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ABREVIATURAS 

 
 

ADP:  Adenosín-5’-difosfato. 

AMP:  Adenosín-5’-monofosfato. 

ATP:   Adenosín-5’-trifosfato. 

BPDS:  Ácido batofenantrolinedisulfónico. 

BSA:  Albúmina de suero bovino. 

BSO:  L-Butionina-(S,R)-Sulfoximina. 

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. 

CHES:  Ácido 2-N-ciclohexilamino etanosulfónico. 

CK:  Creatina Kinasa. 

DEM:  Dietilmaleato. 

DHLA: Ácido dihidrolipoico. 

DNA:  Ácido desoxiribonucleico. 

DTNB: Ácido 5-5’-ditiobis-2-nitrobenzoico. 

DTT:  Ditiotreitol. 

EDTA:  Ácido etilendiamino tetraacético. 

EGTA:  Ácido etilenglicol bis(â-aminoetileter)N,N,N’,N’ tetraacético. 

GLU:  Glutamina. 

GLY:  Glicina. 

GGT:  ã-glutamil-transpeptidasa. 

GOT:  Aspartato-aminotransferasa. 

G-6P-DH: Glucosa-6-fofato deshidrogenasa. 

GPT:  Alanina-aminotransferasa. 

GPX:  Glutatión peroxidasa. 

GR:  Glutatión reductasa. 

GSH:  Glutatión reducido ó ã-glutamil-cisteinil-glicina. 

GSSG:  Glutatión oxidado o glutatión disulfuro. 

GS-T:  Glutatión-S-transferasa. 

HPLC:  Cromatografía líquida de alta eficacia. 
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IMP:  Inosina monofosfato. 

K-H:  Krebs-Henseleit. 

LDH:  Láctico Deshidrogenasa. 

MDA:  Malondialdehído. 

NAD+:  Nicotinamida adenín-dinucleótido. 

NADH: Nicotinamida adenín-dinucleótido reducido. 

NADP+: Nicotinamida adenín-dinucleótido fosfato. 

NADPH: Nicotinamida adenín-dinucleótido fosfato reducido. 

NEM:  N-etilmaleimida. 

NOS:  Óxido Nítrico Sintetasa. 

PCA:  Ácido perclórico. 

PMSF:  Fenilmetilsulfonil fluoruro. 

RNA:  Ácido ribonucleico. 

RNS:   Especies reactivas del nitrógeno. 

ROS:  Especies reactivas del oxígeno. 

r.p.m.:  Revoluciones por minuto. 

SDS:  Dodecilsulfato sódico. 

Ser:  Serina. 

SOD:  Superóxido dismutasa. 

SODec: Superóxido dismutasa extracelular. 

TBS:  Tampón TRIS salino. 

TCA:  Ácido tiobarbitúrico. 

TRIS:  2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol. 

UV:  Ultravioleta. 

XDH:  Xantina deshidrogenasa. 

XO:  Xantina oxidasa. 

XOR:  Xantina óxidoreductasa. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.1.  CONCEPTO DE ESTRÉS OXIDATIVO. 

La presente tesis es un  estudio que gira alrededor del estrés oxidativo.  En la 

introducción se describe el origen de los radicales libres, así como los mecanismos de 

que disponen los organismos vivos para defenderse de ellos, ya que los radicales 

libres suponen un potencial peligro de ataque y alteración de  cualquier molécula 

cercana a ellos.  La formación de cierta tasa de radicales libres en las células es un 

proceso normal e inevitable (Slater, 1984) ya sea como producto de desecho de una 

reacción química dada o como producto con una función bioquímica en el organismo.   

Las células se defienden de estos radicales libres por medio de gran cantidad de 

mecanismos antioxidantes.  Cuando la capacidad de los mecanismos antioxidantes se 

ve superada por las agresiones oxidativas, entonces se da la situación denominada  

“estrés oxidativo”, que en mayor o menor grado, puede llegar a producir lesiones 

celulares reversibles o irreversibles (Sies, 1986).   En estas circunstancias, está 

indicado proteger al organismo incrementando su capacidad antioxidante, es decir, 

aumentando la capacidad defensiva de la célula mediante la administración de 

antioxidantes, ya sea como fármacos, o como complementos dietéticos (Ames, 1983). 

El estrés oxidativo, debido a la dificultad existente para detectar directamente 

los radicales libres, se puede conocer mediante la medición de los productos de las 

reacciones oxidativas (peroxidación lipídica, oxidación del DNA, oxidación de 

proteínas), o mediante el conocimiento de la depleción de sustancias antioxidantes. 

 

Figura 1. Representación gráfica del desequilibrio 

que conduce al estrés oxidativo. 

 

 

 

 

 

Radicales libres 

Defensas 
Antioxidantes 
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1.2.  BIOQÚIMICA DE LOS RADICALES LIBRES. 

 

1.2.1. CONCEPTO DE RADICAL LIBRE. 

 Un radical libre, por definición, es una molécula o un único átomo que posee 

un electrón desapareado, que se marca convencionalmente por un punto oscuro ”•”.  

Los electrones desapareados  aumentan la reactividad química de dicha molécula. 

 Para entender lo que significa un electrón desapareado, debemos indicar 

previamente que los electrones suelen buscar la asociación con otro electrón, de 

manera que se puedan aparear sus sentidos de rotación en un sistema de baja energía.  

Es decir, un electrón puede moverse en dos sentidos de rotación.  Si un electrón dado 

se aparea con otro, entonces estos dos electrones desapareados que tenían un sentido 

de rotación opuesto, forman un nuevo puente, y por tanto un sistema de baja energía 

más estable.   Algunas veces, sin embargo, puede resultar más económico desde el 

punto de vista energético, que dos electrones permanezcan desapareados, incluso en 

la misma molécula.  En este caso, dos electrones desapareados tienen el mismo 

sentido de rotación y se denomina un estado de triplete, o si están situados en 

diferentes átomos, un birradical (Witmer y cols., 1991) . 

 La presencia de electrones desapareados o de sentidos de rotación 

desapareados, tiene una importante implicación, la alta reactividad de dichas especies, 

lo cual simplemente es la manifestación de la tendencia del radical a conseguir el 

estado más favorable energéticamente mediante el emparejamiento con otro electrón 

con un sentido de rotación opuesto, formando un nuevo puente entre dos átomos 

portadores de un electrón desapareado.   Así pues, muchas reacciones radical-radical, 

y también radical con otra molécula, tienen lugar tan pronto como las dos moléculas 

de la reacción se encuentran.  El tiempo que una reacción tarda en completarse 

depende de dos parámetros:  la constante específica de la reacción, y la concentración 

de las especies que reaccionan.   En los seres vivos, la concentración del radical libre 

es normalmente muy baja, y raramente adquiere valores lo suficientemente altos 

como para provocar una reacción radical-radical que desbanque a una reacción entre 

el radical y una molécula, ya que éstas están normalmente presentes a una 
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concentración mucho mayor en su proximidad.  Así pues, cualquier reacción radical-

radical es menos frecuente, aunque se da, como en el caso de la reacción del óxido 

nítrico con el radical superóxido, pero la reacción con una molécula está favorecida 

por la considerablemente mayor concentración de la molécula que va a reaccionar, en 

comparación con la concentración del radical (Witmer y cols., 1991).  La alta 

reactividad de los radicales libres hace que su vida media sea muy breve, del orden de 

milisegundos, variando según el radical libre de que se trate.   

