras el proceso de hipoxia, al igual que ocurre con el
ejercicio podria, por tanto ser debida a la inhibicion de la sintesis de GSH como

resultado de la estimulacion adrenérgica.

Por otra parte nuestros resultados muestran que los niveles de GSSG,
fueron un 202% mayores tras la reoxigenacion durante 1 hora y 271% mayores tras
la reoxigenacion durante 6 horas, del grupo sometido a hipoxia. En el caso de la
reoxigenacion durante 24 horas pese a que los niveles de GSSG en sangre se
mantuvieron aumentados con respecto a los valores del grupo hipéxico y reposo, la

diferencia no fue estadisticamente significativa.

Cuando el GSSG se acumula en el interior de la célula, ésta lo exporta (Sies
y Akerboom, 1984), asi la sangre refleja el estatus de glutation de tejidos menos
accesibles tales como el musculo esquelético (Reed, 1990). Un aumento de los
niveles de GSSG o del cociente GSSG/GSH en sangre, se puede considerar como

un marcador de estrés oxidativo (Vifia y cols., 1989).

Con respecto a los datos del cociente GSSG/GSH Como mostramos en la
Figura V.1., aumenté significativamente tras 1 hora y 6 horas de reoxigenacion.
Concretamente aumentd, con respecto al grupo de ratas sometidas a hipoxia
durante 3 dias, un 374 % tras la reoxigenacion durante 1 hora y en un 400% en el

grupo reoxigenado durante 6 horas.

En musculo cardiaco se han encontrado resultados similares (Park y cols.,
1991), la liberacién de LDH, disulfuros mixtos, TBARS y los grupos carbonilo en
proteinas, aumentaba durante la perfusiéon con un medio hipéxico en corazény lo

hacian algo mas durante la reoxigenacion.
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Figura V.1. Cociente (GSSG/GSH) x100 en sangre de ratas sometidas a un

proceso de isquemia-reperfusion.
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Los valores se expresan como media + desviacién estandar (n=6-8).
La significacion estadistica se expresa como (**) p< 0.01 frente a
grupo sometido a hipoxia durante 3 dias.

1.2. Experiencia en seres humanos: alpinistas durante su ascenso al
Gasherbrum II (GlI), pico de 8034 metros.

En el apartado anterior hemos discutido los resultados obtenidos al estudiar
el fenbmeno de isquemia-reperfusion utilizando como modelo la cAmara hipobérica.
En humanos los estudios en este ambito han sido llevados a cabo durante
operaciones o en distintas patologias. Los trabajos se han centrado en los efectos
de la duracion de los procesos de isquemia y reperfusion, valoracion del dafio y su
reversibilidad, medida de la produccién de radicales libres y sus vias, prevencion y
tratamiento. Nosotros hemos optado por el modelo del ascenso a grandes alturas
(8034 m).

La PO, arterial a nivel del mar es de 94 mmHg y la PO, en los tejidos
corporales es regularmente de unos 20 mmHg, por lo que la diferencia, el gradiente
de presion, es de aproximadamente 74 mmHg. No obstante, cuando se asciende a
una altitud de 2.500 m, la PO, arterial cae hasta, aproximadamente, 60 mmHg,
mientras que la de los tejidos permanece en 20 mmHg. Por lo tanto, el gradiente de
presion se reduce desde 74 mmHg hasta 40 mmHg. Esto supone una reduccién de
casi el 50% en el gradiente de difusion. Puesto que este gradiente es el

responsable del empuje del oxigeno desde la sangre hasta los tejidos, este cambio
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en la PO, arterial en las grandes alturas es un condicionante muy importante. Mas,
por ejemplo, que la reduccién en el 5% que se produce en la saturacién de la
hemoglobina. El consumo de oxigeno se reduce conforme crece la altitud.

El VO, max. disminuye poco hasta que la PO, atmosférica cae por debajo
de 125 mmHg. Esto sucede generalmente a una altitud de 1500 m pero progresa
de forma exponencial a medida que ésta crece. Cerca de la cima de un 8000 los
cambios en el VO, max. son muy marcados. Se han descrito descensos en sus
valores de 62 ml/Kg/min a nivel de mar a 15 ml/Kg/min cerca de la cima de estas
montafias. Los requisitos normales de oxigeno en situacion de reposo son de unos
5 ml/Kg/min, por lo que, sin un suplemento de oxigeno, en estos casos los
alpinistas tenian poca capacidad para realizar esfuerzos a esa altitud. Un estudio
de Pugh y cols. (1972) mostré que los hombres con valores de VO, max. de 50
ml/min/kg a nivel del mar serian incapaces de hacer ejercicio, o incluso de moverse,
cerca de la cima de montes de mas de 8000 m, pues los valores de VO, max. a
esta altura caerian hasta 5 ml/Kg/min. Este hecho relaciona el fenédmeno de la
hipoxia y del ejercicio fisico agotador, dos factores clave en este apartado de la
discusion. El organismo compensa el fendmeno de la hipoxia con distintos
mecanismos de adaptacion que se conocen con el nombre de aclimatacion. Esta
incluye un aumento en el hematocrito y el contenido de hemoglobina, un
desplazamiento a la derecha en la curva de disociaciébn de la hemoglobina,
aumento en la densidad capilar, en el nUmero de mitocondrias y el contenido de
mioglobina muscular (Hannon y cols., 1969). Ademas el contenido de glucdégeno
muscular se mantiene y mejora la movilizacion y el metabolismo de la acidos
grasos libres (Young y cols., 1982). Estos cambios son muy similares a los
inducidos por la préactica de ejercicio fisico de resistencia.

Se han realizado muy pocos estudios en humanos en relacion a los efectos
de la hipoxia utilizando una camara hipobdérica y el grado de estrés oxidativo. En
algunos de ellos se ha estudiado el efecto de la administracion de vitamina E en el
rendimiento a distintas alturas (Nagawa y cols., 1968). Se ha comprobado que el
consumo de oxigeno, durante un protocolo de ejercicio en bicicleta ergondmica, es
mas elevado en los grupos suplementados con el antioxidante. Estos resultados
fueron corroborados en un estudio posterior planteado con el mismo objetivo. En
este caso los montafieros fueron suplementados con 400 mg de vitamina E/dia
(Simon-Schnass, 1993) durante una expedicion al K2 (8611m). Durante el
desarrollo del experimento el umbral anaerébico del grupo tratado aumento,

mientras que el del grupo control aunque empezé creciendo, acab6 por decrecer.
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La diferencia entre los dos grupos fue significativa a las 4 semanas de iniciar el
estudio.

En otro estudio y, con el objetivo de comprobar si existe un estrés oxidativo
asociado al ejercicio realizado a grandes alturas, la cantidad de pentano exhalado
fue determinado como indice de lipoperoxidacion, durante una expedicion al K2.
Los resultados muestran que tras 4 semanas de suplementacion (400 mg/dia de
vitamina E) y dos semanas de expedicion, los niveles de pentano exhalado
aumentaron significativamente en el grupo control (p<0.01). En el grupo tratado no
se observo este incremento (Simon-Schnass y Pabst; 1988).

El tratamiento con vitamina E también demostré ser efectivo en la
prevencion del aumento de la fragilidad de los eritrocitos asociado al ascenso a
grandes alturas. En un estudio llevado a cabo por Simon-Schnass y Korniszevski
(1990) durante el ascenso al Annapurna (8091 m), los autores demostraron que el
tratamiento con vitamina E (400mg/dia) protegia significativamente frente a la
fragilidad de las células rojas que mostraba el grupo control. Con el objetivo de
demostrar el papel de los radicales libres en el dafio causado a las células rojas se
estudio la susceptibilidad de los eritrocitos a la lipoperoxidacion, en una expedicion
al Solo Khumbu (5.545 m), cerca del monte Everest (Simon-Schnass, 1994). Los
resultados mostraron un muy marcado incremento en los niveles de TBARS en el
grupo control que contrastdé con el pequefio descenso de este parametro de
lipoperoxidacion en el grupo suplementado con vitamina E.

Todos estos datos destacan el importante papel que el estrés oxidativo
juega en el ascenso a grandes alturas y apuntan hacia la conveniencia de la
suplementacién con antioxidantes en estos modelos.

Se ha apuntado a distintas fuentes generadoras de radicales libres en este
tipo de modelos que combinan ejercicio fisico agotador con el ascenso a grandes
alturas: la cadena de transporte electronico mitocondrial, la hipoxia, la radiacion UV y
las bajas temperaturas (Simon-Schnass, 1994). Sin embargo, en el 2001, Joanny y
cols. publicaron un trabajo en el que demostraron que la teoria de la hipoxia-
reoxigenacion podria ser la mas convincente. En un modelo en humanos, en
condiciones de reposo, durante una simulacion en camara hipobarica de la hipoxia
causada por la altura, encontraron un aumento en los niveles en sangre total de
TBARS, un descenso en el GSH eritrocitario y del ratio GSH/GSSG. Este modelo
elimina la opcién que apunta al incremento en el consumo de oxigeno y por tanto a la
teoria mitocondrial a la hora de explicar el estrés oxidativo asociado al ascenso a

grandes alturas porque todo el estudio se realiz6 en condiciones de reposo. Del
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mismo modo este experimento elimina el factor frio y la radiaciéon UV al realizarse el
estudio en camara hipobarica.

Nuestra teoria apunta hacia la activaciéon de la xantina oxidasa durante la
hipoxia como uno de los mecanismos responsables de la generacién del dafo
asociado a los procesos de isquemia-reperfusion en nuestro modelo experimental.

En 1981 Granger y cols. demostraron que el tratamiento del intestino de
felino con superdxido dismutasa previo al proceso de isquemia atenuaba el dafio
durante la subsiguiente reperfusion, lo que apuntaba hacia el radical superoxido
como responsable del dafio tisular. Estos autores propusieron que la fase de
isquemia producia una conversion de las XDH a XO y una degradacion de los
nucleétidos de adenina a hipoxantina. De esta forma con la re-introducciéon del
oxigeno molecular durante la reperfusion, una considerable cantidad de radical
superoxido, es generada en la reaccion catalizada por la XO.

La isquemia-reperfusién se considera, por tanto, un importante factor en la
regulacién de la enzima, habiéndose demostrado que ésta provoca un aumento de
la actividad de la XOR (Hassoun y cols. 1994; Poss y cols., 1996), asi como un
aumento en los niveles mARN (Hassoun y cols. 1994; Terada y cols. 1997) y de la
expresion de la proteina in vivo (Hassoun y cols. 1998) e in vitro (Terada y cols.
1997).

Por otra parte, en el ejercicio fisico las contracciones musculares llevan a
una compresién de los vasos sanguineos que en cierta medida puede causar una
corta y regional reduccion en la circulacion con una limitacion de la disponibilidad
de oxigeno (Simon-Schnass, 1994). Esta deficiencia pasajera en la disponibilidad
de oxigeno puede producirse independientemente del elevado recambio de
oxigeno (Berg y cols., 1987) y participar en la conversion de la XO a XDH.

En nuestro estudio nos planteamos el estudio del estrés oxidativo asociado al
ejercicio fisico realizado durante el ascenso al G2 (8034 m). Como hemos
comentado en el apartado de material y métodos las extracciones de sangre una
vez alcanzada la altura de 4500 metros (campamento base) siempre fueron
realizadas a este nivel. Esto significa que el grupo de alpinistas tras el ascenso a
5200 y 6000 metros descendieron a campamento base para realizar la extraccion.
La presion parcial de oxigeno a 5200 y 6000 metros desciende entre un 50 y un
549% con respecto a nivel del mar. Este hecho asemeja el proceso al que se vieron
sometidos, al de la isquemia-reperfusion. Nuestros resultados muestran como el

ejercicio fisico realizado a grandes alturas provoca un aumento de los niveles de
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GSSG, del ratio GSSG/GSH y un descenso de los niveles de GSH, que es
progresivo a medida que van acercandose a la cima de la montafia.

Los valores del cociente son un 488% mas altos a 6000 metros si los
comparamos con los obtenidos a nivel del mar. Siendo éste significativo a los 5.200
metros de altura (Ver Figura V.2.)

Concluimos, por tanto, que el ejercicio fisico realizado a grandes alturas
produce una oxidacion del glutation sanguineo, que puede estar relacionado con un
aumento de la xantina oxidasa, responsable de la generacion de radicales libres en

dicho proceso.

Figura V.2. Cociente (GSSG/GSH) x100 en sangre de alpinistas durante su

ascenso al Gll.
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2.- Estudio del efecto de la administracion de alopurinol sobre el dafio

muscular asociado al ciclismo de alta competicion.

En este trabajo nos planteamos el estudio del estrés oxidativo asociado al
ejercicio fisico agotador en un grupo de ciclistas de élite, el U.S. Postal Team,
durante su participacion en la prueba ciclista mas prestigiosa a nivel internacional,

el Tour de Francia, en el afio 2001.

2.1. El €jercicio fisico agotador provoca un aumento de la actividad en plasma

de las enzimas CK y GOT, prevencién con el tratamiento con alopurinol.

El ejercicio fisico, sobretodo el excéntrico, puede llegar a provocar dafio
muscular (Armstrong y cols.,1983; Kyparos y cols., 2001). Los estudios realizados
hasta el momento sugieren que los efectos inmediatos asociados a la lesion
muscular son de tipo mecanico, y se originan fundamentalmente por la tension
soportada por el sarcomero de la fibra muscular. Diversos experimentos han
demostrado como una excesiva tension en el sarcomero es la principal causa de la
lesion muscular por una disrupcién intra y/o extracelular de las membranas que
permite la hidrdlisis de proteinas estructurales, provocando la desestructuracion
miofibrilar que se observa habitualmente (Lieber y cols. 1999). Posteriormente
aparece el fenomeno de la inflamacion que ayuda a degradar y reparar el tejido.

El indicador bioquimico mas utilizado para valorar el dafio muscular es la
medicion de la liberacion al plasma de la enzima intramuscular creatinkinasa (CK).
El tiempo en que se produce la elevacion de la actividad CK en plasma tras la
realizaciéon de un ejercicio agudo varia en funcién de los autores. Algunos proponen
un aumento inmediato tras el ejercicio (Amelink y cols., 1986; Hayward y cols.,
1999), mientras que otros llegan a encontrar dos picos de actividad, uno a las 0
horas y otro a las 24-36 horas (Armstrong y cols., 1983; Newham y cols., 1983).

Se ha visto que algunas variables influyen sobre el aumento de la actividad
enzimatica plasmatica postejercicio, como los niveles de estradiol (Bar y cols.,
1988; Amelink y cols.,1990), el entrenamiento previo (Balnave y Thompson, 1993),
el género (Van Der Meulen y cols., 1991), la edad (Galen y cols. 1979), la masa
muscular (Manfredi y cols. 1991), la ingesta de proteinas (Hayward y cols., 1999) o
la intensidad y duracion del ejercicio (Hortobagyi y cols., 1989; Van der Meulen y
cols., 1991)
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La relacién entre el estrés oxidativo, el ejercicio y el dafio muscular ha sido
ampliamente estudiada. En el afio 2003 Sacheck y cols. publicaron un articulo en
el que tras suplementar durante 12 semanas a un grupo de jévenes con 1000
IU/dia de vitamina E y tras un protocolo de ejercicio fisico excéntrico, el tratamiento
disminuia los niveles de CK. Rokitzki y cols. (1994) encontraron una disminucién en
los niveles de CK y MDA en suero de ciclistas profesionales suplementados con
vitamina E tras un entrenamiento. Itoh y cols. (2000) trabajando, en este caso con
corredores, publicaron que tras 6 dias de carrera los niveles de TBARS, CKy LDH
en plasma disminuian con el tratamiento con vitamina E, en este caso, 1200
IlU/dia. Por dltimo, los cocteles de antioxidantes, también han mostrado, en
humanos y durante el ejercicio, pequefnas disminuciones en los niveles de dafio
muscular y de glutation oxidado (Dekkers y cols., 1996).

Existen muchas discrepancias con respecto al mecanismo responsable de la
produccién de radicales libres en el ejercicio, sin embargo la mitocondria ha
centrado la mayor parte de la atencion.

La idea de que la produccién mitocondrial de radicales libres aumenta de
forma proporcional al consumo de oxigeno se asume con frecuencia, pero no existe
en realidad evidencia de ello. EI consumo de oxigeno, como hemos dicho
anteriormente, aumenta unas 20 veces cuando se realiza un ejercicio agotador. El
mayor aumento se produce en el musculo esquelético, donde puede llegar a ser de
hasta 100 veces, y en el corazén. Sin embargo, el misculo cardiaco y esquelético
poseen concentraciones de antioxidantes mas de una orden de magnitud menores
que otros tejidos, altamente aerdbicos, como higado y rifion (Jenkins y cols., 1984).
Por lo tanto, resulta dificil entender como los muasculos pueden evitar el estrés
oxidativo masivo durante el ejercicio agudo si la produccion de radicales libres en la
mitocondria aumentara proporcionalmente al aumento del consumo de oxigeno.

Existen evidencias de que el ejercicio puede producir cambios en algunos
factores que causan el desacoplamiento de la respiracion mitocondrial. Durante el
ejercicio, aumenta la expresién de UCP2 y UCP3, dos proteinas desacopladoras
de la membrana mitocondrial cuya funcion consiste en la disipacion de la energia
en forma de calor y la disminucion de la sintesis de ATP (Klingeberg y cols., 1990).
Por otra parte el ejercicio prolongado reduce de forma progresiva la actividad de la
Ca*? ATPasa del reticulo sarcoplasmico (Byrd y cols., 1989) lo que supone un
aumento del calcio citoplasméatico que induce una acumulacién de Ca™ en la
mitocondria y lleva a un desacoplamiento de la cadena de transporte electronico

mitocondrial (McCormack y Osbaldeston, 1990). Por ultimo Brooks y cols. (1971)
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publicaron que la actividad fisica podia elevar la temperatura muscular a 45°, lo
gue provocaba la pérdida del control respiratorio mitocondrial.

La cadena de transporte electrénico ha sido, por todas estas razones,
considerada durante mucho tiempo, como la principal fuente generadora de ERO
tanto en reposo como durante el ejercicio. (Boveris y Chance, 1973; Boveris y
Cadenas, 1975). La mayor parte del oxigeno consumido por las células eucariotas
se reduce en la cadena de transporte electrénico mitocondrial. Sin embargo, se
estima que un 2% del oxigeno total consumido en el tejido se transforma en ion
superoxido, que posteriormente por la superdoxido dismutasa se transforma en
H,O.. El lugar principal de generacion de estos radicales libres se da a nivel de los
complejos | y 1l (Chance y cols., 1979).

Se sabe que las mayores tasas de produccion de O, y H,O, por las
mitocondrias ocurren durante el Estado 4, cuando los transportadores electronicos
estan en mayor proporcion reducidos, y no bajo las condiciones del Estado 3,
cuando estan fundamentalmente oxidados (Chance y cols., 1979). En este Ultimo
estado, no se detecta liberacion de H,O, por las mitocondrias cuando se utiliza
succinato como sustrato de la cadena respiratoria (Herrero y Barja, 1997; Papay
cols., 1997)

Las mitocondrias en las células se encuentran normalmente en un estado
intermedio entre el estado 3 y el 4 (Brand y Murphy, 1987). Cuando el suministro
de sustratos respiratorios excede la demanda de energia y el potencial fosfato
([ATP]/[ADP][PI]) es elevado se produce una depresion respiratoria (Estado 4), un
aumento de la electronegatividad de los transportadores y de la tension de oxigeno.
Esta situacion implica una produccion aumentada de radicales libres (Skulachev,
1996). Sin embargo, cuando se produce un incremento en la concentracion
citosdlica de ADP se produce un estimulacion de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, produciéndose una transicion desde el Estado 4, estado de "reposo”,
hasta el estado "activo", o Estado 3 (Boveris y cols., 1972). Ademas, en los tejidos
aerdbicos, que trabajan continuamente, como el corazon, las mitocondrias también
se encuentran en un estado mas cercano al 3 que al 4.

El grado de reduccion de los componentes de la cadena respiratoria
disminuye de forma muy marcada durante la transicién desde el Estado 4 al estado
3, al mismo tiempo que se produce un aumento del flujo de electrones (Chance y
Williams, 1956). Esto podria ser lo que ocurre durante el ejercicio fisico.

Son varios los grupo de investigacién que no han encontrado evidencias de

gue el aumento de la produccion de radicales libres en ejercicio pliométrico
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provenga de la cadena de transporte electrénico mitocondrial (McArdle, y
cols.,1999; Vifia y cols., 2000; Reid y cols., 2001)

Segun Reid (2001) en la consideracion de la mitocondria como fuente de
radicales libres en el ejercicio yace un problema conceptual. El radical superdxido
producido por los musculos en contraccion puede ser detectado en el espacio
extracelular (Reid y cols., 1992; Zuo y cols., 2000) y en el compartimento vascular
(Lee y Okabe, 1995; Stofan y cols., 2000). El anion superéxido generado en la
mitocondria es muy poco probable que pueda ser medido fuera de la célula. Esto
significaria que especies reactivas y cargadas eléctricamente, podrian escapar a
los sistemas antioxidantes en la matriz mitocondrial y difundir a través de la
membrana mitocondrial interna y externa, citosol y sarcolema sin implicarse en
ninguna reaccion quimica. La difusion a través del endotelio capilar en el
compartimento vascular todavia parece menos probable (Reid, 2001).

Por todo esto, nosotros cuestionamos el papel de la cadena de transporte
electrénico como fuente de produccion importante de radicales libres en el ejercicio
fisico agotador y nos decantamos por el estudio de un segundo mecanismo, el
proceso de isquemia-reperfusion.

Durante el ejercicio fisico el flujo de sangre se desvia desde 6rganos y
tejidos como el rifiébn y la regién esplacnica hacia los musculos en contraccion,
experimentando estos 6rganos un fendmeo de hipoxia. Ademas, durante el
ejercicio a la maxima intensidad y quizas a intensidades menores, las fibras
musculares que trabajan también sufren hipoxia, debido a la mayor demanda de
oxigeno. Cuando el ejercicio cesa se produce una reoxigenacion de todos los
tejidos hipoxicos, momento en el cual se producen los radicales libres (Hellsten
1994).

Con el objetivo de estudiar el papel que la xantina oxidasa juega en el dafio
muscular causado por el ejercicio fisico, administramos 300 mg de alopurinol a 4
ciclistas del equipo US Postal Team durante su participacién en el Tour de Francia
2001. Al resto de miembros del equipo (5 ciclistas) les administramos un placebo.
Los valores de CK de los deportistas en reposo, antes de empezar el Tour, fueron
muy similares a los valores normales en hombres sanos, 150 U/L y 160 UIL,
respectivamente. Como se puede observar en la Figura V.3. nuestros resultados
muestran un aumento en la actividad CK en plasma en el grupo placebo,
significativo Unicamente tras la contrarreloj por equipos. Los picos de CK que

obtuvimos fueron muy similares a los alcanzados en otros protocolos de ejercicio
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en humanos: 1300 + 650 U/L, en nuestro caso, frente a los 1620+ 500 descritos
por Lee y cols. (2002).

Aungue menos utilizada que la actividad CK, la actividad GOT (Van der
Meulen y cols., 1991, Balnave y Thompson, 1993) también se puede considerar
como marcador de dafio muscular. Esta enzima se encuentra en el citoplasma y
las mitocondrias de células del tejido cardiaco, hepético y esquelético,
principalmente. Los valores normales en humanos para GOT son 5-40 U/l y como
se puede observar en la Figura V.3., muy similares a los valores reposo de los
ciclistas.

Como ocurre con la CK, la GOT en plasma, muestra un incremento muy
marcado Unicamente tras la contrarreloj por equipos. Los ciclistas que recibieron
alopurinol, de nuevo, no mostraron dicho aumento, que fue significativo en
aguellos que recibieron placebo.

De nuestros resultados se extrae la conclusion de que la xantina oxidasa,
como enzima generadora de radicales libres, esta relacionada con el dafio

muscular que se produce tras la realizacion de un ejercicio fisico agotador.

Figura V.3. Valores individuales de actividad plasmatica de la enzima CK y

GOT en ciclistas durante su participacion en el Tour de Francia.
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Valores de las medias de actividad CK y GOT. Grupo control (n=5), grupo alopurinol
(n=4). La comparacién de las medias se realiz6 utilizando un analisis de varianza de
medidas repetidas. El valor de la p se determind utilizando el test de Scheffe de
comparaciones multiples. La significacién estadistica se expresa como (*)p=0.02
frente a grupo alopurinol. CE: Contrarreloj por equipos.
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Los resultados obtenidos en este estudio confirman y aportan mas
argumentos a los ya expuestos por otros autores y en los que se cuestiona el papel
de la mitocondria en la generacion de radicales libres en el ejercicio. En un articulo
publicado en 1989 por Saris y cols., estudiaron el consumo energético de los
ciclistas participantes en el Tour de Francia durante cada una de las etapas. La
media de consumo energético fueron 6500 Kcal diarias, durante el periodo de 3
semanas que dura la carrera, siendo el dia de descanso el de menor consumo
3000 Kcal y los dias en los que se disputaban etapas de montafia los de mayor

consumo, 9000 Kcal.

Segun estos datos y si existe una relacion entre la generacion de radicales
libres producidos por la mitocondria y el consumo de oxigeno, en las etapas de
montafia los ciclistas deberian haber presentado niveles mas altos de dafio

muscular (CK y GOT) que en las etapas llanas o en la contrarreloj por equipos.

El hecho de que los cambios entre los dos grupos de tratamiento se
produjesen de forma exclusiva tras la etapa contrarreloj por equipos nos condujo a
un analisis mas riguroso de la misma. El Tour de Francia es la Unica prueba ciclista
internacional en la que se incluye una carrera de este estilo. En el 2001 la distancia
gue se recorrié fue un total de 70 Km en los que el US Postal Team, invirti6 menos
de una hora de tiempo. Esto supone velocidades medias de pedaleo de mas de 60
Km/hora. Otra de las particularidades, de este tipo de etapas, es que el tiempo
acreditado por el equipo lo marca el quinto ciclista en atravesar la linea de meta.
Este hecho da garantias de que todos los componentes del mismo se ejercitan
hasta el agotamiento y confirma los resultados publicados por nuestro grupo en
1992 (Sastre y cols., 1992) de los que se extraia la conclusion de que el ejercicio
fisico, inicamente cuando es agotador, provoca una situacion de estrés oxidativo.

Existen varios estudios en la bibliografia sobre el efecto del tratamiento con
alopurinol en el ejercicio fisico en humanos. En 1999 Heunks y cols. publicaron
que el tratamiento con este farmaco en pacientes con enfermedad pulmonary
obstructive crénica (EPOC), que realizaban un ejercicio fisico hasta el agotamiento
en bicicleta ergonémica, disminuian los niveles de GSSG en sangre y MDA en
plasma. Un afio mas tarde Vifia y cols. (2000) encontraron que el tratamiento con
alopurinol disminuia los niveles en plasma de CK y GOT en halteréfilos tras un
entrenamiento de fuerza. En el 2003, Vassilakopoulos y cols. publicaron la

disminucion en los niveles de TNF-a, IL-1 e IL-6 en plasma de un grupo de sujetos
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sometidos a dos sesiones de 45 minutos de bicicleta (70% VO, max) al pretratarlos
con un coctel de antioxidantes entre los que se encontraba el alopurinol.

El alopurinol es un analogo de las bases puricas xantina e hipoxantina que
tras ser metabolizado a oxipurinol se une de forma competitiva a la enzima
impidiendo su accion sobre los sustratos hipoxantina y xantina (Hille y
Massey,1981). El efecto del alopurinol en la reduccion de la induccion del dafio por
radicales libres puede, en parte, ser debida a sus propiedades antioxidantes. De
hecho existe cierta controversia en relaciéon al papel del alopurinol como
antioxidante directo del radical hidroxilo. Moorhouse y cols. (1987) demostraron
gue el alopurinol y el oxipurinol tenias efectos antioxidantes in vitro. Sin embargo en
este estudio, la concentracion de ambos productos fue >500uM. En un estudio
posterior Zimmerman y cols., (1988) comprobaron que el alopurinol y el oxipurinol a
concentraciones en plasma de 12 y 12.9 uM respectivamente (50 mg/Kg durante 2
dias), no mostraban ninguna capacidad antioxidante. En nuestro estudio en
humanos utilizamos una dosis de alopurinol diaria de 300 mg (Zyloric) 1 hora antes
de iniciar el ejercicio. En un estudio muy similar llevado a cabo por nuestro grupo y
en el que se utilizé la misma dosis de alopurinol y en un modelo de humanos
(Heunks y cols., 1999; Vifia y cols., 2000) las concentraciones en plasma de
alopurinol fueron muy similares a las publicadas por Zimmerman, mientras que las
de oxipurinol fueron algo mas altas. Es importante sefialar que pese a que el
tratamiento con alopurinol durante varios dias supone una acumulacién gradual del
oxipurinol  (Murrell y Rapeport, 1986), éste ultimo no es tan efectivo como el
alopurinol como antioxidante in vitro (Das y cols., 1987; Smith y cols., 1989;
Hellsten, 1994). Por todo ello pensamos, que los efectos del tratamiento con
alopurinol en nuestro estudio son el resultado de la inhibicion de la XO y no una

consecuencia de las propiedades antioxidantes del producto.

2.2. Efecto de la administracion de alopurinol sobre los niveles de

lipoperéxidos en plasma.

Otro marcador de estrés oxidativo utilizado es la determinacion de
lipoperéxidos en plasma. Determinamos, por tanto, malondialdehido (MDA), un
producto formado a partir de la hidrélisis acida, a 100° C, de los lipoperéxidos. Los
lipoperdxidos se forman a partir de una cadena de reacciones de peroxidacion de
lipidos de membranas plasméticas, que ocurre en presencia de radicales libres de

oxigeno.

231



V. Discusién

En la bibliografia existen muchas controversias respecto a la
lipoperoxidacion y su incremento con el ejercicio. En primer lugar, no existe un
marcador bioldgico totalmente aceptado para el estudio de la peroxidacion lipidica.
En el ejercicio fisico se han utilizado distintas determinaciones tales como: dienos
conjugados (Merry y cols., 1991), hidroperéxidos lipidicos (Alessio y cols., 1988),
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) (Kanter y cols., 1993), y etano
y pentano en aire expirado (Pincemail y cols., 1990). Sin embargo, todas estas
medidas muestran inconvenientes y resultados contradictorios.