 En los sistemas biológicos, los radicales libres son habitualmente moléculas 

de oxígeno o formadas en parte por éste, lo cual hace que a este conjunto de radicales 

libres se les denomine  en conjunto especies reactivas del oxígeno (ROS).  Asimismo, 

existen también radicales libres nitrogenados o especies de nitrógeno reactivas (RNS) 

o radicales libres centrados en otras moléculas, como el azufre. 
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1.2.2. PRINCIPALES RADICALES LIBRES. 

 Existen muchas clases de radicales libres, algunos de los radicales libres más 

importantes son: 

1.2.2.1. Anión superóxido (O2
•-).  

 Se trata de un especie relativamente poco reactiva, pero potencialmente 

tóxica, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otros ROS que a su vez si son 

muy reactivos. Este anión puede formarse como producto de muchas reacciones 

catalizadas enzimáticamente, como en las reacciones de flavoproteínas (xantina 

oxidasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa, etc.) (Behar y cols., 1979; Korycka-Dahi y 

cols., 1981), de oxidasas e hidroxilasas (diamino oxidasa, galactosa oxidasa, 

citocromo p450, etc.) , también en reacciones no enzimáticas del oxígeno con la 

cisteína (Sáez y cols., 1982; Viña y cols., 1983) o la rivoflavina (Barton y cols., 

1970), o bien se produce en la cadena respiratoria mitocondrial (Boveris y cols., 

1972). 

 

H+ + O2 + e-      à        HO2
•          à     O2

•- + H+ 

 

 

1.2.2.2. Peróxido de hidrógeno (H2O2). 

 El peróxido de hidrógeno no es un radical libre, pero se debe tener en cuenta 

por su facilidad para difundir a través de las membranas.  En los medios biológicos se 

forma por dos vías:   

 1. tras la reducción directa del oxígeno por dos electrones,  

 

O2 + 2e- +2H+ à H2O2     

 

2. por la dismutación del ión superóxido. 

  

2O2
•- + 2H+ à H2O2 + O2    
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 Muchas enzimas producen agua oxigenada a partir de oxígeno: xantina 

oxidoreductasa, superóxido dismutasa, glucosa oxidasa, D-aminoácido oxidasa, 

uricasa, etc. (Battaner y cols., 1990; Fridovich, 1986; Janolino y cols., 1975; Romero-

Alvira y cols., 1987) y también puede producirse por reacciones químicas, como la 

autooxidación del ácido ascórbico catalizada por el cobre (Korycka-Dahi y cols., 

1981).  La catalasa la transforma en agua.  

 

1.2.2.3. Radical hidroxilo (•OH). 

 Es la especie más reactiva, con una vida media estimada de alrededor de 10–9 

s (Liochev y cols., 1994). Su alta reactividad hace que su acción química quede 

reducida a la estricta vecindad del lugar de producción.  Puede formarse in vivo a 

consecuencia de radiación de alta energía (rayos X, rayos γ) la cual puede provocar 

rotura homolítica del agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energía como para 

escindir una molécula de agua, pero puede dividir el agua oxigenada en 2 moléculas 

de radical hidroxilo. Pero a nivel biológico, el proceso de formación del radical 

hidroxilo más importante es la reacción de Fenton (Fenton, 1894): 

 

H2O2  + Fe2+  à  Fe3+  + OH- + •OH 

 

 También a partir de agua oxigenada y del radical superóxido puede formarse 

el radical hidroxilo, por la  reacción de Haber-Weiss (Haber y cols., 1932): 

H2O2  + O2
-• à O2 + OH- + •OH 

Esta reacción es catalizada por metales como el hierro o el cobre. 

 

1.2.2.4. Radical peroxilo (ROO•). 

Los radicales peroxilos son probablemente los  radicales más abundantes en 

los sistemas biológicos, no siendo tan reactivos como otras especies de ROS.   Se 

originan a partir de la adición del oxígeno a prácticamente cualquier radical 

hidrocarbonado.  Este radical tiene una vida media relativamente larga (del orden de 

segundos).  

R•    +     O2    à      ROO• 
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1.2.2.5. Oxígeno singlete (1O2). 

Es una forma excitada del oxígeno molecular. No es un radical libre y se 

forma in vivo por acción de la luz sobre las moléculas de oxígeno en presencia de 

fotoactivadores como la riboflavina (Aurand y cols., 1977).  Su vida media es 

alrededor de 10-6 segundos, dependiendo de la naturaleza de la matriz circundante. 

Puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles su energía de excitación o 

combinándose químicamente con ellas. Puede formarse en la oxidación del NADPH 

en los microsomas, en la actividad de varias enzimas como la xantina oxidasa, la 

lactoperoxidasa, lipooxigenasa y prostanglandinsintetasa, entre otras. 

 

1.2.2.6. Óxido nítrico (•NO). 

 En los últimos años se ha prestado particular atención a esta especie reactiva 

del nitrógeno. Es un gas lipofílico e hidrosoluble, de una vida media de 3 a 5 s. Se 

forma enzimáticamente a partir de la arginina, reacción catalizada por la óxido nítrico 

sintasa NOS (Moncada y cols., 1991). Dicha enzima presenta tres isoformas.  La 

neuronal nNOS (tipo I) y la endotelial eNOS (tipo III) se expresan constitutivamente 

y su actividad está regulada por la concentración intracelular de calcio (Bredt y cols., 

1991; Lamas y cols., 1992).  La inducible iNOS (tipo II) la expresan los macrófagos 

cuando son estimulados por citokinas, lipopolisacáridos u otras sustancias 

inmunológicas, siendo su expresión regulada tanto a nivel transcripcional como 

posttranscripcional, en lo cual participan factores de transcripción sensibles al estado 

redox como el NF-κB o las MAPKinasas (MacMicking y cols., 1997).  Juega un 

papel fundamental en la regulación del flujo sanguíneo local, inhibe la agregación 

plaquetaria, es un neurotransmisor y se produce por los macrófagos activados 

contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria. Otro efecto del •NO reside en su 

capacidad de reacción con el hierro de proteínas intracelulares, principalmente 

mitocondriales, siendo inactivadas por él la mayoría de las enzimas que poseen un 

grupo prostético hemo.  Puede reaccionar con ácidos nucleicos dando lugar a 

mutaciones y roturas del DNA  ̧ y también puede producir necrosis, entre otros 

fenómenos. 
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 El •NO posee una acción antiinflamatoria importante, a la vez que tiene la 

capacidad de promover la disfunción celular y tisular a través de un efecto 

proinflamatorio. Para entender este doble efecto Grisham y cols. (Grisham y cols., 

1999)  proponen  que las efectos reguladores y antiinflamatorios del óxido nítrico 

ocurren cuando éste tiene efectos directos sobre una molécula biológica, lo cual 

ocurre en condiciones fisiológicas, en las que la producción 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 

oxígeno o el radical superóxido, lo cual ocurre en situaciones de inflamación.  