Kanter y cols. (1993) observaron que el ejercicio de elevada intensidad
producia un aumento de la concentracion de TBARS tanto en suero como en
plasma, en sujetos altamente entrenados que realizaban ejercicio hasta el
agotamiento. Davies y cols. (1982) encontraron un incremento similar de MDA tras
el ejercicio en ratas no entrenadas. Sin embargo, Viinikka y cols. (1984) no
observaron diferencias en los niveles de MDA en suero de humanos como
resultado de un ejercicio agudo. Leaf y cols. (1997) tampoco observaron niveles
incrementados de MDA, por el contrario encontraron un aumento en los niveles de
etano y pentano en aire espirado, como consecuencia del ejercicio fisico. La mayor
parte de estas controversias se pueden explicar por la variedad de métodos
empleados y las diferentes condiciones del ejercicio fisico en cuanto a intensidad,
duracién y entrenamiento previo. Otro aspecto que condiciona directamente los
niveles de MDA es el tiempo de recogida de la muestra. Al igual que la oxidacion
del glutatibn podemos considerarla un pardmetro de medida de estrés oxidativo
agudo (Ver apartado 3.2. de la discusion), el MDA muestra, por el contrario,
modificaciones mas a largo plazo. Podemos, por tanto, considerarlo un parametro
crénico de medida. Este hecho pensamos que puede ser clave a la hora de explicar
la comentada cantidad de resultados contradictorios.

En nuestro trabajo encontramos un aumento de los niveles de MDA en
todos los ciclistas al final de la carrera, siendo éste significativo Unicamente en el
grupo que no tomé alopurinol (0,59 frente a 0,21 nmol/mL, p=0.09) (GOmez-
Cabrera y cols., 2003). El método por HPLC de medida de MDA es muy especifico
y sensible y distingue entre la concentraciéon de malondialdehido y otros aldehidos
gue pueden reaccionar con el TBA (&cido tiobarbitdrico) (Bermejo y cols., 1977).
Por este motivo nos decantamos por este parametro de medida para estudiar la

lipoperoxidacion en nuestro modelo.
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2.3. Modelo de activaciéon de la enzima xantina oxidasa en el ejercicio.

Con los resultados obtenidos de este estudio en humanos, podemos
concluir que la enzima xantina oxidasa no sé6lo esta relacionada con la
fisiopatologia del sindrome de la isquemia-reperfusion, sino que también juega un
papel importante en el dafio muscular que ocurre durante la realizacién de ejercicio
fisico agotador.

En este apartado de la discusion nos planteamos proponer un modelo de
activacion de la XO en base a la combinacion de nuestros resultados con los
publicados por otros autores.

El ejercicio fisico intenso y el ejercicio fisico prolongado someten al
musculo en contraccién a unos elevados niveles de estrés metabdlico que
pueden llevar a las dos condiciones requeridas para el aumento en la
formacion de radicales libres via XO: la conversion de la XDH a XO y un
aumento en la presencia de hipoxantina, el sustrato de la enzima (Heunks y
cols., 1999; Vifia y cols., 2000; Vifia y cols., 2000)

Aunque una proporcién de la XDH existe en su forma oxidasa en el
musculo esquelético, el proceso de conversiéon deberia ocurrir durante el
ejercicio para posibilitar la importante produccién de radical superéxido via XO.
Una transformacién de la enzima via proteasas dependientes de calcio
requeriria un cambio en la homeostasis del calcio intracelular. Estudios en
animales han mostrado alteraciones en el reticulo sarcoplasmico que conllevan
aumentos en el contenido intracelular de calcio en el musculo (Byrd, 1992). En
esta misma linea la alteracion en la homeostasis del Ca* ha sido considerada
como un paso clave en el proceso degenerativo asociado al dafio muscular
inducido por el ejercicio fisico (McArdle y cols., 1992). El ejercicio fisico intenso
puede disminuir la disponibilidad de nucleétidos de adenina lo que supone una
disminucion en la actividad de las bombas de calcio (Heunks y cols., 1999).
Ademas, la XO activada puede inhibir la recaptacién de Ca™ por el reticulo
sarcoplasmico lo que supone una acumulacién de Ca*? que puede desencadenar
la formacién de més XO (Okabe y cols., 1983).

Para que las proteasas musculares pudiesen actuar en la XOR localizada en
la pared de los vasos, la membrana celular deberia ser dafiada. Aunque también
seria posible que la conversién a la forma oxidasa pudiese ser posible via
proteasas vasculares o mediante otros mecanismos como la oxidaciéon de grupos

sulfidrilo (Corte y Stirpe, 1972). A este Ultimo mecanismos contribuirian las ERO.
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El otro requerimiento para la generacion de ERO via XO es una elevada
concentracion del sustrato, la hipoxantina. La cantidad de hipoxantina formada se
relaciona con los niveles de degradacion de los nucleétidos de adenina y diversos
estudios han demostrado que el ejercicio fisico intenso conlleva una elevada
acumulacién de hipoxantina en plasma. Apoyando el papel de la XO en el dafio
inducido por el ejercicio fisico se han publicado muestras de alteraciones
morfolégicas del endotelio vascular, el lugar donde se localizan la mayor
concentracion de la enzima en el musculo, durante el ejercicio de muy larga
duracién (Duarte y cols., 1993; Crenshaw y cols., 1993). En estos mismos trabajos
los autores encontraron cambios morfolégicos (hinchazén) en las mitocondrias de
las células endoteliales en musculo de animales control tras una hora de ejercicio
fisico agotador. Estas alteraciones fueron prevenidas al tratar a los animales con
alopurinol. En musculo esquelético de humanos tras un protocolo de ejercicio fisico
agotador (Hellsten y cols., 1996) y musculo de rata sometida a un proceso de
isquemia (Jennische y cols., 1987) se han encontrado aumentos en IGF-1 en el
endotelio vascular, lo que se relaciona con un proceso de regeneracién celular de
un tejido que ha sido dafiado previamente.

Como comentamos en la introduccién, uno de los procesos en los que la
xantina oxidasa tiene un papel relevante es el proceso inflamatorio. Exite una gran
cantidad de trabajos publicados que relacionan el ejercicio fisico con dicho
proceso (Petrone y cols., 1980; McCord, 1986; Smith, 1991). Este ultimo autor
sugiere dos posibles causas que pueden desencadenar el dafio muscular:

1.- El estrés metabdlico con el descenso de los niveles de nucleotidos
de adenina y el aumento en la formaciéon de hipoxantina; y la posible
conversion de la XDH a XO por un aumento de los niveles de calcio
intracelular. Este proceso ocurriria tanto durante un ejercicio de muy alta
intensidad, como en las Gltimas fases de un ejercicio de muy larga duracion
cuando la disponibilidad de energia es limitada, debido a los bajos niveles de
glucogeno.

2.- La ruptura de la fibra muscular debido al estrés fisico, que ocurre
principalmente en los ejercicios excéntricos (Friden y Liebre, 1991). El residuo
tisular resultado de la ruptura de la célula muscular puede activar el sistema
del complemento (Jarasch y cols., 1981) e inducir la liberacién de histamina.
Ambos son capaces de atraer los neutréfilos (McCord y Fridovich, 1969) que
pueden, de esta forma, participar en la conversion de la XDH a XO (Phan y
cols., 1989)
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Sin embargo, el primer caso, en el que el ejercicio provoca un estrés
metabdlico e inicia la conversién de la XDH a XO, los neutréfilos podrian ser
activados por la accion quimiotactica del radical superdxido (Granger y cols.,
1981; McCord, 1986). Esta activacion podria llevar a una mayor generacién O,
*y H,O; ya que los fagotitos activados poseen distintas enzimas, con capacidad
para generar ERO, como uno de los mecanismos para defenderse de los
microorganismos (Babior, 1978).

Un estudio de Hellsten y cols., (1996) en el que los niveles de XDH/XO
fueron estudiados utilizando anticuerpos monoclonales, muestra que la
presencia de XDH/XO aumenta en los vasos sanguineos en musculo
esquelético tras un ejercicio fisico agotador. El ejercicio indujo un aumento
significativo en los niveles de CK en plasma. El estudio también mostré un
aumento en el contenido muscular de hidroxiprolina, proteina de colageno, y
de IGF-1, lo que sugiere el inicio (como hemos comentado en el parrafo
anterior) de un proceso regenerativo del tejido (Jennische y cols., 1987; Edwall
y cols., 1989; Jennische, 1989). El aumento en los niveles de la enzima podria
ser debido a un incremento en la expresion de la XDH en el masculo o a la
unién de la enzima a la superficie de la célula endotelial via proteinglicanos
(Adachi y cols., 1993). (Ver Figura V.4.)

3.- Estudio del estrés oxidativo asociado a la practica de ejercicio fisico

agotador en ratas. Efecto de la administracion de alopurinol.

Por razones éticas obvias, tuvimos que volver al modelo en animales para
estudiar el efecto de los radicales libres generados por la xantina oxidasa en el

estrés oxidativo y la sefalizacion celular durante el ejercicio.

3.1. Efecto de la administracion de alopurinol en la activacion de la enzima
xantina oxidasa en plasma de ratas sometidas a un protocolo de ejercicio

fisico agotador.
Como hemos comentado en el apartado anterior, la elevada generacion de

radicales libres en el ejercicio puede ser atribuida al aumento en la actividad de la

xantina oxidasa. De hecho se ha comprobado que la inmunoreactividad de la
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enzima en muasculo aumenta, mas de 8 veces, tras un ejercicio excéntrico (Hellsten
y cols., 1997). Su actividad en musculo esquelético de rata es tres veces mayor
tras dos horas de isquemia (Jarasch y cols., 1986; Smith y cols., 1989). En principio
los autores consideran este aumento consecuencia de la mayor produccion de XO
por las células endoteliales y por la infiltracion de leucocitos conteniendo la enzima.
Este resultado coincide con los obtenidos por Duarte y cols., 1993 que al tratar
ratones con alopurinol encontraron una disminucion del dafio muscular inducido por
el ejercicio, especialmente en el endotelio.

La importancia de la xantina oxidasa como mediadora del dafio inducido por
el ejercicio fisico en musculo esquelético ha sido cuestionada por la poca actividad
de la enzima en este tejido (Roy y McCord, 1983; Smith y cols., 1989). Xia y
Zweiver en 1995 hicieron una interesante aportacion a este respecto al demostrar
gue la generacion de ERO por la XO no esta limitada por la cantidad de enzima
disponible sino mas bien por la cantidad de sustrato. Por tanto, cuando los
productos de degradacion del ATP se acumulan, la XO puede ser la responsable
en la generacién de ERO. En varios trabajos se ha publicado la elevacion en los
niveles de hipoxantina, xantina y acido Urico en plasma (procedente de musculo)
tras el ejercicio (Heunks y cols., 1999; Hellsten-Westing, 1994) y su prevencion con
el tratamiento con alopurinol. Estos resultados nos dan informacion sobre el tipo de
ejercicio en el que la generacién de radicales libres por la XO puede llevar a una
situacion de estrés oxidativo. Los aumentos en la actividad XO pueden deberse a
un aumento en la glucolisis anaerdbica en los musculos en contraccion. Se sabe
que la acumulacién celular de peréxido de hidrégeno puede conducir a un marcado
descenso en la glucolisis aerébica celular (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Durante el ejercicio fisico moderado las concentraciones plasmaticas de
hipoxantina y acido lactico permanecen inalteradas. Sin embargo, cuando se
requiere la participacion de la respiracion anaerobica, el metabolismo de las purinas
se acelera (Yamanaka y cols., 1992) La hipoxantina no se acumula en exceso en el
musculo esquelético humano durante el ejercicio fisico intenso, sin embargo, como
esta purina puede difundir a través de las membranas con facilidad, el plasma es
una fuente importante del sustrato para la XO. Podemos considerar, por tanto, que
el dafio muscular asociado a la generacion de radicales libres durante el ejercicio

podria se minimizada en condiciones de trabajo aerdbico (Yamaka y cols., 1992).

En este sentido se ha publicado un trabajo muy interesante de Radak y cols.

(1995). Este grupo encontré una correlacion entre la actividad en plasma de la XO y
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la concentracién de lactato en sangre de ratas. Estos resultados son muy similares
a los publicados y comentados anteriormente, por Sastre y cols. (1992).

Dada la importancia que el protocolo de ejercicio ha demostrado tener,
consideramos importante remarcar que todos nuestros animales corrieron el
mismo tiempo, tanto los controles como los tratados con alopurinol (~60 min).
Utilizamos como pardmetro de agotamiento los valores de lactato en sangre de los
animales ya que el protocolo de ejercicio utilizado cumplia las condiciones
necesarias para validar esta medida (test progresivo, incremental y con intesidades
de trabajo en los Ultimos estadios de mas del 80% del VO,méx). Los valores de
lactato al finalizar el ejercicio fueron en ambos grupos significativamente superiores
a los del grupo control, coincidiendo éstos con los encontrados en la literatura
(Radak y cols., 1995).

Nuestros resultados muestran un incremento en la actividad xantina oxidasa
en plasma en animales sometidos a un protocolo de ejercicio fisico agotador. Dicho
aumento fue completamente prevenido cuando tratamos a los animales con
alopurinol.

En el caso de los animales la dosis de alopurinol utilizada fueron 32 mg/Kg
de alopurinol por via intraperitoneal dos horas antes del ejercicio. Al igual que en el
modelo en humanos esta cantidad de alopurinol es insuficiente para alcanzar sus
propiedades antioxidantes. Zimmerman y cols., (1988) comprobaron que el
alopurinol, 50 mg/Kg durante 2 dias, no mostraban ninguna capacidad antioxidante.
En 1996, Klain y cols. no encontraron actividad antioxidante a concentraciones
menores de 100 mg/Kg.

Varios grupos de investigacion han descrito este aumento en la actividad
XO en plasma tras el ejercicio (Radak y cols., 1995; Vifia y cols., 2000). Parece
claro que este incremento en la actividad de la enzima es un reflejo del dafio a las
células endoteliales. Radak y cols. (1995) consideran el endotelio vascular no solo
una fuente de radicales libres, durante el ejercicio fisico intenso, sino uno de los
tejidos diana méas sensible a los mismos. Se ha relacionado un aumento en la
produccion de radical superoxido en el lecho vascular con el aumento de la
actividad xantina oxidasa durante el ejercicio (Hopson y cols., 1995). La enzima
interactia con glicosaminglicanos en la superficie de las células endoteliales
(Roger White y cols. 2000). Adachi y cols. (1993) han demostrado que la XO se une
electrostaticamente a los glicosaminglicanos en la superficie de células endoteliales
en cultivo, y que esta unién puede ser revertida por el tratamiento con heparina.

Muchos agentes oxidantes, entre los que se incluye la XO, estimulan la sintesis de
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glicosaminglicanos y reducen la expresiéon de la SOD extracelular, la igual que su

capacidad antioxidante (Tanaka y cols., 1993).

Figura V.4. Modelo de activacion de la enzima xantina oxidasa en el ejercicio
(Modificado de Hellsten, 1994).
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3.2. Efecto de la administracién de alopurinol en el estatus de glutatiéon en
musculo gastrocnemio de ratas sometidas a un protocolo de ejercicio fisico

agotador.

Existen considerables discrepancias entre los distintos articulos publicados
acerca del efecto del ejercicio sobre el estatus del glutation. Estas diferencias, sin
embargo, son sin duda debidas a la diferente metodologia utilizada para determinar
este indice de estrés oxidativo. Como hemos comentado en el apartado 1 de la

presente discusién, la medida del estatus de glutation es un buen indice, que
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determina la producciéon de un estrés oxidativo tanto en tejidos como en fluidos
biolégicos (Sies, 1986; Meister, 1989; ViAia, 1990). Ademas cambios en los niveles
de GSSG se han considerado como sefales intracelulares capaces de modular
actividades enzimaticas (Gilbert, 1984). Es muy importante utilizar métodos seguros
para determinar GSSG. El mayor problema que aparece para su determinacion es
la presencia de GSH. El GSH se puede oxidar, bien espontdneamente, o bien por
una reaccion catalizada enziméticamente, durante la preparacion de la muestra o
durante el ensayo, obteniendo asi valores de GSSG errbneamente elevados.
Asumiendo que la glutation reductasa esta en equilibrio se calcula que la relacion
entre el GSH y el GSSG deberia ser alrededor de 10° (Vifia y cols, 1978). Incluso si
ésto no es asi, es decir, que la glutation reductasa no esta en equilibrio, y si la
relacion GSH/GSSG es alrededor de 100, un 2% de oxidacion del GSH aumentaria
la concentracion de GSSG al doble. Por lo tanto la oxidacion del GSH debe ser
minima si queremos que el cociente GSH/GSSG tenga significado.

La medida de GSSG en presencia de GSH requiere quelar rapida y
efectivamente el GSSG. Para prevenir la oxidaciéon del GSH durante la preparacion
de la muestra se pueden utilizar varios agentes quelantes como el N-etilmaleimida
(NEM), 2- vinilpiridina y acido iodoacético. El grupo de Asensi y cols. (1994) en
nuestro laboratorio ha seleccionado el NEM, por su rapida reaccién y porque ésta
puede realizarse en hielo y medio 4cido (estas condiciones minimizan la oxidacion
del GSH).

Hemos comentado anteriormente la conveniencia de proceder con rapidez
en el experimento. En 1995 nuestro grupo public6 un trabajo en el que se
destacaba la importancia de este factor, el factor tiempo, en la determinacion de los
valores de glutation en el ejercicio fisico. En una de las tablas de este trabajo se
muestra como una diferencia en 1 minuto de tiempo en la recogida de una misma
muestra supone una oxidacion de un 30% del GSH en sangre (Vifia y cols., 1995).

La oxidacion del glutation en muestras de sangre puede dar lugar a
conclusiones erroneas en lo concerniente a los cambios fisiopatologicos en el
estatus del glutation. Por ejemplo, Gohil y cols. (1988) utilizando el método de
determinacion de glutation descrito por Reed y cols. (1980) encontraron un valor en
el cociente GSH/GSSG en sangre de alrededor de 1. Los autores no encontraron,
por tanto, una relacién entre la oxidacion del glutation y el aumento del lactato en
sangre. Cuando se repitieron estos experimentos en nuestro laboratorio utilizando

el método de determinacion de GSSG de Asensi y cols. (1994) se observé una
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excelente correlaciéon lineal entre el cociente GSSG/GSH y lactato/piruvato en
sangre (Sastre y cols., 1992).

El hecho de que el glutatién se oxida con el ejercicio fisico, cuando este es
agotador, se ha observado en diversos laboratorios incluyendo el nuestro (Lew y
cols., 1985; Pyke y cols., 1986; Gohil y cols., 1988; Ji y Fu, 1992; Sastre y cols.,
1992; Viguie y cols., 1993; Sen y cols., 1994; Supinski y cols., 1996).

En los experimentos realizados en la presente tesis determinamos la
concentracion de GSH, GSSG vy calculamos el cociente (GSSG/GSH) x100 en
homogenados de musculo gastrocnemio de animales sometidos al protocolo de
ejercicio fisico agotador. Pudimos observar un aumento de un 50% en los niveles
de GSSG en el homogenado inmediatamente después del ejercicio. Este
incremento se previene con la administracion del alopurinol. Los valores de GSH no
descendieron en el grupo de animales sometidos al protocolo de agotamiento por
lo que el cociente GSSG/GSH no mostrd diferencias estadisticamente significativas.
Varios autores postulan que el misculo esquelético importa GSH desde el plasma
durante el ejercicio fisico, a la vez que se produce su oxidacién a GSSG (Pyke y
cols., 1986; Jiy cols., 1992; Leeuwenburgh y Ji, 1995). Este aumento en los niveles
de GSSG puede ser resultado de la incapacidad de la glutation reductasa de
reducir el disulfuro para generar de nuevo GSH. El higado es el 6rgano que
sintetiza el 90% del GSH circulatorio, como hemos dicho anteriormente, y lo exporta
a la circulaciéon sanguinea, para que éste sea captado por 6rganos mas activos
durante el ejercicio como son el corazén y los musculos. Lew y cols. (1985) fueron
los primeros en pensar que durante el ejercicio fisico el higado puede exportar
grandes cantidad de GSH, que podria ser captado por el mdsculo esquelético.
Este hecho se confirmd por otros investigadores afios més tarde (Ji y cols., 1992;
Leeuwenburgh y Ji, 1995).

Cuando se realiza un ejercicio fisico intenso se produce un estrés oxidativo,
por lo tanto, los musculos que trabajan durante el ejercicio necesitan mayor
cantidad de GSH para vencer el estrés oxidativo producido. En nuestros
experimentos no observamos un incremento de los niveles de GSH muscular
después del ejercicio realizado por las ratas. Esto puede ser debido bien a un
agotamiento de las reservas hepéticas de glutation reducido durante el ejercicio, es
decir, el consumo de GSH supere su sintesis, o bien, debido a que la utilizacién de
GSH por parte del musculo, oxiddndose para neutralizar los radicales libres
producidos, exceda la captacién desde el plasma (Sen y cols., 1992; Duarte y cols.,
1993)
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3.3. Efecto de la administracion de alopurinol sobre la oxidacion de proteinas
en musculo gastrocnemio de ratas tras la realizacién de un ejercicio fisico

agotador.

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el radical
hidroxilo (Stadtman y cols., 1992). Sin embargo, la tirosina, la fenilalanina, el
triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los que mas procesos
oxidativos sufren (Davies, 1987). Esta oxidacion puede dar lugar a un cambio
conformacional de la proteina y, por tanto, a una pérdida o modificacion de su
funcion bioldgica (Climent y cols., 1989), de la afinidad de los factores de
transcripcion por el DNA (Pognonec y cols., 1992) y de su susceptibilidad para la
proteolisis (Stadman, 1992). En condiciones anaerobicas, los radicales libres
promueven un entrecruzamiento considerable entre proteinas, mientras que en
presencia de oxigeno los radicales libres provocan una gran fragmentacién de la
cadena peptidica (Stadman, 1992).

La modificacion oxidativa de proteinas por ERO ocurre en situaciones tanto
fisiol6gicas como patoldégicas. Como consecuencia de dicha modificacion, se
introducen grupos carbonilo en las proteinas por un mecanismo especifico. Los
aminoacidos lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de
modo que el contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un
indicador de dafio oxidativo a las mismas (Stadtman y cols., 1992). Otros
amino&cidos como histidina, cisteina y metionina, también sufren dafio oxidativo,
pero no forman derivados de tipo carbonilo (Stadtman y cols., 1992). El dafio
oxidativo suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de la
proteina (Dean y cols., 1993).

Varios grupos de investigacion han utilizado la oxidacion de proteinas como
marcador de estrés oxidativo en muasculo, tanto en entrenamiento como durante la
realizacion de un ejercicio fisico agotador (Radak y cols., 1998; Jiankang y cols.,
2000; Radak y cols., 2000; Radak y cols., 2002). El musculo esquelético es uno de
los tejidos con mayor masa del cuerpo, esta formado por células postmitéticas por
lo que presenta una mayor tendencia a acumular dafio oxidativo (Radak y cols.,
2001). El entrenamiento, tiene capacidad de reducir la vulnerabilidad al estrés
oxidativo. Este hecho es importante ya que las proteinas modificadas por estrés
oxidativo pierden su funcién fisiolégica y presentan una mayor tendencia a la

degradacién. La acumulacion de estas proteinas puede condicionar procesos
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fisiol6gicos vitales. El entrenamiento tiende a aumentar la actividad del proteasoma
lo que sugiere que la degradaciéon de las proteinas modificadas oxidativamente es
mas efectiva en los masculos de ratas entrenadas (Radak y cols., 1999). Esta es
una respuesta adaptativa importante ya que la induccién de un mecanismo de
reparacion, el proteasoma se considera una enzima reparadora (Grune y cols.,
1997), puede suponer una disminucion en la acumulacion de proteinas
potencialmente dafiinas modificadas postranscripcionalmente (Goto y cols.,
2001). Sin embargo como hemos comentado anteriormente, el ejercicio fisico
agotador induce una modificacion oxidativa en las proteinas, acompafiada por la
generacion de derivados carbonilo reactivos que pueden reaccionar con la
dinotrofenilhidracina (DNPH) para formar derivados hidrazona (Oliver y cols.,
1990; Nakamura y Goto, 1996). El primer estudio en el que se demostré un
aumento en musculo esquelético de las concentraciones de derivados carbonilo
en proteinas como consecuencia de la realizacibn de contracciones
concéntricas se publicé en 1994 (Saxton y cols., 1994).

Una serie de trabajos posteriores sefialaron hacia los radicales libres
generados durante contracciones musculares intensas, como moduladores de la
funcién contractil de los muasculos respiratorios y destacaron su funcion en el
desarrollo de la fatiga. Los datos que apoyaron estos estudios mostraron: (a)
evidencias indirectas de un aumento en la produccién de radicales libres por los
musculos en contraccion (lipoperoxidacion, formaciéon de grupos carbonilo en
proteinas y oxidacion del glutatién), (b) evidencias de que la deplecion
farmacologica de las defensas antioxidantes aumenta el grado de fatiga muscular
tras un periodo de ejercicio fisico, y (c) evidencias de que la administracion de
agentes antioxidantes retardan el desarrollo de la fatiga (Supinski y cols., 1998).

En la presente tesis determinamos la oxidacion de proteinas en musculo de
rata utilizando la técnica del western blot. Con esta técnica detectamos los
derivados carbonilo formados durante el ejercicio por su reaccién con 24-
dinitrofenilhidracina para formar derivados hidrazona (Oliver y cols., 1990;
Nakamura y Goto, 1996).

Nuestros resultados sugieren que el ejercicio induce un estrés oxidativo que
no puede ser prevenido por las defensas antioxidantes del masculo gastrocnemio
(Ver Figura V.5.).

Como hemos explicado en los apartados anteriores de la discusion, bajo

nuestras condiciones experimentales, la XO formada por la insuficiente
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disponibilidad de oxigeno en los musculos durante el ejercicio consideramos que es
la responsable del dafio causado y del aumento en la XO circulante.

Las sefiales de oxidacién proteica que encontramos fueron especialmente
visibles en proteinas con pesos moleculares de 40 y 34 kDa, aunque la diferencia
entre los 3 grupos experimentales se evidencié en las proteinas con un peso
molecular de 21 kDa. Esto indica que algunas proteinas son mas sensibles a la
formacion de derivados carbonilo, bajo nuestras condiciones experimentales, que
otras. También sugiere que cierta forma de dafio oxidativo tiene lugar
selectivamente. Este hecho puede tener sus consecuencias fisioldgicas, si se
considera gue el dafio oxidativo debe ser el primer paso en la respuesta adaptativa
al ejercicio (Davies y cols., 1982; Rajguru y cols., 1994). La identificacion de las
proteinas oxidadas en musculo requeriria mas investigacion. Sin embargo, una
posible candidata podria ser la anhidrasa carbdnica, enzima con un peso molecular
de 31 kDa y muy sensible a la formacion de derivados carbonilo (Radak y cols.,
1998).

Las modificaciones oxidativas de las proteinas pueden activar la proteolisis y
acelerar el recambio proteico (Stadtman, 1992). Diversos autores han sugerido que
las proteinas renovadas son capaces de mostrar una mayor funcionalidad desde un
punto de vista fisioldgico (Radak y cols., 2000). Por lo tanto, la modificacion oxidativa
a la que se ven sometidas las proteinas durante el ejercicio agotador, hasta cierto

punto, puede constituir una sefial de respuesta adaptativa.

Figura V.5. Densitometria del Western Blot de proteinas oxidadas en musculo

gastrocnemio de ratas sometidas a un protocolo de ejercicio fisico agotador.
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4.- Estudio de la activacion de NF-«kB y su efecto sobre la expresién de
la Mn-SOD, iINOS y eNOS tras la realizacién de un ejercicio fisico

agotador en musculo de rata.

Los datos presentados hasta ahora muestran que el ejercicio fisico agotador
puede aumentar la generaciéon de ERO en distintos tejidos biol6gicos tanto en
humanos como en animales de experimentacion. Estos datos coinciden con los
publicados por varios grupos de investigacion (Davies y cols., 1982; Jackson y
cols., 1985; Reid y cols., 1992; Bejma y cols., 2000). Nuestros resultados, ademas,
subrayan el papel de la xantina oxidasa como fuente importante de radicales libres
durante el ejercicio fisico agotador.

En los mamiferos existen diversas vias de sefializacion celular sensibles a
estrés oxidativo. Estas vias juegan un papel fundemental en el mantenimiento del
balance entre agentes oxidantes y antioxidantes (Finkel y Holbrook, 2000). Entre
las vias de sefializacién mas relevantes se encuentran: NF-xB, MAPK, fosfoinositol
3-kinasa (PIsK)/Akt, la activacion de p53, y la respuesta de las proteinas de choque
térmico (HSP). Las dos primeras han sido objeto de estudio en la presente tesis, ya
gue ambas se pueden considerar dos de las vias de sefializacion mas importantes
gue pueden ser activadas por ERO (Baeuerle y Baltimore, 1988; Schreck y cols.,
1992; Aronson y cols., 1997).

El factor de transcripcion NF-xB estd compuesto por miembros de la familia
Rel. En mamiferos estas proteinas incluyen: (NF-xB 1), p65 (RelA), p52 (NF-kB2),
RelB, c-Rel, p105, and p100 (Miyamoto and Verma, 1995; Baldwin, 1996). NF-xB
se encuentra presente en el citoplasma en un estado inactivo, unido a las proteinas
inhibidoras IxB. El factor nuclear se puede activar por una gran cantidad de
estimulos tales como: H,0O,, citoquinas pro-inflamatorias [TNF-a], interleuquinas
[IL]-1,IL-6 y LPS. En el proceso se produce la fosforilacién de IkBa (en las Ser-32 y
Ser-36) e IkBB (en las Ser-19 y Ser-23) por la kB kinasa (IKK). La fosforilacion
por IKK, dispone a IkB para la ubiquitinacion y posterior degradacién proteolitica
por el proteasoma 26S (Zamanian-Daryoush y cols., 2000).

Las protein kinasas activas: C (PKC() y PKR se sabe que estan
involucradas en la activacion de IKK (Cheshire y cols., 1999; Flohé y cols., 1997).
Recientemente se ha demostrado que la kinasa de ERK (MEKK1) es requerida

para la activacion de IKKB (Regulay cols., 2002).
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La fosforilacion de IkBo es el estimulo que facilita la disociacion y la
traslocacion al nucleo del complejo activo de NF-xB (P50/P65), que se une a la
secuencia de ADN correspondiente en los distintos genes diana, entre los que se

incluye la MnSOD, GCS, GPx e iNOS entre muchos otros (Baeuerle y Henkel,
1994). (Ver Figura V.6.).