  

1.2.2.7. Peroxinitrito (ONOO-•). 

El óxido nítrico puede generar anión peroxinitrito (ONOO-•) al reaccionar con 

el anión superóxido (Gryglewsli y cols., 1986; Miles y cols., 1996), tal como se 

muestra en la siguiente reacción:   

 

O2
-•  +  •NO    à    ONOO-• +  H+    à     ONOOH   à    NO3

- 

 

El peroxinitrito está en equilibrio con su ácido conjugado (ONOOH).  En 

soluciones neutras es un potente agente oxidante, capaz de oxidar grupos tioles o 

tiéteres, capaz de nitrar residuos de tirosina, de nitrar y oxidar guanosina, de degradar 

carbohidratos, de iniciar peroxidación lipídica y de fragmentar DNA  (Beckman y 

cols., 1996; Beckman y cols., 1994).     

La producción de O2
-•  y  •NO in vivo  espaciotemporalmente es diferente, y se 

solapa escasamente, con lo que la producción de peroxinitrito ocurre siempre con 

exceso de uno o de otro (Grisham y cols., 1999).  Algunos autores establecen que 

tanto las reacciones de oxidación como de nitración mediadas por el peroxinitrito 

están influenciadas en gran medida por el flujo de producción relativo de O2
-• y •NO 

(Jourd´heuil y cols., 2001).  Dichos autores establecen que las más altas tasas de 

oxidación se producen con exceso de •NO,  produciéndose la oxidación a través de 

del •OH y del •NO2 formados a partir del peroxinitrito.  Sin embargo, la reacción del 

peroxinitrito con el CO2 es la vía más importante por la que se descompone el 
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peroxinitrito in vivo (Lymar y cols., 1995), formando al final  N2O3, que es un potente 

agente nitrante.   

 

Figura 2. Mecanismos de inhibición del peroxinitrito en situación de exceso 

de NO. (Adaptado de Jourd´heuil, 2001).        

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Además de las reacciones de oxidación, el peroxinitrito tiene la capacidad 

para nitrar compuestos fenólicos en condiciones fisiológicas, como los anillos de 

tyrosina (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 nitración mediada por 

peroxinitrito in vivo podría ser inhibida por un exceso de producción relativa de O2
-•, 

debido a la competencia entre éste y el •NO por el radical tirosilo, por lo que la 

formación de 3-nitrotirosina sería inhibida cuando la tasa de formación de O2
-• 

superara la de •NO  (Goldstein y cols., 2000; Goldstein y cols., 2000).  Asímismo, 

algunos autores han presentado la reacción de formación del peroxinitrito como una 

forma de eliminción de O2
-•  sin la consiguiente formación de H2O2 , lo cual supone 

un efecto detoxificante y antiinflamatorio  (Granger y cols., 1996; Wink y cols., 

1998). 

 

NO + O2
- 

 HNO3 

N2O3 NO2
- + CO 2 

•NO2
- + CO3

•- 

ONOO3
- NO3

-  + CO2 

ONOO 
- ONOOH [•NO2

- +  •OH] 

•NO2
- + •OH 

HNO2 N2O3 

•
NO 

•
NO 

•
NO 

•
NO 
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1.2.3. FUENTES DE RADICALES LIBRES. 

 Existen diversos caminos por los cuales el organismo se expone a los efectos 

de los radicales libres derivados del oxígeno.  Los radicales libres pueden producirse 

a través de diversos procesos químicos, tanto dentro como fuera del organismo.  

Atendiendo al origen de su producción, podemos clasificar las fuentes en exógenas y 

endógenas (Freeman y cols., 1982): 

Ø Exógenas. 

• Muchos agentes antineoplásicos (Deno y cols., 1982), tales como  la 

adriamicina, bleomicina, daunorrubicina y algunos antibióticos (Doroshow y 

cols., 1982) que dependen de grupos quinoides o de unión a metales para su 

actividad.  Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido a su 

capacidad para reducir el oxígeno a superóxido, peróxido de hidrógeno y 

radical hidroxilo. 

• La irradiación de los organismos debido a las radiaciones electromagnéticas 

(rayos X y γ) o debido a radiaciones de partículas (electrones, protones, 

neutrones, deuterones y partículas α y β) (Bielsky y cols., 1977). 

• Factores ambientales, como contaminantes aéreos fotoquímicos, hiperoxia, 

pesticidas, humo del tabaco, solventes, anestésicos e hidrocarburos 

aromáticos.  Estos agentes, o bien poseen radicales libres, como el humo del 

tabaco, o bien se convierten en radicales mediante el metabolismo celular y 

los procesos de desintoxicación (Mason, 1982). 

Ø Endógenas. 

Me gustaría resaltar antes de citar las distintas fuentes endógenas, que una misma 

célula tiene potencialmente más de una fuente de producción de radicales libres. 

• Autooxidación de pequeñas moléculas. 

Existen en la célula una gran variedad de componentes solubles, 

capaces de producir reacciones de oxidación-reducción, tales como los tioles, 

hidroquinonas, catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas.  En todos estos 

casos, el radical superóxido es el radical primario formado por la reducción 

del dioxígeno por estas moléculas (Baccarini, 1978).  Asimismo, también se 

produce peróxido de hidrógeno como producto secundario, a partir de la 
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dismutación del radical superóxido, bien espontáneamente, o bien catalizado 

enzimáticamente por la superóxido dismutasa (SOD). 

• Enzimas solubles y proteínas. 

Enzimas como xantina oxidoreductasa, aldehído oxidasa, 

dihidroorotato deshidrogenasa, flavinprotein deshidrogenasa y triptófano 

dioxigenasa, generan radicales libres durante su ciclo catalítico (Aleman y 

cols., 1967; Hirata y cols., 1971; Massey y cols., 1969). 

• Cadena de transporte electrónico mitocondrial. 

En los tejidos sanos una de las principales fuentes de radicales libres 

son las mitocondrias.  Esto se debe a que estos orgánulos son responsables de 

más del 90% del consumo de oxígeno celular y a que los radicales libres en 

los sistemas biológicos proceden siempre, en último término, del metabolismo 

del oxígeno por la vía univalente. 

La producción mitocondrial del peróxido de hidrógeno fue 

inicialmente descrita por Jensen en 1966 (Jensen, 1966).  Estudios posteriores 

demostraron que la mayor parte del peróxido de hidrógeno mitocondrial, 

procedía de la dismutación del radical superóxido (Boveris y cols., 1975).  La 

generación del radical superóxido por la mitocondria se produce cuando los 

transportadores de la cadena respiratoria, localizados en la membrana 

mitocondrial interna, están altamente reducidos (Turrens y cols., 1980). 

De los cuatro Complejos responsables del transporte electrónico en la 

cadena respiratoria, se ha observado la producción de radicales libres en 

mitocondrias aisladas en el complejo I (Turrens y cols., 1980) y en el 

Complejo III (Boveris y cols., 1976).   En el caso del complejo I, los 

candidatos más probables como generadores de radicales libres parecen ser los 

centros hierro-sulfurados (Herrero y cols., 1997), mientras que en el caso del  

complejo III se ha debatido intensamente sobre si podrían corresponder a la 

semiquinona (Boveris y cols., 1976) o al citocromo b (Nohl y cols., 1986). 

• Sistemas de transporte electrónico del retículo endoplásmico y membrana 

nuclear. 
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Ambos sistemas de membranas intracelulares contienen los citocromos 

P450 y b5 que pueden oxidar ácidos grasos insaturados (Capdevila y cols., 

1981) y xenobióticos (Chignell, 1979).  De hecho, los citocromos P450 

(término usado para un número muy elevado de proteínas con grupos hemo, 

ampliamente distribuidas entre los seres vivos) son los más poderosos 

oxidantes in vivo, aunque también pueden actuar como agentes reductores.  

Son monooxigenasas que actúan activando el oxígeno molecular a especies 

electrofílicas de oxígeno (bien radicales, o bien generadoras a su vez de 

radicales) que pueden ser liberada en la célula (Dolphin, 1988; Foster y cols., 

1993). 

• Peroxisomas. 

Los peroxisomas son potentes fuentes celulares de producción de 

peróxido de hidrógeno debido a su alta concentración en oxidasas, ninguna de 

las cuales utiliza el superóxido como precursor del mismo.  Entre estas 

enzimas están incluidas la D-aminoácido oxidasa, urato oxidasa, L-α-

hidroxiácido oxidasa y acil-graso-coenzima A oxidasa (Boveris y cols., 1972).   

La catalasa peroxisomal es la enzima que metaboliza la mayor parte del 

peróxido de hidrógeno generado por las oxidasas de los peroxisomas 

(Freeman y cols., 1982; Frei, 1994). 

• Membrana plasmática. 

Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar la 

membrana plasmática antes de reaccionar con otros componentes celulares y, 

por tanto, pueden iniciar reacciones tóxicas en la misma.  Los ácidos grasos 

insaturados presentes  en la membrana y las proteínas transmembrana que 

tienen aminoácidos 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 metabólicos celulares, todo ello provocado por la 

peroxidación lipídica, o la oxidación de importantes proteínas estructurales 

(Freeman y cols., 1982). 
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La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la membrana plasmática de 

las células fagocíticas, es una importante fuente biológica de producción de 

radicales libres, debido a la activación de los polimorfonucleares y 

macrófagos que consumen gran cantidad de oxígeno, el cual será 

transformado en radical superóxido. Estos radicales libres de oxígeno pueden 

dañar a la propia célula que los origina y a células próximas a los fagocitos 

estimulados (Weiss y cols., 1982).  También se ha visto que la NADH oxidasa 

es una importante fuente de radicales libres en  células musculares lisas 

arteriales y endotelio (Mohazzab y cols., 1994), en las cuales desempeñan un 

papel importante como señales intracelulares. 

Cabe destacar la importancia de las enzimas unidas a la membrana 

plasmática, tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, en la producción 

de radicales libres fruto del metabolismo de su producto, el ácido 

araquidónico, para dar potentes productos biológicos: prostaglandinas, 

tromboxanos y leucotrienos (White, 1990). 

 

 

1.2.3.1. La  enzima xantina óxidoreductasa como fuente de radicales 

libres. 

Dado que esta enzima juega un papel central en este trabajo, hemos creído 

conveniente dedicarle más espacio que al resto de fuentes de radicales libres, 

describiendo sus propiedades y características en varios apartados. 

La enzima xantina óxidoreductasa (XOR) es una enzima descrita 

originalmente como una aldehído oxidasa en 1902 (Schardinger, 1902).  Esta enzima 

está ampliamente distribuida entre seres vivos de distinta complejidad, habiéndose 

demostrado su existencia desde organismos tan sencillos como las bacterias hasta los 

mamíferos más evolucionados como el hombre.  Esta enzima en las distintas especies 

cataliza la hidroxilación de una amplia gama de sustratos como purinas, pirimidinas, 

pterinas y aldehídos.  La enzima xantina óxidoreductasa posee en las distintas 

especies un peso molecular similar y mantiene una estructura similar de los centros de 

oxidación-reducción (Hille, 1996; Hille y cols., 1995).  La xantina óxidoreductasa es 
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sintetizada como xantina deshidrogenasa (XDH, EC 1.1.1.204) y se mantiene 

mayoritariamente como tal en la célula, pero puede convertirse rápidamente en la 

forma xantina oxidasa (XO, EC 1.1.3.22) mediante  oxidación de los residuos 

sulfidrilo o mediante proteolisis. Esta conversión sólo ocurre en la xantina 

óxidoreductasa de los mamíferos, incluida la humana y la de rata (Hille y cols., 

1995), en contraposición a otras especies, como las aves, en las que no se ha visto 

conversión a XO. 

1.2.3.1.1. Vías metabólicas en las que intervine. 

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

aislados, los productos de degradación de los nucleótidos de adenina se acumulaban 

durante la hipoxia, y uno de los productos liberados desde la célula era la 

hipoxantina. 

En los mamíferos, la enzima cataliza la hidroxilación de esta hipoxantina a xantina, y 

esta a su vez para dar lugar a ácido úrico. 

La xantina oxidasa utiliza hipoxantina y oxígeno (como aceptor de 

electrones), para dar lugar a xantina (eventualmente ácido úrico)  y  a radical 

superóxido, mientras que la xantina deshidrogenasa, que es la forma predominante en 

condiciones fisiológicas, utiliza xantina y NAD+ (como aceptor de electrones) (Parks 

y cols., 1988).   La xantina deshidrogenasa es capaz de utilizar tanto el NAD+ como el 

oxígeno como aceptor de electrones, aunque tiene preferencia por el primero.   La 

xantina oxidasa sólo es capaz de utilizar el oxígeno como aceptor de electrones.  

La velocidad máxima de catálisis de la reacción catalizada por la xantina 

deshidrogenasa (xantina y NAD+ como sustratos) es similar a la velocidad máxima de 

la reacción catalizada por la xantina oxidasa (xantina y O2) (Saito y cols., 1989), lo 

cual interpretan algunos autores como  muestra de que el paso limitante de la reacción 

es la liberación del ácido úrico de la enzima (Schopfer y cols., 1988). 
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Figura 3. Vía de degradación de las purinas. 
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La reacción de catálisis de la XOR puede dividirse en dos partes, una 

hemireacción de reducción de la enzima, en la cual dos electrones a la vez son 

transferidos desde la xantina a la XOR, y otra hemireacción de oxidación de la 

enzima en la que los electrones se transfieren desde la XOR al NAD+ o al oxígeno 

(Harris y cols., 1997).   

La hemireacción de reducción de la enzima es similar en la XO y en la XDH, 

siendo el grupo Mo-OH (que no el Mo=O) el grupo catalíticamente lábil (Xia y cols., 

1999) (véase estructura de la enzima).  La  hemireacción  de oxidación de la enzima 

difiere entre las dos formas de la enzima.  Tal como hemos dicho previamente, la XO 

sólo es capaz de reaccionar con el oxígeno, mientras que la XDH es capaz de 

reaccionar tanto con el oxígeno como con el NAD+.  