Figura V.6. Mecanismos de regulacién de la activacion de NF-xB.
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Como paso inicial en el proceso descrito, uno de los objetivos de la presente
tesis fue demostrar que la realizacién de un ejercicio fisico agotador podia activar la
via de sefializacion de NF-xB a la vez que comprobar el papel que la xantina

oxidasa desempefia en todo el proceso.

Como se deduce de nuestros resultados, la actividad contractil activa la via
de sefalizacion de NF-kB en musculo esquelético de rata. En este trabajo

describimos y comprobamos, por primera vez, que la activacion de NF-xB esta
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acompafiada por una cascada de procesos en el musculo ejercitado, entre los que

se incluye:

a) Incremento en la fosforilacion de IKKa y B e IkBa (Ver Figuras
V.7.y V.8.)

b) Descenso en los niveles citosoélicos de IKKa e IkBa (Ver
Figuras V.7.y V.8.)

c) Aumento en el contenido nuclear de NF-xB y de la subunidad
P65 por dos técnicas diferentes: ensayo de retardo, en el primer

caso y western blot en el segundo (Ver Figura V.9.).

Ademas nuestros datos muestran una elevacion en los niveles de p-IkBa y
de p-IKKa y B inmediatamente después del ejercicio, mientras que NF-xB alcanza
su pico de activacion transcurridas 2 horas desde la finalizacién del mismo (Ver
Figura v.9.).

Estos resultados, en relacion a la secuencia de acontecimientos,
demuestran que la fosforilacion de IKKa e IkBa tienen lugar durante la contraccion
muscular, seguidas por una traslocacion de P65 vy la union a la secuencia de NF-
kB en el nucleo. Es interesante sefialar que el contenido citosdlico de IxBa se eleva
inmediatamente después del descenso inicial (O horas) y muestra unos niveles 3y
5 veces mayores a los del reposo transcurridas 24 y 48 horas, respectivamente.
(Ver Figura V.7.)

Estos cambios reflejan, probablemente, el conocido sistema de feedback
negativo de control. IkBa es un potente secuestrador del dimero P50/P65 a la vez
gue un gen diana de NF-kB. Los elevados niveles de IkBa inhiben la activacion de

NF-kB previniendo la sobreexpresion de sus genes diana (Schreck y cols., 1992).
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Figura V.7. Esquema de la secuencia temporal de fosforilacion de IkBa en
musculo vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento vy

sacrificadas a distintos tiempos.
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El ejercicio fisico puede activar una gran variedad de fendmenos con
potencial para influir sobre la via de NF-xB. Durante las contracciones musculares
la produccion de O,"y H,O,, como hemos ido demostrando a lo largo de la tesis, se
ve incrementada. El H,O, puede activar IKK, lo que explicaria el incremento en la
fosforilacion de IkBa en nuestro estudio (Flohé y cols., 1997). Esta hipotesis se
confirma con los datos obtenidos en referencia a la activacion de IKKa e IKKp en el
musculo agotado (Ver Figura V.8.). Regula y cols. (2002) demostraron que en los
miocitos ventriculares IKKB era la proteina primaria que activaba la via de NF-xB
debido a la fosforilacién de la Ser-181 por MEKK-1. Como el ejercicio agotador
aumenta la actividad Raf-1/MEKK en musculo humano (Regula y cols., 2002),
pensamos que este puede ser el mecanismo activado en nuestro modelo
experimental. Sin embargo, IKK puede ser activada por otras kinasas como PKR y
PKCZ, en funcion del tipo celular (Cheshire y cols., 1999; Flohé y cols., 1997). La
Kinasa Inducible de NF-xB también se ha demostrado que fosforila y active IKK (Su
y cols., 1997). La via predominante responsable de la induccién, por el ejercicio, de

la activacion de IKK en musculo esquelético, todavia permanece sin identificar.
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Figura V.8. Esquema de la secuencia temporal de fosforilacién de IKKay B en
musculo vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento vy

sacrificadas a distintos tiempos.
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Figura V.9. Esquema de la secuencia temporal de activacion de NF-xB por
ensayo de retardo (A) y por Western Blot NF-xB (p65) (B) en musculo vasto
interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y sacrificadas a distintos

tiempos.
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El papel fisioldgico y la importancia de la activacion de la via de NF-xB en el
musculo en contraccién todavia se desconoce. Nosotros hipotetizamos que la
cascada de sefalizacion tiene como objetivo la expresibn de genes cuya
transcripcion puede ser rapidamente activada para frenar el aumento en la
produccion de ERO, como son: MnSOD, Oxido Nitrico Sintasas y GCS. Todos ellos
contienen secuencias de unién en la regién del promotor para NF-xB (Allen y
Tresini, 2000; Ji, 2002). El estrés oxidativo se ha demostrado que aumenta la
expresion del gen de la MnSOD (Ho y cols., 1991; Zhang, 1996). En nuestros
resultados obervamos un incremento en lo niveles de MnSOD mRNA asociados al
aumento en la activacion de NF-«B, en musculo de rata tras realizar un ejercicio
fisico agotador en tapiz rodante, seguido de un aumento en la cantidad de proteina
MnSOD a las 48 horas (Ver Figura V.10.).

Figura V.10. Porcentaje de aumento de RNAm (A) y contenido proteico de
MnSOD en musculo vasto interno de ratas ejercitadas hasta el agotamiento y

sacrificadas a distintos tiempos.

(A) (B)
300 1 2501
[ Reposo
2504 **% * ; = R}epo‘sc‘) S 200 @& Ejercicio *
T T = Ejercicio g T
200 1 @
= £ 1501
150 1 a
| | 2 100+ |
100 1 | ' = | l
l | l .
50- 04| |} ! | |
0 0
0 1 2 4 10 24 48 0 1 2 4 10 24 48

Tiempo Postejercicio (h) Tiempo Postejercicio (h)

Porcentaje de aumento de ARNm Mn SOD en  Porcentaje de aumento del contenido proteico
VIFP. Cada valor representa la media + de Mn SOD en VIFP. Cada valor representa la

desviacion estandar (n=6). La abundancia de media + desviacion estandar (n=6).

RNAmM fue normalizada con el valor del 18S de significacion estadistica se expresa como (*) p<

la misma muestra como referencia. La 0-05frente agrupo resposo.
significacion estadistica se expresa como (*) p<

0.05 frente a grupo resposo (**) p< 0.01 frente a

grupo reposo.

VIFP: Vasto Interno Fibras Profundas (Tipo lla).
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Estos datos contradicen los publicados por Oh-ishi y cols. (1997) que no
encontraron cambios en los niveles de RNA en séleo, inmediatamente después de
un ejercicio agotador. Sin embargo son coincidentes con los publicados por otros
grupos mas recientemente (Hollander y cols., 2001). El aumento en el contenido de
los niveles de proteina a las 48 horas tras el ejercicio es un resultado que
reproduce los referenciados en distintos tipos musculares: gastrocnemio, vasto
lateral y séleo (Oh-ishi y cols. 1997). Este hecho sugiere que la sobreexpresion de
la MnSOD requiere una estimulacion acumulada y sostenida de las vias redox-
sensibles que conducen a su activacion, lo que sucede en el proceso de
entrenamiento. Oh-ishi y cols. (1997), Gore y cols., (1998) y Hollander y cols.,
(1999) muestran como el contenido de MnSOD y su actividad en musculo vasto
interno profundo aumenta significativamente en respuesta al entrenamiento de
resistencia en ratas. Algunos autores consideran que el ambiente intracelular en los
musculos entrenados es mas protector frente a la degradacion rapida del ARN de la
MnSOD tras la activacién transcripcional, y por tanto, mas propicio para la sintesis
de proteinas (Hollander y cols., 2001).

Esta enzima antioxidante y su induccibn por NF-xB puede ser
especialmente importante en tejidos como el masculo esquelético y el miocardio,
por su baja capacidad antioxidante intrinseca. Se requiere una importante actividad
de la MnSOD para proteger a la mitocondria de los efectos citotoxicos del *OH
formado durante la reaccién de Haber-Weiss, responsable del dafio oxidativo a

lipidos, aminoacidos, ADNmt y enzimas (Williams y cols., 1998).

El hecho de que el ejercicio fisico genera sefiales que son importantes en la
fisiologia de la célula muscular se ha sospechado desde hace afios, pero fue en
1996 cuando Goodyear y cols. mostraron que la contraccién muscular aumentaba
la fosforilacion de ERK 1 y ERK 2. Hayashi y cols. (1999) lo confirmaron y
recientemente lo han hecho Yu y cols. (2003). Del mismo modo Reid (2001)
demostr6é que las ERO y el NO son continuamente generados por el musculo de
sujetos sanos y que estas moléculas modulan procesos como el desarrollo,
metabolismo, flujo sanguineo y funcién contractil.

En la mayoria de los casos los autores han especulado acerca del papel que
las ERO pueden tener como sefiales mediadores de la respuesta adaptativa
muscular al ejercicio. (Essig y Nosek, 1997; Jackson, 1999). Sin embargo, se han

aportado pocas evidencias experimentales al respecto.
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Nosotros demostramos en la presente tesis, a nuestro entender por primera
vez, que las ERO formadas durante el ejercicio, tanto en modelos animales como
humanos, generan sefiales que son claves en la fisiologia de la célula muscular y
en sus adaptaciones. De hecho la inhibiciébn de la formacion de ERO, con el

tratamiento con alopurinol, previene la activaciéon en musculo de:

a) La fosforilacion de p38™*"* y ERK 1/ 2 M*PX inducidos por el ejercicio

fisico agotador (Ver Figura V.11.y V.12.).

b) La unién al ADN del Factor Nuclear kB, inducida por el ejercicio fisico
(Ver Figura V.13.)

c) La expresion los genes tales como: MnSOD, iNOS y eNOS, inducidos

por un ejercicio agotador. (Ver Figura V.14.)

MAPK
8

Figura V.11. Fosforilacion de p3 inducida por el ejercicio fisico en

musculo gastrocnemio de rata. Efecto de la administracion de alopurinol.
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Figura V.12. Fosforilacion de ERK 1/ 2"*"¢ inducida por el ejercicio fisico en

musculo gastrocnemio de rata. Efecto de la administracién de alopurinol.
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Figura V.13. Activacién de NF-xB inducida por el ejercicio fisico en musculo

gastrocnemio de rata. Efecto de la administracion de alopurinol.
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Figura V.14. Expresion de MnSOD, iNOS y eNOS, en musculo gastrocnemio
de rata, inducida por el ejercicio agotador. Efecto de la administracion de

alopurinol.
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El papel que juegan las isoformas de la NOS en las adaptaciones al ejercicio
ha sido muy estudiado. La isoforma eNOS esta relacionada con el desarrollo
muscular, el tono vascular y especialmente la funcibn mitocondrial. Esta isoforma
se encuentra tanto en la matriz como en la membrana mitocondrial (Bates y cols.,
1996). La liberacion de NO®* por eNOS mejora el flujo sanguineo y han sido varios
los trabajos en los que se han encontrado evidencias de que el NO® regula la
respiraciéon mitocondrial por interacciones con la citocromo-c-oxidasa y el complejo |
de la cadena de transporte electrénico (Clementi y cols., 1999). Las fibras

musculares expresan de forma constitutiva nNOS, eNOS o ambas. En procesos
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inflamatorios se puede estimular la tercera isoforma, la INOS cuya capacidad para
producir NO es mucho mas elevada que la de las isoformas constitutivas.

La importancia del NO® en el ejercicio fisico se ha estudiado administrando
el inhibidor de la NOS, N“-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME). En el 2001 Wang
y cols. observaron, al administrar L-NAME de forma cronica a un grupo de ratas,
que éstas presentaron una marcada reduccion en la velocidad de la marcha en un
tapiz rodante, de la seccion transversal de sus fibras musculares y de su masa
muscular. Con todos estos datos el grupo apunt6é hacia un papel del NO* en las
adaptaciones al ejercicio fisico del tejido muscular. Smith y cols. un afio mas tarde
(2002) siguiendo la misma linea, estudiaron el papel del NO®* en la hipertrofia
muscular inducida por la sobrecarga de un grupo muscular al eliminar sus
sinergistas.  El blogueo con L-NAME inhibi6 el efecto de la sobrecarga en la
expresion de la cadena pesada de la miosina en el masculo plantar. Los resultados
de estos trabajos junto con los previos de Tidball y cols. (1998) demuestran el
papel de la NOS como transductor de sefiales que ejerce un control sobre los
genes del tejido muscular y confirman el papel del NO® en la sefializacién durante el
proceso de hipertrofia.

El inhibidor L-NAME, también ha sido utilizado en humanos. En un estudio
de Bradley y cols. (1999) concluyeron la importancia del NO® en la regulacion de la
captacion de glucosa por el musculo esquelético, utilizando como modelo humanos
durante la realizacion de un ejercicio fisico dindmico. El descubrimiento de que las
expresion de las NOS aumentan en musculo tras entrenamiento de resistencia en
ratas (Balon y Nadler, 1997) y de que la actividad NOS esta reducida en las ratas
resistentes a la insulina, sugiere que la actividad fisica puede tener un papel en la
regulacién de la actividad NOS y contribuir al metabolismo muscular.

En otros estudios la inhibicién se ha centrado en una isoforma concreta de
la NOS. Este es el caso del trabajo publicado en el 2002 por Momken y cols. Este
grupo estudi6 el papel de eNOS utilizando como modelo ratones carentes del gen.
El resultado mas interesante, obtenido en este trabajo, es el descenso marcado en
la respiracion mitocondrial que ocurre en el musculo. La caida en un 40% en la
actividad citrato sintasa, sugiere una dismincion en la poblacion mitocondrial en los
ratones “knockout” de eNOS (Momken y cols., 2002).

Por otra parte los datos indican ademas que la administracion crénica de L-
NAME en las ratas, aumenta de forma significativa los niveles de MDA, grupos

carbonilo y actividad xantina oxidasa, lo que indica un aumento de la peroxidacion
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lipidica, oxidacion proteica y produccion de radical superéxido debido a la inhibicion
cronica de la NOS (Vila-Petroff y cols., 1999).

El estrés oxidativo generado en el sistema cardiovascular por la activacion
de la xantina oxidasa supone un disbalance en la via de sefializacion tanto del NO*
como de otras vias intracelulares (Lounsbury y cols., 2000) lo que conlleva una
respuesta hipertensiva y un aumento en la contraccion (Yang y cols., 1998). La
administracién crénica de L-NAME supuso un descenso significativo del ratio
GSH/GSSG, por una deplecién de los niveles de GSH y un aumento de los de
GSSG en musculo cardiaco. Este mismo efecto a nivel sanguineo ha mostrado ser
un buen marcador de hipertension (Husain y Hazelrigg, 2002). Es importante
destacar el hecho de que la deplecién del GSH utilizando BSO en ratas supone un
aumento de la presién arterial (Vaziri y cols., 2000). La administracion crénica de L-
NAME también provocé una disminucion significativa de las defensas antioxidantes

cardiacas y la expresion de proteinas en ratas (Husain y Hazelrigg, 2002)

En resumen, los resultados de la presente tesis muestran que las ERO
producidas durante el ejercicio fisico actian como sefiales que regulan procesos
moleculares importantes para las adaptaciones de las células musculares al
ejercicio fisico. Por tanto la prevencion del estrés oxidativo asociado al ejercicio
fisico, con la administracion de antioxidantes orales, consideramos que podria

llegar a ser contraproducente al condicionar la respuesta adaptativa al ejercicio.