La XO presenta una constante de catálisis (kcat) de 13/s (Harris y cols., 1994), 

y produce 2 moles de O2
-•  y dos de H2O2  por cada mol de XO.   
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La XDH presenta una constante de catálisis (kcat) de 2,1/s. para el oxígeno y 

de 6,3/s. para el NAD, ambos con xantina, lo cual explica la mayor importancia del 

NAD+ en la reacción catalizada por la XDH (Hunt y cols., 1992).   En el caso de la 

XDH de hígado de pollo, se producen 3 moles de O2
-•  y 1,5 de H2O2  por cada mol 

de XDH, mientras que en la XDH de leche de vaca es menor (Nishino y cols., 1989).    

Por lo tanto, el oxígeno es un pobre competidor para el NAD+ como sustrato para la 

XDH,  aunque  adquiere importancia en caso de haber una baja concentración de 

NAD+. 

Así como en las aves y algunos mamíferos la XOR sólo existe en su forma 

XDH, en los mamíferos ha evolucionado a una enzima capaz de reaccionar también 

con el oxígeno, la XO, encontrándonosla en sus dos formas, XO y XDH (Krenitsky y 

cols., 1986).   Además, esta enzima es la única del organismo capaz de sintetizar 

ácido úrico.  En el ser humano y los primates este es el último escalón en la 

degradación de las purinas, mientras que en otros mamíferos la vía de degradación de 

éstas sigue a alantoína, ácido alantoico, ácido glioxílico y finalmente ácido oxálico.  

La enzima responsable de que continúe esta reacción es la uricasa, la cual no se 

expresa en el hombre y hace que la concentración de ácido úrico en plasma sea 10 

veces mayor que la concentración en las especies que sí la expresan (Cutler, 1984). 

  Otra reacción que es catalizada por la XOR es la oxidación de NADH en 

presencia de oxígeno, produciendo radical superóxido.  Esta actividad NADH oxidasa 

ha sido escasamente estudiada aunque ya ha sido documentada en XO de leche de 

vaca (Nakamura, 1991), en XDH de hígado de pavo (Fhaolain y cols., 1976), en XDH 

de hígado de pollo (Fonoll y cols., 1980; Nishino y cols., 1989) y en XO y XDH de 

leche humana y de vaca (Harris y cols., 1997; Sanders y cols., 1997). Estos últimos 

autores establecen que la actividad NADH oxidasa de la enzima puede ser relevante 

en cuanto a la producción de ROS in vivo, afirmando que si la XOR de otros tejidos 

humanos tiene propiedades similares a la de la leche, la actividad NADH oxidasa 

puede considerarse una fuente importante de ROS.  Sus resultados demuestran que la 

concomitante producción de O2
-•  por la actividad NADH oxidasa de la enzima es 10 

veces mayor por parte de la XO de leche de vaca que por parte de la XDH del mismo 

origen. Sin embargo recuerdan que in vivo la proporción de XO tisular es de 
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alrededor del 20 % o menor del total de XOR, y que en ciertos procesos, entre ellos la 

isquemia-reperfusión, se produce una conversión de la XDH a XO.   

Un hecho que podría dar protagonismo a la actividad NADH oxidasa in vivo 

es el de que la isquemia aumenta la concentración citosólica de NADH. Dicho 

aumento incrementa la actividad NADH oxidasa de la XOR, lo cual podría aumentar 

la producción de ROS por esta vía.  Asimismo, establecen que la producción de 

radical superóxido por esta vía depende linealmente de la concentración de oxígeno 

en un rango que va desde la del tejido isquémico a la del tejido normóxico, no 

mostrando evidencia de saturación (Harris y cols., 1997).  La XDH produce dos 

moléculas de O2
-•  y una de H2O2 por cada molécula de NADH oxidada (Sanders y 

cols., 1997) .  La oxidación del NADH y su consiguiente producción de superóxido 

es claramente más rápida por parte de la XDH que de la XO, tanto en humanos como 

en vacas (Sanders y cols., 1997). 

 

Figura 4. Reacción de oxidación del NADH por la xantina óxidoreductasa. 
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Se sabe desde hace casi 100 años que la enzima XOR cataliza además la 

reducción de nitrato a nitrito en condiciones anaeróbicas (Dixon y cols., 1924; 

Fridovich y cols., 1962; Westerfield y cols., 1959), y en la misma línea se ha 

descubierto recientemente que la XO cataliza también la subsiguiente reacción de 

reducción del nitrito para la formación de •NO  en condiciones de hipoxia (Millar y 

cols., 1997),  y tanto en condiciones aeróbicas como en hipoxia (Zhang y cols., 1998). 

Algunos estudios han visto que en casos de isquemia de algunos tejidos, como el 

corazón, se produce óxido nítrico (•NO)  a través de una vía diferente a la óxido 

nítrico sintetasa (NOS), a partir de nitrito, sobretodo en situación de acidosis 

(Samouilov y cols., 1998). 

XOR 
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Figura 5.  Reacciones de reducción del nitrito a óxido nítrico por la xantina 

óxidoreductasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tanto la xantina como el NADH pueden ceder electrones en la reacción, 

aunque la xantina es el más eficiente (Li y cols., 2001).  El nitrito se une al sitio 

molibdeno de la enzima.  Cuando la xantina es el sustrato reductor, éste 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 está el nitrito (Li y cols., 

2001).   

Así como un exceso de NADH no tiene efecto inhibitorio en la reacción, un 

exceso de xantina provoca la inhibición de la reacción, probablemente por la unión de 

la xantina al sitio molibdeno, bloqueando la unión del nitrito (Hille y cols., 1984) (Li 

y cols., 2001; Rubbo y cols., 1991).  Además, se ha demostrado que en pH ácido se 

favorece la reacción, por lo que en condiciones anaeróbicas o hipóxicas la enzima XO 

cataliza la formación de •NO, formándose 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).  
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El nitrito es el sustrato limitante, habiendo algunas fuentes que pueden 

aumentar la concentración tisular de nitrito, como la activación previa de la NOS en 

condiciones de inflamación, dieta rica en nitrito, aumento farmacológico, o a partir de 

las bacterias.  Todas ellas pueden modular la acción de la XOR en la formación de 
•NO.  Además, el óxido nítrico inactiva la catálisis de la reacción, debido a la 

desulfuración de la enzima  (Ichimori y cols., 1999), afirmando otros autores que se 

produce una sustitución del azufre unido al átomo de Molibdeno por un átomo de 

oxígeno (Godber y cols., 2000). Esta nueva configuración hace que la circulación de 

electrones del NADH cedidos desde el sitio FAD al sitio Molibdeno sea menos 

favorable  (Porras y cols., 1982). 

Tanto la xantina oxidasa como la xantina deshidrogenasa puede formar •NO, 

siendo esta última 50 veces más eficiente que la forma oxidasa (Godber y cols., 

2000), lo cual hay que considerar teniendo en cuenta que in vivo la concentración 

intracelular de XDH es la forma predominante de la XOR.  Así, la formación de •NO  

por esta vía puede alcanzar los niveles que alcanza la formación 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 

formación de •NO a través de la xantina óxidoreductasa puede tener gran 

importancia. Inicialmente el •NO formado se acumularía durante el período 

isquémico, provocando una vasodilatación compensatoria, mientras que en la fase de 

reperfusión, éste podría reaccionar con el anión superóxido para formar peroxinitrito, 

el cual produce nitración (nitrosilación) de proteínas y daño celular (Beckman y cols., 

1990; Wang y cols., 1996).  

La reacción de formación de •NO  a partir de nitrito es muy similar tanto si es 

catalizada por la XO como si lo es por la XDH (Sanders y cols., 1997).  Cuando esta 

reacción es realizada en presencia de oxígeno, todo se complica por la formación 

concomitante de radical superóxido junto con el •NO.  A medida que la tensión de 

oxígeno aumenta, también lo hace la producción de radical superóxido y disminuye la 

producción de •NO, efecto que es inhibido por la presencia de SOD  (Sanders y cols., 

1997).  Debemos citar asimismo, la afirmación de Sanders y cols. que comprueban 
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una mayor actividad NADH oxidasa y por tanto también una mayor producción de  

radical superóxido por la XO  humana que por la de vaca (Sanders y cols., 1997). 

 

1.2.3.1.2. Distribución orgánica, celular y transporte de la enzima. 

 

La enzima xantina óxidoreductasa se localiza en el citoplasma celular y no 

tiene igual expresión en todos los tejidos.  La expresión de la enzima en los distintos 

tejidos varía según las especies, por lo que hemos de tener en cuenta la especie 

utilizada en los estudios para no caer en confusiones o errores que pudieran limitar el 

entendimiento de esta proteína y llevarnos a conclusiones erróneas.  La tabla 1 

muestra la distribución orgánica y celular de la enzima en distintas especies.  Tal 

como se puede observar, es una enzima que está ampliamente distribuida, siendo 

particularmente abundante en las células epiteliales de la glándula mamaria y en el 

endotelio capilar de diversos órganos. 

 

Tabla 1. Distribución orgánica y celular de la enzima xantina óxidoreductasa en 

distintas especies. 

 

 

Especie 

 

Órgano 

estudiado 

Tipo Celular 

donde se 

localiza  la 

XDH-XO 

 

Técnica 

 

Autor 

Hígado Hepatocitos peri 

portales; células 

de Kupffer 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Hombre 

Hígado Hepatocitos peri 

portales y peri 

centrales, así 

como en células 

sinusoidales 

Histoquímica 

enzimática 

(Kooij y cols., 

1992) 
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Hígado  Espectrofotometría (Della Corte y 

cols., 1969) 

Hígado  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Hígado  Radioquímica (Engelman y 

cols., 1964) 

Hígado  Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 

Hígado  RIA (Bruder y cols., 

1983) 

Hígado  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Corazón  PCR (Saksela y 

cols., 1998) 

Corazón Ningún tipo 

celular 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Corazón Cantidad varios 

órdenes inferior a 

hígado y yeyuno 

PCR (Saksela y 

cols., 1998) 

Corazón Alta actividad Actividad enzimática (Wajner y 

cols., 1989) 

Corazón Baja actividad Actividad enzimática (de Jong y 

cols., 1990) 

Corazón Actividad no 

detectable 

Actividad enzimática (Downey y 

cols., 1988) 

Corazón Actividad no 

detectable 

Actividad enzimática (Eddy y cols., 

1987) 

Corazón Actividad no 

detectable 

Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

 

Corazón  Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 
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Yeyuno Enterocitos; 

endotelio capilar 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Yeyuno Enterocitos; en 

endotelio capilar 

no 

Inmunohistoquímica (Moriwaki y 

cols., 1996) 

Yeyuno Enterocitos;  Histoquímica 

enzimática 

(Kooij y cols., 

1992) 

Yeyuno  PCR (Saksela y 

cols., 1998) 

Yeyuno  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Yeyuno  Radioquímica (Engelman y 

cols., 1964) 

Yeyuno  Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 

Yeyuno  Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 

Yeyuno  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Bazo   Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Riñón Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Riñón  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Riñón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Riñón  Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 

 

Riñón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 



Introducción 

48  

Pulmón Ningún tipo 

celular 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Pulmón Cantidad varios 

órdenes inferior a 

hígado y yeyuno 

PCR (Saksela y 

cols., 1998) 

Pulmón Actividad no 

detectable 

Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Pulmón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Cerebro Ningún tipo 

celular 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Cerebro Cantidad varios 

órdenes inferior a 

hígado y yeyuno 

PCR (Saksela y 

cols., 1998) 

Músculo 

esquelético 

Endotelio capilar 

y venular. 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

Músculo 

esquelético 

Endotelio 

capilar. 

Inmunohistoquímica (Hellsten-

Westing, 1993) 

Músculo 

esquelético 

 Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 

 

Glándula 

mamaria 

lactante 

Células acinares 

en conductos ter 

minales; células 

epiteliales de 

gran des 

conductos; 

endotelio capilar 

y arteriolar. 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 
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Glándula 

mamaria no 

lactante 

Células acinares 

en conductos 

terminales; endo 

telio capilar y 

arteriolar. 

Inmunohistoquímica (Linder y cols., 

1999) 

 

Piel  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Hígado  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Hígado  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Hígado  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Corazón Actividad no 

detectable 

Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Corazón Alta actividad  (Wajner y 

cols., 1989) 

Intestino  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Intestino  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Intestino  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Páncreas  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Colon  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Bazo  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Perro 

Bazo  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 
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Riñón  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Riñón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Pulmón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Pulmón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Cerebro  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Músculo 

esquelético 

 Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Mesenterio  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Piel  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Tejido adiposo  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

 

Tejido adrenal  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Hígado  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Hígado  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Hígado  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Hígado  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Rata 

Hígado Hepatocitos  (Ichikawa y 

cols., 1992) 
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Hígado Hepatocitos 

(alta), células de 

Kupffer (baja) y 

endotelio 

sinusoidal (baja). 