La tan extendida prescripcion del uso de suplementos antioxidantes entre
los deportistas, debe ser, por tanto, cuestionada. Los antioxidantes orales, aunque
recomendables antes de la competicion deportiva, cuando el ejercicio se espera
sea realizado hasta el agotamiento, puede no ser tan apropiada durante los

periodos de entrenamiento.

En la Figura V.15. representamos de forma esquematica el papel de las

ERO en la regulacioén de la funcién celular en el ejercicio.
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Figura V.15. Regulacion de la funcién celular por el ejercicio fisico. Efecto de

la administracion de alopurinol.
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VI. SUMMARY OF RESULTS
AND DISCUSSION

1.- Ischaemia-reperfusion induced blood oxidative stress in human and

rat models.
1.1. Results in animal model: Wistar rats.

A conventional view has attributed ischaemia-reperfusion injuries to the lack
of blood flow per se, but a growing body of experimental data indicates the
involvement of free radical-mediated injury caused by oxygen free radicals such as
superoxide, hydroxyl radicals and hydrogen peroxide which are generated at the
time of reperfusion.

This mechanism was first identified and characterised in a model of vascular
occlusion in the cat small intestine (McCord, 1985), but similar mechanisms have
been described in heart (Onodera and Ashraf, 1991; Leichtweiss et al., 1996); brain
(Frantseva et al., 1999); kidney (Toosy et al., 1999); skeletal muscle (Prem et al.,
1999) and lung (Messent et al., 1993).

Research to elucidate the role of oxygen free radicals in ischaemia-
reperfusion injury has been carried out in both human and animal models. In animal
models tourniquet and microvessel clips to occlude blood flow in lower limbs have
been used (Bushell et al., 1996; McArdle et al., 1999)

In our model we used an hypobaric chamber to submit a group of young rats
to 3 days of hypoxia (8% O,) and reoxygenation (normoxia) at different times. To
determine the oxidative stress associated to the ischaemia-reperfusion process the
glutathione status was studied. GSH is an ubiquitous endogenous antioxidant. Free
radicals can be reduced by GSH, mainly through the conversion of GSH into GSSG
by the selenium-containing enzyme glutathione peroxidase (Meister and Anderson,
1983). In our experiments we determined GSSG levels using the method of Asensi
et al. (1994) and GSH using the method of Reed et al. (1980).

Our GSH and GSSG blood levels in the rested group of rats are in
accordance with the literature (Lew et al., 1985; Duthie et al., 1990; Sastre et al.,
1992; Vifia et al., 1995; Viia et al., 2000). Hypoxia during 3 days in our model did

not cause any change in the blood glutathione levels. However GSH levels
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decreased significantly (125%) after reoxygenation during 1 hour of the hypoxic
group. In several papers a decrease in the glutathione levels in different situations
of oxidative stress (like physical exercise) have been reported (Davies et al., 1982;
Ji and Fu 1992; Viia et al., 1995; Viia et al., 2000; Vifia et al., 2000).

The decrease in GSH levels may be due to an inhibition of GSH synthesis
attributable to stress (Sastre et al., 1992). a-adrenergic stimulation and its role in
GSH synthesis have been well studied. Estrela et al. (1988) published that
adrenergic stimulation plays a role in the decrease of the glutathione synthesis in
isolated hepatocytes. Hepatic GSH export to the plasma is stimulated by glucagon,
catecholamines and vasopressin, the levels of which are elevated in stress
situations (Lu et al. 1990). Moreover GSH is used by GSH peroxidase as a
substrate and oxidized to glutathione disulfide (GSSG) by hydroperoxides, the
levels of which are also increased during estressful conditions. Furthermore, hepatic
de novo GSH synthesis is limited by GCS activity and influenced by cysteine and
ATP availability (Deneke and Fanburg 1989; Meister and Anderson 1983; Tateishi
et al. 1977)

All of these results consider that the decrease in cellular GSH levels
observed under conditions of shock, stress, or peripheral inflammation can be
explained by a dual effect, i.e., an increase in glutathione efflux and an inhibition of
its synthesis.

Hypoxia induces an overall sympathetic stimulation that is reflected in
elevated plasma and urine catecholamine concentrations. This process produces
subsequent cardiovascular adaptations to offset a global decrease in tissue oxygen
supply (Maher et al., 1975; Léon-Velarede et al., 2001).

Several papers have been published about the relationship between hypoxia
and oxidative stress. Hitka et al. (2003) showed that exposure to 72 hours of
hypoxia increased, significantly, the H,O, production changed three fold during
transition from hypoxia to normoxia. Yoshikawa et al. (1982) and Nakanishi et al.
(1995) found an increase in free oxygen radicals in rats under hypoxic conditions.
Morin et al. (2003) observed that during reoxygenation, in brain, mitochondrial
membrane lipoperoxidation quickly increased and was proportional to the decrease
seen in membrane fluidity. Under the same conditions, cytochrome ¢ was released
from mitochondria and their rate of release increased with reoxygenation time.
Addition of the antioxidant alpha-tocopherol abolished all these reoxygenation-
induced changes. The same results have been found in endothelial cells in cultures.
Cells undergo significant intracellular oxidative stress following reoxygenation, and

their viability is critically dependent on GSH levels ( Samarasinghe et al., 2000).
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GSH depletion during hypoxia-reoxygenation, like in exercise, might be due
to inhibition of GSH synthesis, for instance, as a result of adrenergic stimulation.

On the other hand our results show that the GSSG levels were 202 % higher
after reoxygenation for 1 hour and 271% higher after reoxygenation for 6 hours in
the hypoxic group. The difference was not statistically significant in the
reoxygenated group for 24 hours although GSSG blood levels remained higher than
rested and hypoxic groups.

When GSSG accumulates intracellularly, cells export GSSG (Sies and
Akerboom, 1984). Therefore, blood reflects the glutathione status of less-accessible
tissues such as skeletal muscle (Reed, 1990).Increased levels of GSSG or
increased GSSG-to-GSH ratio in blood can be considered as signs of oxidative
stress (Vifa et al.,1989).

Blood GSSG-to-GSH ratio in our model, as Figure VI.1. shows, increased
374% 1 hour after the reoxygenation, and 400% 6 hours after reoxygenation of the
hypoxic group.

In cardiac muscle similar results have been showed (Park et al., 1991). The
release of LDH, mixed disulfides, TBARS and protein carbonyl content increased
significantly with hypoxic medium and was slightly enhanced upon reoxygenation
after 60 min hypoxia.

Figure VI.1. Blood (GSSG/GSH) x100 ratio in rats after ischaemia-reperfusion

process.
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1.2. Results in humans: Alpinists who took part in the expedition to the

Gasherbrum 1l (Gll), Himalaya, 8034 meters.

In the previous section we have shown the results obtained after using a
hypobaric chamber as a model to study the ischaemia-reperfusion process. In
humans this type of experiment has been performed during surgery and in disease.
The studies have focused on the effects of the duration of ischaemia and
reperfusion, assessment of damage and its reversibility, measurement of free
radical production and its sources, remote organ injury, prevention and treatment.
In our experimental model mountaineers climbed to great heights (8034 m).

The arterial partial oxygen pressure (PO,) at sea level is 94 mmHg and the
tissue PO, is around 20 mmHg. The difference, the O, gradient is approximately 70
mmHg. However with increasing altitude (2.500 meters), arterial PO, decreases to
the level of 60 mmHg, while the tissue PO, remains at 20 mmHg. The result is that
the pressure gradient decreases from 74 mmHg to 40 mmHg, which means a 50%
reduction in the diffusion gradient. This gradient is responsible for moving the
oxygen from blood to the tissues and is crucial the climb to great heights. This
gradient decreases on climbing higher.

Acute exposure to high altitudes result in a decreased amount of oxygen
available to the body and thus to decreased arterial blood oxygen saturation. This
leads to a reduction in maximal aerobic power of approximately 1% for every 100 m
above 1500 m (Buskirk, 1966). VO, max. decreases in a linear fashion, being
about 12% lower at 2.400 meters, 20% lower at 3.100 meters and 27% lower at
about 4.000 meters. At around 8.000 meters VO, max. goes down significantly.
Values for VO, max. of 62 ml/kg/min can decrease to 15 ml/kg/min near the top of
some mountains.

Pugh et al. (1972) showed that men with VO, max. values of 50 ml/min/kg at
sea level are not able to do exercise, even to move, near the top of 8.000-meter-
peaks. There is a connexion between hypoxic phenomena and exhaustive physical
exercise, which are the two central points of this section of the discussion.

Very few studies have been carried out on humans relating the effect of
prolonged hypobaric hypoxia on the degree of oxidative stress The first of them
studied the influence of vitamin E on physical performance at varying altitudes
(Nagawa et al., 1968). In cycling, the maximum and the final values of oxygen intake
and oxygen pulse were higher in the supplemented group. This hypothesis was
supported by the results of a later study on the effect of vitamin E on physical

performance at high altitudes (Simon-Schnass, 1993). Mountaineers were
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supplemented with 400 mg vitamin E per day (test group) or a placebo (control
group) during an expedition to K2 (8611 m). In the course of the experiment, the
anaerobic threshold of the treatment group increased while in the control group it
first increased, but to a smaller degree, and then decreased compared to the initial
value. The difference became significant (p < 0.01) after 4 weeks.

To test if there was an increased oxidative stress leading to increased lipid
peroxidation at a high altitude the amount of exhaled pentane was determined
during the expedition to K2. The results showed that there was no significant
difference between the initial pentane exhalation of the two groups, but after four
weeks of supplementation (400 mg/day vitamin E) and two weeks at high altitude, the
exhaled pentane increased significantly (p<0.01) in the control group. In the treated
group there was no noticeable change (Simon-Schnass and Pabst; 1988).

The filterability of the red blood cells is considered a measurement of their
flexibility. This parameter was tested during two expeditions at a high altitude in an
expedition to Annapurna (8091 m) (Simon-Schnass and Korniszevski, 1990). It was
shown that red blood cell filterability deteriorates at a high altitude. The fact that no
change in erythrocyte filterability was detected in the vitamin E supplemented (400
mg/day) group indicates that protection from oxidation was adequate there. In order
to prove that the reason for this is indeed the effect of an increased free radical
production, the test was repeated during a research expedition to Solo Khumbu
(5545 m), close to Mt. Everest (Simon-Schnass, 1994). The susceptibility of the
erythrocytes of the same blood sample against peroxidation was tested by
measuring the amount of TBARS. In contrast to the slight decrease in TBARS
formation in the test group (supplemented with vitamin E) there was a tremendous
increase in the control group. This clearly shows that there is indeed increased
oxidative stress at a high altitude.

Together this shows that there is increased oxidative stress at a high altitude
and that a supplementation with antioxidants can counteract its negative con-
sequences.

Many sources of free radical generation have been pointed out in this model:
mitochondria respiratory chain (Simon-Schnass, 1994), hypoxia, UV radiation and low
temperatures (Kindl et al., 1993). However three years ago Joanny et al. (2001)
published a human study where, in which in resting conditions, during simulated
altitude hypoxia an increase in whole blood TBARS, a decrease in erythrocyte GSH
levels and GSH/GSSG ratios were revealed. This model, to our understanding,
discards the mitochondrial theory and the increase in the oxygen consumption, as a

source of free radicals at high altitudes. The reason is because they found oxidative
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stress even in resting conditions. At the same time the cold and UV radiation can
be discarded because the model used was a hypobaric chamber.

In 1981 Granger and co-workers demonstrated that treatment of feline
intestine with superoxide dismutase prior to ischaemia attenuated the extent of
membrane leakage during the subsequent reperfusion phase, suggesting a role
of the superoxide ion in causing tissue damage. These authors proposed that
the ischaemic phase caused a conversion of xanthine deshydrogenase (XDH)
to xanthine oxidase (XO) and a degradation of adenine nucleotides to
hypoxanthine, hence, with the re-introduction of molecular oxygen during
reperfusion, a burst of superoxide radicals would be formed in the XO
catalyzed reaction.

Induction of xanthine oxidoreductase (XOR) activity during hypoxia has been
proposed as one of the mechanisms leading to the exacerbation of ischaemia-
reperfusion injury by XOR. In rat lung XOR activity increased during hypoxic
exposure (Hassoun et al., 1998). Accumulation of XOR substrates in hypoxia has
been detected in several cell lines (Hassoun et al., 1994; Terada et al., 1997).

During physical exercise, muscular concentration also leads to vascular
compression, which in turn causes a regional and short term reduction in circulation
with limited hypoxia. This transient oxygen deficiency can occur, despite the high
oxygen turnover (Berg et al., 1987; Simon-Schnass, 1994) and induce the conversion
of XO to XDH.

The aim of this work was to study the oxidative stress associated to the
physical exercise performed during the climb of the G2 (8034 m). We took samples
always at the base camp (4500 m) but immediately after climbs to different altitudes
(5200 m, 6000 m). This means that the mountaineers descended to the base camp
after climbing to 5200 and 6000 meters to have blood extractions taken. The partial
oxygen pressure at 5200 and 6000 m decreases between 50% and 54% in relation
with sea level values. The situation mimics an ischaemia-reperfusion process .

Our results show that physical exercise performed at great heights causes
an increase in GSSG blood levels, an increase in the ratio GSSG/GSH and a
decrease in the GSH levels, progressively as they are climbing.

Figure VI.2. shows how the ratio was raised after reoxygenation of the
mountaineers who had all arrived from different heights for extractions. Values
were 488% higher at 6000 m if we compare them with those obtained at sea level.
At 5200 m the difference was significant (See Figure VI.2.).

In conclusion physical exercise performed at very high height causes

glutathione oxidation in blood, which can be correlated with an increase in xanthine
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oxidase activity. Thus, this enzyme is responsible for the generation of free radicals
in this process.

Figure VI.2. Blood (GSSG/GSH) x100 in humans duting the climb of the G2
(8034 m).
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2.- Allopurinol and markers of muscle damage and oxidative stress

among parcitipants in the Tour de France.

The aim of this work was to study oxidative stress associated with
exhaustive physical exercise in elite cyclists (US Postal Team) during their
participation in the most important international cycling event, the Tour de France
2001.

2.1. Exhaustive exercise induced an increase in plasma Creatine Kinase,
Aspartate Amino Transferase activities and malodialdehyde levels.

Prevention by allopurinol administration.

It is well known that exhaustion causes muscle damage to persons who
perform strenuous physical exercise. Exercise, only when exhaustive, generates
free radical. Sastre et al. (1992) found a linear correlation between lactate levels
and GSSG/GSH ratio in human blood after exercise to exhaustion.

We have shown that XO is involved in the occurrence of oxidative stress in
strenuous physical exercise (Vifia et al., 2000).

The Tour de France is one of the hardest kinds of exhaustive physical
exercise performed by professional sportsmen in the world. It is a three-week race
which includes, flat, mountain and team time trial tests. In this last test, all the
cyclists of each team do their best, as the time that is recorded for all cyclists is that
of the fifth cyclist of the nine who constitute the team to cross the finishing line. We
tested the concept that XO is involved in muscle damage in exercise by treating top
professional cyclists with allopurinol (an inhibitor of XO widely used in clinical
practice).

The professional cycling team “US Postal”, which includes the winner of the
last four editions of the Tour, was divided into two groups by drawing lots. One
group (four cyclists) was given daily an oral dose of 300 mg of allopurinol an hour
before each racing stage while the other (five cyclists) received placebo.

Venous blood samples were obtained fifteen hours after each stage studied
(i.e. when the activity of cytosolic enzymes in plasma is expected to be maximal if
cellular damage occurs). Samples were obtained on different days during the race:
One day before the race began, after the second, the fourth (the team time trial), the
eighth, the tenth and the thirteenth stages. Creatine kinase (CK) and aspartate
amino transferase (AAT) activities were measured in plasma as an index of tissue

damage (Sorichter et al., 2001).
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We found an increase in CK and in AAT activity in plasma, only after the
team time trial stage, in which all cyclists performed at their peak as explained
above. The cyclists who received allopurinol did not show signs of an increase of
plasma creatin kinase and aspartate amino transferase activity, which increased
significantly in plasma of cyclists who took placebo, particularly after the most
strenuous stages of the Tour. We also found evidence of an increase in
malondialdehyde in all participants at the end of the race, but the increase was
significantly greater in the placebo group (0.59 vs 0.21 nmol/mL P=0.009). However,
there was no difference in performance between the two groups.

Xanthine oxidase is a free radical generating enzyme which is involved in the
pathophysiology of the ischaemia-reperfusion syndrome. Our results show that it is
involved in the tissue damage which occurs in exhaustive exercise.

In top level professional cyclists, team time trial stages cause much more
tissue damage than other stages, including high mountain ones.

Allopurinol protects against muscle damage which occurs in professional

cyclists in top international events such as the Tour de France (See Figure VI.3.)

Figure VI.3. Plasma activity of CK and AAT in US Postal Team Cyclists who

received placebo or allopurinol during the 2001 Tour de France.

2400 1 1501
* =O- control *

2000 - == allopurinol =0~ control

=/ allopurinol

1600 1 1001

1200 §

AAT (UIL)

800 1 501

400 A

0 0
Before  Afterflat  After Team  After After After Before  After flat  After Team  After After After
Tour stage  TimeTrial Mountain Mountain  Mountain Tour stage Time Trial Mountain Mountain  Mountain
stage stage stage stage stage stage

Compared mean values using repeated-measures analysis of variance, with P values
adjusted for multiple comparisons with the Scheffe test. Significantly different (*) p=
0.03 (for creatine kinase) and (*) p= 0.02 (for aspartate aminotransferase). TTT: Team
Time Trial.

There are many papers in which allopurinol has been used in human studies.
Heunks et al. (1999) found that treating with allopurinol a group of COPD patients
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there was a decrease in blood GSSG levels and plasma MDA levels after the
exercise. One year later Vifia et al. (2000) found a decrease in CK and AAT plasma
levels of weight lifters after an strength training. In 2003, Vassilakopoulos et al.,
found a decrease in plasma levels of TNF-a, IL-1B and IL-6 in a group of cyclists
after two bouts of 45 minutes cycling (70% VO, max.). Athletes were treated with an
antioxidant cocktail which contained allopurinol

Allopurinol is a purine analog that, after being metabolized to oxypurinol,
forms a tight binding complex with the enzyme (Hille and Massey,1981). The effect
of allopurinol in reducing radical induced tissue injury could in part be due to the
scavenging property of the inhibitor. Moorhouse et al. (1987) reported that allopurinol
and oxypurinol have direct hydroxyl scavenging properties in vitro. However, in this
latter study, the concentration of both allopurinol and oxypurinol was >250 uM.
Alternatively, experiments by Zimmerman et al. (1988) revealed that allopurinol and
oxypurinol, at concentrations of 12.0 and 12.9 uM, respectively, do not enhance FR
scavenging properties of plasma. In our human study we administered a daily dose
of 300 mg of allopurinol 1 hour before the exercise. In a similar study we used the
same dose of allopurinol as in this one (Heunks y cols., 1999; Vifia y cols., 2000;
Vifa y cols., 2000) and plasma concentration of allopurinol was similar to the study
by Zimmerman et al. (1988), i.e. insufficient to show any significant direct scavenging
properties.

It's is important to remark that treatment during several days with allopurinol
results in gradual accumulation of oxypurinol ( Murrell y Rapeport, 1986). However
oxypurinol is not as effective as allopurinol at scavenging radicals in vitro (Das y
cols., 1987; Hellsten, 1994; Smith y cols., 1989). Therefore, we can conclude that
the effects of allopurinol treatment in our study are the result of XO inhibition and

not the result of its direct antioxidant properties.

2.2. Model of xanthine oxidase activation during physical exercise.

Based on the numerous reports in the area of ischaemia/reperfusion, it
is reasonably clear that XO may play a role as a cause of tissue damage,
including damage to skeletal muscle.

Our aim is to study whether XO may be one of the sources of radical
generation in muscle during exercise.

High intensity exercise, and potentially prolonged exhaustive exercise,
subjects the active muscle to a marked level of metabolic stress and may lead

to the two main conditions required for a major formation of radicals to occur
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via XO: a significant conversion of XDH to the oxidase form, and a greatly
enhanced presence of hypoxanthine as substrate for the enzyme (Heunks et
al., 1999; Vifia et al., 2000; Vifia et al., 2000).

Although a proportion of XDH exists in the oxidase form in skeletal
muscle it would appear that a conversion of XDH to XO would have to occur in
the muscle, during exercise to enable a large burst of superoxide radicals via
XO. A transformation of the enzyme via activated calcium dependent proteases
would require a change in the intracellular calcium homeostasis. Studies on
sprint running horses have shown disturbances of the sarcoplasmatic reticulum
with consequent abnormal increases in intracellular calcium in the muscle
(Byrd, 1992). Some authors have considered the failure of muscle calcium
homeostasis a key step in the degenerative process in exercise-induced
muscle damage (Jones et al., 1984; Gollnick et al., 1989; McArdle et al., 1992).

Highly intensive exercise may also lead to a reduction in adenine
nucleotides that possibly could lower the activity of the calcium pumps.
However, in order for activated muscle proteases to act on XDH/XO localized
in the vessel walls, the cell membrane would have to already be disrupted.
Alternatively, a transformation to the oxidase form could arise via activated
proteases within the vascular or through other mechanisms such as oxidation
of free sulphydryl groups (Della Corte and Stirpe, 1972). The latter mechanism
could occur via oxygen radicals.

The other requirement for a marked generation of oxygen radicals via
XO is a high concentration of the substrate hypoxanthine. The extent of
hypoxanthine formation is related to the Ilevel of adenine nucleotide
degradation and several studies have shown that intensive short-term exercise
leads to a pronounced accumulation of hypoxanthine in plasma. Hypoxanthine
does not accumulate to any greater extent in human muscle during intense
exercise but as the purine can diffuse through membranes plasma is an equally
important source of substrate for XO (Hellsten, 1994) (See Figure VI1.4.)

In support of a role for XO in exercise induced muscle damage are
findings of morphological disturbances of capillary endothelium, one of the
primary sites of XO, in muscle after long term endurance exercise (Duarte et
al., 1993; Crenshaw et al., 1993). Duarte and co-workers found mitochondrial
swelling in endothelial cells of muscle of control animals after one hour of
exhaustive running whereas animals treated with allopurinol showed no
endothelial alterations. Moreover, human muscle that has been subjected to
prolonged strenuous exercise (Hellsten et al., 1996) and rat muscle subjected to
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ischaemia (Jennische et al., 1987) show major increases of insulin like growth
factor-1 in the capillary endothelium implying regeneration of previously injured
cells.

On the other hand, as we pointed out in the introduction, XO may
function as a mediator in immunological events (McCord, 1986). There are
many reports in the literature that point at this function. It has been proposed
that XO is involved in immunological processes through an influence of the
enzyme on neutrophil attraction (Petrone et al., 1980). These authors
suggested that superoxide radicals generated by XO activated a chemotactic
factor that in turn attracted neutrophils. A recent study in which the level of
XDH/XO was assessed immunohistochemically with monoclonal antibody,
showed that XDH/XO increases in micro vessels of human skeletal muscle
after prolonged strenuous exercise (Hellsten et al., 1996). The exercise
appeared to have caused some damage to the muscle as the level of creatine
kinase in plasma was markedly increased after the exercise. The study also
showed an increase in muscle content of hydroxyproline, a major protein of
collagen, and of insulin like growth factor-1 suggesting that the tissue had
undergone some form of regeneration (Jennische et al., 1987; Edwall et al.,
1989; Jennische, 1989). It is, however, unclear if the increased presence
reflected an elevated expression of XDH in the muscle. Alternatively, the
elevated enzyme level could be due to an attachment of the enzyme to the
surface of endothelial cells via a proteoglycan (Adachi et al., 1993).

There is good support in the literature for an inflammatory response
subsequent to severe exercise (Smith, 1991). This paper provides two possible

initial causes of damage:

1.- Metabolic stress with a decline in adenine nucleotide levels, an
increase in hypoxanthine formation, and the possible conversion to XO through
an increased level of intracellular calcium. This scheme of events would occur
during exercise of very high intensity or towards the end of prolonged exercise

where energy regeneration is limited due to low levels of glycogen.

2.- Initiation of immunological events could be through rupture of the
muscle fibers due to physical stress, which mainly occurs with eccentric
exercise (Friden and Liebre, 1991). Tissue debris from disruption of the fibers
could activate the complement system (Jarasch et al., 1981). The complement

fragments cause the release of histamine from mast cells, which together with
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the fragments cause the attraction of neutrophils (McCord and Fridovich,
1969). The neutrophils may then, as suggested by Phan et al. (1989), cause
the conversion of XDH to XO.

The conversion of XDH to XO, may generate reactive oxygen species (ROS)
which, may act as a chemoattractant to neutrophils. These when activated may

generate more superoxide radicals (Granger et al., 1981; McCord, 1986).

Figure VI1.4. Schematic representation of xanthine oxidase activation during
the exercise (Modified from Hellsten, 1994).
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3.- Oxidative stress associated to exhaustive physical exercise in a rat

model. Effect of allopurinol administration.

For obvious ethical reasons we had to turn to the exercised rat as a model to
check the effect of ROS generated by XO in oxidative stress and cell signalling

during exercise.

3.1. Exercise activates XO in animals: prevention by allopurinol

administration.

The importance of xanthine oxidase as a mediator of exercised induced
muscle damage, has been frequently challenged because of the very low xanthine
oxidase activity of skeletal muscle relative to other tissues (Roy y McCord, 1983;
Smith et al., 1989). Xia and Zweiver in 1995, interestingly, proposed that generation
of FR by XO is not enzyme but rather substrate limited. This implies that when ATP
degradation products accumulate, XO may generate FR. This fits well with data
from other study demonstrating elevation of ATP degradation products after
exercise: hypoxanthine, xanthine and uric acid (Hellsten-Westing, 1994). This was
accompanied by elevation of markers of FR, which was inhibited by allopurinol
treatment. Release of xanthine and hypoxanthine from skeletal muscles after
exercise has been shown previously in healthy subjects (Heunks et al., 1999;
Hellsten-Westing, 1994).

Several investigators have published an increase in plasma XO activity after
the exercise (Vifia et al., 2000; Radak et al., 1995). This increased level of XO in
plasma might reflect the extent of endothelial cell injury. The endothelial cells
appear to be not only of the sources of free radicals but also one of the most
sensitive targets of radicals during an intensive physical exercise. Such an increase
may cause a significant increase in superoxide production in the vascular bed
(Hopson et al., 1995). Indeed, XO binds to glycosaminoglycans in the vascular
endothelial cells (Roger White et al., 2000). Adachi and coworkers (1993) have
shown that XO binds electrostatically to GAGs on the surface of cultured endothelial
cells, and hat this binding phenomenon can be reversed by treatment of cells with
heparin. Numerous oxidizing agents, including XO, stimulate the synthesis of
glycosaminoglycans and reduce the expression of extracellular SOD and its
antioxidant activity (Tanaka et al., 1993).

Plasma concentrations of HX and lactic acid may remain within the normal

range under conditions of nonstrenuous exercise. However, when anaerobic
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metabolism occurs, the metabolism of purine nucleotides is accelerated (Yamanaka
et al., 1992). Hypoxanthine does not accumulate in skeletal muscle during
exhaustive physical exercise, however, this purine easily difuses across cell
membranes. It can increase in plasma and be the substrate for XO. Muscle injury
due to oxidative stress may be minimized by limiting exercise to aerobic conditions
(Yamaka et al., 1992).

Radak et al. (1995) found that lactate concentration in blood correlated
well with XO activity in plasma after running until exhaustion (Radak et al.,
1995). Those results are in accordance with the correlation published by Sastre
et al. (1992).

The increase in XO activity might be associated with decreases in aerobic
glycolisis. Cellular accumulation of H,O, might-lead to a marked decrease in aerobic
glycolysis in the cell ( Halliwell y Gutteridge, 1989) . A considerable part of the
energy expenditure during running is supplied by oxidative metabolism; however, in
the last few minutes anaerobic processes must have occurred, resulting in lactate
accumulation.

During the exercise muscle contractions also lead to vascular compression,
which in turn causes a regional and short term reduction in circulation with limited
hypoxia. This transient oxygen deficiency can occur, despite the high oxygen turnover
(Berg et al., 1987; Simon-Schnass, 1994) and induce the conversion of XO to XDH.

Because of the importance of the exercised protocol followed, we think is
important to point out in this section that all the rats run the same time. Control rats
run 58 + 7 min and allopurinol treated run 55 + 5 min (i.e. no difference). Lactate
levels also were similar between the two exercised groups: controls 7.5 + 3.1
mmol/L and allopurinol treated 7.9 + 2.9 mmol/L. Rest lactate levels were 1.3 + 0.4
mmol/L.

We found an increase in rat plasma XO activity immediately after the
exercise (4.7 + 1 U-L at rest versus 6.2 + 1 U-L after exercise p<0.05). Allopurinol
completely prevented this effect.

As we pointed out in the human experimental model, allopurinol might act as
an antioxidant, apart from its inhibitory action on XO at certain dose (Moorhouse et
al., 1987). We have checked that in the animal model, as well as in the human one,
the dose of allopurinol needed to see an antioxidant effect is up to 100 mg/kg (Klein

et al., 1996) i.e. more than three times the dose used in this study (32 mg/kg).
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3.2. Effect of allopurinol administration on the oxidation of rat gastrocenimus

muscle after exhaustive physical exercise.

Oxidative modification of proteins by oxygen free radicals and other reactive
species such as hydroxynonenal occurs in physiologic and pathologic processes.
As a consequence of the modification, carbonyl groups are introduced into protein
side chains by a site-specific mechanism. The aminoacids lysine, proline and
arginine, are oxidized forming carbonyl groups, that’s why the content of carbonyl
groups in this proteins can be considered a marker of oxidative stress (Stadtman et
al., 1992). Other aminoacids like histidine, cysteine and methionine, can suffer
oxidative damage but they do not form carbonyl derivatives (Stadtman et al., 1992).
The oxidative modification of proteins can modulate biochemical characteristics of
proteins such as enzymatic activity (Climent et al., 1989), DNA binding activities of
transcription factors (Pognonec et al., 1992), and the susceptibility to proteolytic
degradation (Stadman, 1992)

Several groups have measured protein oxidation to study oxidative stress in
muscle of rats subjected to acute or chronic exercise (Radak et al., 1998; Jiankang
et al., 2000; Radak et al., 2000; Radak et al., 2002 ).

Skeletal muscle is the tissue with the largest mass in the body, and consists
of postmitotic cells, which are more prone to accumulate oxidative damage (Radak
et al., 2001).