Actividad enzimática (Wiezorek y 

cols., 1994) 

Corazón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Corazón  RIA (Bruder y cols., 

1983) 

Corazón  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Corazón Alta actividad  (Wajner y 

cols., 1989) 

Intestino  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Intestino  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Intestino  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Páncreas  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Colon  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Bazo  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Bazo  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Riñón  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

 

Riñón  RIA (Bruder y cols., 

1983) 
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Riñón  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Pulmón  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Pulmón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Pulmón  RIA (Bruder y cols., 

1983) 

Pulmón  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

Pulmón Epitelio  (Ghio y cols., 

2002) 

Cerebro  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Cerebro  Espectrofotometría (Battelli y 

cols., 1972) 

 

Hígado  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Hígado  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Hígado Hepatocitos mRNA (Kurosaki y 

cols., 1995) 

Corazón  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Intestino  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Intestino  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Estómago  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Páncreas  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Colon    

Bazo  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Ratón 

Riñón  Espectrofotometría (Lee, 1973) 
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Pulmón  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Cerebro  Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Músculo 

esquelético 

 Espectrofotometría (Lee, 1973) 

Lavado 

broncoalveolar 

  (Akaike y 

cols., 1990) 

Tejido adrenal    

Sangre    

Suero    

 

Hígado  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Hígado  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Corazón  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Intestino  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Intestino  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Páncreas  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Colon  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Bazo  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Riñón  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Gato 

Pulmón  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 



Introducción 

54  

Cerebro Actividad no 

detectable 

Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Músculo 

esquelético 

Actividad no 

detectable 

Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Mesenterio  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Piel    

Tejido adiposo  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

Tejido adrenal  Radioquímica (Schoutsen y 

cols., 1983) 

 

Hígado  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Hígado  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Hígado  RIA (Bruder y cols., 

1983) 

Hígado  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Hígado Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Jarasch y 

cols., 1981) 

Corazón  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Corazón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Corazón Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Jarasch y 

cols., 1981) 

Intestino    

Vaca 

Intestino Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Jarasch y 

cols., 1981) 
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Bazo  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Bazo  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Bazo  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Riñón  Espectrofotometría (Krenitsky y 

cols., 1974) 

Riñón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Riñón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Pulmón  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

Pulmón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Pulmones Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Jarasch y 

cols., 1981) 

Músculo 

esquelético 

 Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Músculo 

esquelético 

Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Jarasch y 

cols., 1981) 

Glándula 

mamaria 

lactante 

 Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 

Gl. Mamaria 

lactante 

Células 

epiteliales; 

endotelio capilar 

Inmunohistoquímica (Jarasch y 

cols., 1981) 

 

Glándula 

mamaria no 

lactante 

 Radioquímica (Watts y cols., 

1965) 
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Piel  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Tejido adiposo  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Tejido adrenal  Espectrofotometría (Ramboer, 

1969) 

 

Hígado  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Corazón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Estómago  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Páncreas  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Colon  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Riñón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Pulmón  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Cerebro  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Músculo 

esquelético 

 Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Mesenterio  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Piel  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

Oveja 

Tejido adiposo  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 
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Tejido adrenal  Radioquímica (Al-Khalida y 

cols., 1965) 

 

Músculo 

esquelético 

Endotelio capilar Inmunohistoquímica (Hellsten-

Westing, 1993) 

Caballo Lavado 

broncoalveolar 

  (Ikuta y cols., 

1992) 

 

 

Los estudios de localización intracelular de la enzima  realizados con 

microscopio de luz y electrónico muestran que la XOR es una enzima básicamente 

citosólica en las células endoteliales de capilar de vaca (Jarasch y cols., 1981) y en 

células endoteliales de hígado de rata (Angermuller y cols., 1987; Dikov y cols., 

1988). Además, Ichikawa y cols. concluyen que la enzima no se asocia a ningún 

orgánulo intracelular, como el aparato de Golgi, el retículo endoplásmico, los 

lisosomas o los peroxisomas  (Ichikawa y cols., 1992).   Utilizando microscopio 

confocal se ha visto que la enzima se distribuye en todo el citoplasma celular de las 

células endoteliales y epiteliales humanas, pero con una concentración mayor 

alrededor del núcleo, lo cual puede significar una localización estratégica para la 

activación de factores de transcripción nucleares (por ej. NF-κB) a través de los 

radicales libres que produce la enzima (Rouquette y cols., 1998).  Además, estos 

autores han demostrado la presencia de la XOR en la cara externa de la membrana 

celular, en la que muestra una distribución polarizada, de forma que se concentra en  

la superficie que tiene contacto con células vecinas, lo cual podría favorecer también 

la transmisión de señales entre células a través de los radicales libres formados por la 

enzima.   

La presencia de la enzima en la superficie externa de la membrana se explica 

por un mecanismo de secreción no clásico propuesto también para otras proteínas, ya 

que para secretarse por el mecanismo clásico a través del retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi se necesita la presencia de un péptido señal, del cual carece la XOR 

(Ichida y cols., 1993) (Xu y cols., 1994), y además,  por la vía clásica, la proteína es 

glicosilada, lo que no se ha demostrado en el caso de la XOR.  Rouquette y cols. 
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explican la presencia extracelular de la enzima mediante un mecanismo de secreción 

no clásico y posterior unión a glicosaminglicanos de la superficie celular (Rouquette 

y cols., 1998). 

La unión de la enzima a la superficie celular está respaldada por la 

demostración 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 

liberación de esta enzima en  otros órganos, aquellos presentan un incremento de 

daño producido por la XOR transportada a través de la sangre  (Terada y cols., 1992; 

Terada y cols., 1991), y además son protegidos por inhibidores de la XOR (Gardner y 

cols., 1983; Grum y cols., 1986; Sarnesto y cols., 1996; Zimmerman y cols., 1988).  

Así pues, la XOR liberada desde órganos isquémicos es capaz de producir efectos en 

órganos a distancia, como el pulmón (Weinbroum y cols., 1995).  Los niveles 

plasmáticos de XO aumentan tras la isquemia-reperfusión de la región esplácnica o 

tras shock hipovolémico, pero si además  se administra una perfusión intravenosa de 

heparina, aún aumenta más (Tan y cols., 1995; Tan y cols., 1993).  La concentración 

de XO unida a la membrana celular o en el espacio intersticial puede aumentar miles 

de veces, y desde ahí, los productos de la reacción enzimática pueden actuar (Houston 

y cols., 1999).   El hecho de que la unión de la enzima no sea inhibida por suero o 

albúmina , así como que la cinética de unión sea comparable con la de otras 

moléculas que se unen específicamente, sugiere al menos que la unión no es 

inespecífica (Shimada y cols., 1981).  Esta unión a la luz vascular es una unión 

reversible, ya que, tanto en humanos como en modelos de shock hemorrágico en 

ratas, la administración de heparina  provoca el aumento de la cantidad de XO en 

plasma sin estar este aumento provocado por lesión adicional (Adachi y cols., 1993; 

Tan y cols., 1993).  

La unión de la XO al endotelio se realiza por unión de esta a sitios de unión 

heterogéneos que incluyen proteoglicanos ricos en condroitín sulfato (Houston y 

cols., 1999).  El desplazamiento de la unión de la XO ante la presencia de heparina se 

atribuye a la capacidad de ésta para unirse a sitios catiónicos de la XO, compitiendo 

así la heparina con el condroitín sulfato y otros glicosaminglicanos (Houston y cols., 

1999). 
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Por otra parte, la unión de la XO a la superficie celular influye en las 

propiedades catalíticas,  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 (Kooij y cols., 1994; Tan y cols., 1993).  De forma 

que, tanto la liberación de la enzima a la circulación como la subsiguiente unión a las 

células promueven la producción de ROS. 