Training has the capability to reduce this vulnerability to oxidative stress.
The importance of this observation is that oxidatively modified proteins are losing
their physiological activity and are prone lo degradation. Thus, the increased
accumulation of this useless products could hamper vital physiological process-
es. Exercise training tends lo increase the activity of the proteasome complex,
which suggest that the removal of oxidatively modified proteins is more efficient
in the muscle of trained rats (Radak et al., 1999). This is an important adaptive
response because the induction of a repair mechanism, proteasome complex is
regarded as a repair enzyme (Grune et al., 1997), could attenuate the age-
associated increase in the half-life of proteins and result in a decrease in the
accumulation of potentially harmful posttranslationally modified proteins (Goto et
al., 2001)

However exhaustive exercise induces an oxidative modification of proteins
that is accompanied by the generation of protein reactive carbonyl derivatives that
can react with DNPH to form hydrazone derivatives (Oliver et al., 1990; Nakamura
and Goto, 1996). First study where it was reported an increase in protein carbonyl
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derivatives in skeletal muscle immediately after concentric leg exercise, was
published in 1994 (Saxton et al., 1994).

A series of recent studies examining this issue have, moreover, discovered
that oxygen-derived free radicals generated during strenuous contraction may
modulate respiratory muscle contractile function and contribute to the development
of muscle fatigue. The data supporting this concept include: (a) indirect (evidence of
lipid peroxidation, protein carbonyl formation, glutathione oxidation) evidence that
there is heightened free radical production in contracting muscle, (b) evidence that
pharmacologic depletion of muscle antioxidant stores increases degree of muscle
fatigue present after a period of exercise, and (c) evidence that administration of
agents that act as free radical scavengers retard the development muscle fatigue
(Supinski, 1998)

In this thesis we determined the levels of muscle protein oxidation with the
western blotting technique. Using this method we detect carbonyl derivatives formed
during exhaustive exercise that can react with DNPH to form hydrazone derivatives
(Oliver et al., 1990; Nakamura y Goto, 1996).

Our results suggest that exercise-induced oxidative stress was not be
completely curbed by the antioxidant system of the gastrocnemius muscle. The
circulating xanthine oxidase formed might result in oxidative damage at a site
distant from its formation (Yokoyama et al., 1990) as it reacts readily with molecular
oxygen generating oxygen radicals.

In the present study, the reactive carbonyl derivatives (RCD) signals were
visibly stronger in proteins with a molecular mass of 40 and 34 kDa. However we
found an statistically significant difference between our 3 experimental groups in
those with a molecular weight of 21 kDa (See Figure VI.5.) . This indicates that
some proteins are more sensitive to the formation RCDs under the present
experimental condition than others and suggests that some forms of oxidative
damage take place with selective order.

This order might have physiological consequence, since the oxidative
damage might be the first step in an adaptive process (Davies et al., 1982; Rajguru
et al., 1994). The identification of the damaged proteins generated in the muscle
requires further research. However, one possible candidate is carbonic anhydrase,
as it has a molecular weight of 31 kDa, and its residues are very sensitive to
formation of RCD (Radak et al., 1998)

The oxidative modifications of proteins might activate proteolysis and faster
protein turnover (Stadtman, 1992). It can be suggested that newly made proteins are

able to cope with greater physiological challenges than old proteins (Radak et al.,
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1992). Therefore, oxidative modifications of proteins, to a certain extent, might be a
signal for adaptive response.

Figure VI.5. Muscle oxidative stress after exhaustive physical exercise.
Densitometry data showing carbonylated proteins in rat gastrocnemius

muscle using cytosolic extract.
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4.- NFB activation and its effect in MnSOD, iINOS and eNOS gene

expression in rat skeletal muscle after exhaustive physical exercise.

Our results show that exhaustive physical exercise can increase free radical
generation in different biological tissues both in animals and in humans. These
results are coincident with several research groups (Davies et al., 1982; Jackson et
al., 1985; Reid et al., 1992; Bejma et al., 2000). ROS production is increased in
several cellular sources but the results obtained with the allopurinol tretment
underscore the role of XO in free radical generation in exercise.

Oxidative stress-(or redox-) sensitive signaling pathways use ROS to
transfer signals from the cytosol to the nucleus to stimulate growth, differentiation,
proliferation and apoptosis (Meyer et al., 1994). Among the main pathways are NF-
kB, MAPK signaling cascade, the phosphoinositide 3-kinase (PIs;K)/Akt pathway,
p53 activation, and the heat shock response. Although all of these pathways are
important in regulating homeostasis of oxidant-antioxidant balance, NF-«B and
MAPK signaling pathways are considered the most critical for the cells to cope with
oxidative stress (Allen and Tresini, 2000).

NF-xB is a polymeric transcription factor composed of members of the Rel
family. In mammals, these proteins include p50 (NF-xB 1), p65 (RelA), p52 (NF-
«B2), RelB, c-Rel, p105, and p100 (Miyamoto and Verma, 1995; Baldwin, 1996).
NF-xB is activated by a variety of external stimulants, including H,O,, pro-
inflammatory cytokines, LPS, UV irradiation and viral infection. These signals can
lead to elevation of intracellular ROS, which may serve as proximal messengers to
activate key upstream kinases of the NF-kB cascade. The double strand-RNA
activated protein kinase (PKR) and protein kinase C (PKC() are believed to be
involved in the activation of IKK (Cheshire et al., 1999; Flohé et al., 1997). Recently,
MAPK/ERK kinase (MEKK1) was shown to be a required for the activation of IKKf
(Regula et al., 2002). Phosphorylation of two critical serine residues (Ser-32 and
Ser-36 in IkBa, Ser-19 and Ser-23 in 1kBp) by IKK primes IkB for ubiquitination and
proteolytic degradation by the 26S proteasome (Zamanian-Daryoush y cols., 2000).
IkB dissociation unleashes P50/P65 to translocate into the nucleus and bind DNA
motifs (consensus: 5-GGG-puNNPuPuCC-3’) of the target genes (MnSOD, GCS,
GPx, iINOS) (See Figure VI.6.).
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Figure VI.6. Mechanism of NF-kB regulation and activation.
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In the current study, we demonstrate that contractile activity can activate NF-
kB signaling pathway in rat skeletal muscle. Although Hollander et al. (2001)
previously reported elevated NF-«B binding in rat deep vastus lateralis muscle
during the post-exercise time course, this study is the first to reveal that increased
NF-xB binding is accompanied by a cascade of events in the exercised muscle,

including:

a) Enhanced IxBa and IKKa and B phosphorylation (See Figure VI.7. and
V1.8.)

b) Decreased IxkBa and IKKa content in the cytosol (See Figure VI.7. and
V1.8.)

c) Increased NF-kB binding and nuclear P65 content (See Figure VI1.9.)

Furthermore, our data showed an elevated p-lkBa and p-IKKa and 3 levels

immediately after exercise, whereas NF-kB binding reached the peak ~2 hour post
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exercise. These findings regarding time sequence involved demonstrate that
phosphorylation of IkBa took place during muscular contraction, followed by P50
translocation and binding to the NF-kB motif in muscle nucleus. It is interesting to
note that cytosolic content of IkBa was elevated markedly after the initial decline,
and was 3 and 5 fold higher than resting levels at 24 and 48 hour, respectively. (See
Figure VI.7.). These changes probably reflected a well-known negative feedback
control mechanism, because IkBa as a strong sequester of P50/P65 is also a gene
target of NF-kB signaling. High levels of IkBa probably shuts down NF-xB signal
cascade and prevents unwanted over-expression of target genes (Schreck y cols.,
1992).

Figure VI.7. Time course for IkBa phosphorylation in rat deep vastus lateralis

muscle after exercise until exhaustion.
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Physical exercise can elicit a variety of physiological events that could
potentially activate NF-xB pathway. During heavy muscular contraction O,” and
H,0O, are generated. H,O, has been shown to activate IKK, which might explain the
increased IkBa phosphorylation in our study (Flohé et al., 1997). This scenario was

also supported by our data that IKKa and IKKB were activated (i.e. phosphorylated)
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in the exercised muscle (See Figure VI.8.). Regula et al. (Regula et al., 2002)
showed in the ventricular myocytes that IKKB was the primary enzyme to activate
NF-xB pathway due to phosphorylation of Ser-181 by MEKK-1. Since acute
exercise has been reported to increase Raf-1/MEKK activity in human muscle
(Aronson et al., 1997), this mechanism is speculated to play a role in the current
experimental model. However, IKK can be activated by other kinases such as the
double strand-RNA activated protein kinase (PKR) and protein kinase C (PKCJ{),
depending on the cell type (Cheshire et al., 1999; Flohé et al., 1997). NF-kB-
induced kinase (NIK) is also known to phosphorylate and activate IKK (Su et al.,
1997). The predominant form that could confer an exercise-induced activation of

IKK in skeletal muscle remains to be identified.

Figure VI1.8. Time course for IKKa and B phosphorylation in rat deep vastus

lateralis muscle after exercise until exhaustion.
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Figure VI1.9. Time course for NF-xB activation and nuclear P65 content in rat

deep vastus lateralis muscle after exercise until exhaustion.
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The physiological role of NF-xB pathway activation during muscle
contraction is still elusive. We hypothesized that the signaling cascade might target
on genes that could be quickly activated transcriptionally to counter the increased
ROS production, such as MnSOD, nitric oxide synthase (NOS) and GCS, all of
which have mandatory NF-kB binding sequences on their promoter region (Allen
and Tresini, 2000; Ji, 2002). Oxidative stress has been reported to induce an
increase in MNnSOD gene expression (Ho et al., 1991; Zhang, 1996). We report in
our study an increase in MNSOD mRNA abundance, along with elevated NF-xB and
binding, in rat skeletal muscle shortly after an acute bout of treadmill running,

followed by increased MnSOD protein content 48 hours later (See Figure VI.10.).
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Figure VI.10. Time course for MNnSOD gene expression in rat DVL muscle after

exercise until exhaustion at different times.
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(*) p<0.05; (**) p<0.01 vs control.

This antioxidant enzyme inducing function NF-«xB may be especially
important in tissues like skeletal muscle and myocardium wherein intrinsic
antioxidant capacity is relatively low. Sufficient MNSOD activity is considered critical
for protecting the mitochondria from cytotoxic effects of «OH formed via Haber-
Weiss reaction, which elicit oxidative damage to membrane lipid, amino acids,
mtDNA and enzymes (Williams et al., 1998).

The fact that exercise generates signals which are important in muscle cell
physiology has been suspected for a long time, but it was in 1996 that Goodyear et
al. showed that contractile activity increases ERK1 and ERK2 phosphorylation. This
was confirmed by Hayashi et al. (1999) and more recently by Yu et al. (2003). In a
similar fashion Reid (2001) showed that ROS and NO are continually generated in
the muscles of healthy individuals and that these molecules modulate processes
ranging from development to metabolism, blood flow and contractile function.
Moreover, McArdle et al. (2002) showed that exercise increases the expression of

heat shock proteins.
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In most cases authors speculated that ROS generated in exercise might act
as regulatory signals to mediate muscle adaptations to exercise (Essig and Nosek,
1997; Jackson, 1999). However, experimental evidence for this concept was
lacking. In the present study, we report, to our knowledge for the first time, that
ROS formed in exercise, in both humans and experimental animals, are responsible
for such activation, because inhibition of ROS formation by treatment with

allopurinol prevents, in the exercised muscle:

a) The three-fold increase in phosphorylation of p38"*F* and ERK 1/ 2 MAP¥
induced by exhaustive physical exercise (See Figure VI.11. and VI.12.).

b) The exercise-induced DNA binging of NF-xB in nuclear extracts (See
Figure VI.13.)

c) The exercise-induced up-regulation of the expression of MNSOD, iNOS
and eNOS (See Figure VI.14.)

MAPK
8

Figure VI.11. Exercise-induced phosphorylation of p3 in rat

gastrocnemius muscle. Effect of allopurinol administration.
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Figure VI.12. Exercise-induced phosphorylation of ERK 1/ 2"AP% in rat

gastrocnemius muscle. Effect of allopurinol administration.
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Figure VI.13. Exercise-induced activation of NF-xB in rat gastrocnemius

muscle. Effect of allopurinol administration.
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Figure VI.14. Exercise-induced up-regulation of the expression of MnSOD,
iINOS and eNOS in rat gastrocnemius muscle. Effect of allopurinol

administration.
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Figure VI.15. shows an schematic representation of the role of ROS in the

regulation of cell function in exercise.
Thus the relevant fact reported in this paper is the demonstration that ROS
produced in exercise act as signals to regulate molecules events, that are important

in the muscle cell adaptations to exercise in animals and in humans.

Preventing oxidative stress associated with exercise by oral antioxidant

administration could be detrimental by hampering the adaptive response.

The wusual practice of recommending antioxidant supplements before
exercise should be seriously questioned. Oral antioxidant supplementation is very
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likely to be useful before competition when exercise is likely to be exhaustive, and

damaging, but not when training.

Figure VI.15. Schematic representation of the role of ROS in the regulation of

cell function in exercise.
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VIl. CONCLUSIONES

A la luz de los resultados obtenidos, podemos extraer las conclusiones que

se enumeran a continuacion:

1.- EI mecanismo de formacion de radicales libres en el ejercicio fisico
agotador supone la activacion de la xantina oxidasa. Como consecuencia,
la inhibicion de la enzima con alopurinol tiene un efecto protector frente a
la formacién de radicales libres por el ejercicio, tanto en animales de

experimentacion como en humanos.

2.- El ejercicio fisico agotador activa la via de las MAPKinasas en musculo
esquelético de rata. Este hecho se manifiesta con un aumento en la
fosforilacion de p38 y ERK 1/2. La administracién de alopurinol previene
dicha activacion, lo que demuestra el papel que juega los radicales libres

originados por esta via en el proceso.

3.- La via de sefalizacion de NF-kB puede ser activada por
modificaciones en el estado redox durante la contraccion muscular. El
estudio de la secuencia temporal de acontecimientos moleculares muestra
un aumento en la unién al DNA de NF-xB y un aumento en los niveles de
la subunidad P65 del factor nuclear, dos horas después del ejercicio
agotador. Del mismo modo muestra un descenso en los niveles citosolicos
de IkBa e IKKa acompafiado por un incremento en la fosforilacion de

ambas kinasas inmediatamente, y transcurrida una hora tras el ejercicio.

4.- El estrés oxidativo asociado al ejercicio fisico agotador activa la via de

NF-kB en el musculo esquelético de rata, lo que supone un aumento de la
expresion de genes antioxidantes, como la MnSOD, y genes implicados

en la respuesta adaptativa al ejercicio, INOS y eNOS. La administracion
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de alopurinol previene la traslocacion, de NF-xB, al nucleo de la célula

muscular y por tanto la expresién génica asociada.

5.- Las especies reactivas del oxigeno producidas durante el ejercicio

fisico actian como sefales que regulan procesos moleculares
importantes para las adaptaciones de las células musculares al ejercicio

fisico.

6.- La prevencion del estrés oxidativo asociado al ejercicio fisico, con la
administracién de antioxidantes orales, puede llegar a ser perjudicial al
condicionar la respuesta adaptativa al ejercicio. La tan extendida
prescripcion del uso de suplementos antioxidantes entre los deportistas,

debe ser, por tanto, revisada.

7.- Los antioxidantes orales, aunque recomendables antes de la

competicion deportiva, cuando el ejercicio se espera sea realizado hasta
el agotamiento, puede no ser tan apropiada durante los periodos de

entrenamiento.
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