Una vez unida a la membrana celular de células endoteliales, la XOR se 

incorpora al interior celular por endocitosis (Houston y cols., 1999).  Además, la XO 

unida al endotelio va siendo inactivada y reliberada, de una forma similar a lo que 

ocurre con la SOD extracelular y la lipoproteína lipasa  (Ohta y cols., 1994; 

Robinson-White y cols., 1985; Shimada y cols., 1981). 

A lo anteriormente citado se suma que el radical superóxido producido por la 

enzima unida a la superficie celular es resistente a la neutralización por la SOD, 

viéndose como la capacidad oxidativa de la XO en solución es inhibida 

completamente por la CuZn-SOD, mientras que si esta enzima antioxidante está 

unida a la célula, sólo es capaz de neutralizar la capacidad oxidante de la enzima en 

un 28 %, y en un 17 % si en vez de la CuZn-SOD se trata de la Mn-SOD.  En esta 

faceta la SOD extracelular (EC-SOD) es capaz de neutralizar los productos de la 

enzima en un 40 %, aunque a mucha menor concentración que las dos anteriores 

(Houston y cols., 1999).  Los autores atribuyen estos hechos a que la CuZn-SOD es 

repelida por la superficie celular debido a las fuerzas electrostáticas (Barlow y cols., 

1966) con lo que los radicales producidos por la XOR unida al endotelio están en un 

microambiente protegido contra la SOD.  Dado que el radical superóxido producido 

por la XO unida al endotelio reacciona con el óxido nítrico a una tasa 10 veces más 

rápida que su neutralización por la SOD para dar peroxinitrito, esta reacción dificulta 

la actuación del óxido nítrico para llevar a cabo la vasodilatación a través del cGMP, 

y por tanto, puede provocar disfunción vascular. 

Por último, citar que además de circular por el plasma de forma libre, la 

enzima circula también formando inmunocomplejos.  De hecho, la actividad XO en 
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plasma humano es escasamente detectable en condiciones normales (Giler y cols., 

1975; Grum y cols., 1987), 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).   

 

1.2.3.1.3. Estructura enzimática. 

La xantina oxidoreductasa es el producto de un único gen (Amaya y cols., 

1990). En el ratón tiene aproximadamente 70 kilobases con 36 exones.  El gen se 

encuentra en  el cromosoma 17 del ratón (Cazzaniga y cols., 1994) y en el 

cromosoma 2 del ser humano.  

La secuencia completa de aminoácidos que componen las distintas xantina 

óxidoreductasas ha sido deducida mediante secuenciación de  sus respectivos cDNAs 

o genes.  Todas están constituidas por dos subunidades idénticas y catalíticamente 

independientes.  Cada subunidad la forman 1333-1358 aminoácidos, y esta estructura 

enzimática descrita se conserva filogenéticamente sin grandes variaciones, siendo 

todas las enzimas de distintas especies de la escala filogenética bastante homólogas 

entre sí.  Por ejemplo, la xantina óxidoreductasa de la leche de vaca tiene una 

identidad del 90% con la xantina óxidoreductasa de hígado humano (Berglund y 

cols., 1996; Hille y cols., 1995; Ichida y cols., 1993), y la de pollo y Drosophyla de 

un 70%  y un 52% respectivamente con las XOR de los mamíferos. 

La forma activa de la enzima está compuesta por dos homodímeros  

(subunidades) y tiene un peso molecular de 290 kd en conjunto. Cada homodímero 

tiene actuación independiente en la catálisis y contiene un cofactor de 

molibdopterina, dos centros (2Fe-2S) espectroscópicamente distintos, y un cofactor 

FAD.   

La XOR purificada de leche humana se  manifiesta ante una electroforesis en 

condiciones nativas (sin desnaturalizar la proteína) como una única banda de 300 kd 

aproximadamente, sin que aparezca otra banda.   Sin embargo, cuando se 

desnaturaliza la proteína haciendo la electroforesis en SDS-PAGE aparece una banda 

principal  de 143 kd (133-157) aproximadamente, además de algunas bandas menos 

importantes de 125 (115-138), 87(82-93) y 59 (54-64) kd (Sarnesto y cols., 1996).  Si 
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la preparación de XDH-XO se digiere con tripsina, las bandas de 143 y 125 kd 

desaparecen, la de 87 kd disminuye su intensidad y  aparecen varias bandas de menor 

intensidad (Sarnesto y cols., 1996) 

La xantina óxido-reductasa de leche de vaca muestra una estructura  con los 

dos homodímeros que le dan forma de mariposa, tal como se puede observar en la 

figura 6. La gran distancia existente entre los átomos de los cofactores de las dos 

subunidades (más de 50 A) hace poco probable que haya transferencia de electrones 

entre ellos durante la catálisis (Enroth y cols., 2000; Hille y cols., 1995). 

 

 

Figura 6. Representación tridimensional de la estructura de la XOR. 

 
 

 

Cada monómero está formado por tres dominios (Enroth y cols., 2000): 

Ø El dominio correspondiente al fragmento N-terminal (residuos 1-165) de 20 

kd que contiene dos grupos Fe/S. 

Ø El dominio correspondiente al fragmento central (residuos 266-531)  de 40 kd 

es el que contiene el cofactor FAD.  

Ø El dominio correspondiente al fragmento C-terminal (residuos  590-1332) de 

85 kd es el que contiene el cofactor de Molibdo-pterina. 

El dominio correspondiente al fragmento N-terminal contiene dos grupos Fe/S 

distintos, entre  otros aspectos, en cuanto a su potencial redox.  El residuo  43  de 

cisteína es el ligando de uno de los átomos de hierro, y si es sustituido por serina 
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cambia el potencial redox del grupo Fe/S. Una mutación similar en el residuo  51 de 

cisteína, el ligando del átomo Fe del otro grupo Fe/S no provoca cambios en el 

potencial redox (Iwasaki y cols., 2000). La disposición geométrica y los potenciales 

de oxidación-reducción de estos grupos Fe/S y el del cofactor de molibdopterina 

indican que los  electrones se transfieren desde el Molibdeno a los dos grupos Fe/S 

mediante un proceso termodinámicamente favorable.  Como las distancias entre los 

centros y el cofactor de molibdopterina son  menores de 14 A, el mecanismo más 

probable por el que se transportan los electrones es el “tunneling” (Page y cols., 

1999). 

El dominio FAD presenta una profunda hendidura donde se localiza el FAD, en la 

que queda aún suficiente espacio para albergar una molécula de NAD (Enroth y cols., 

2000). 

En el dominio de Molibdo-pterina, el Molibdeno  está unido a la cadena de 

aminoácidos mediante  un doble enlace a un átomo de azufre, un doble enlace a un 

átomo de oxígeno y un enlace simple a un átomo de oxígeno (Hille, 1996). Este 

oxígeno unido mediante un simple enlace es el que debe ser transferido al sustrato 

durante la catálisis, para ser repuesto posteriormente del agua (Xia y cols., 1999). En 

las enzimas en que el átomo de azufre unido mediante enlace covalente al átomo de 

molibdeno es sustituido por un átomo de oxígeno, el cofactor Molibdo-pterina es 

inactivo.  

 

Figura 7.  Representación gráfica de los enlaces del átomo de molibdeno. 
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 Este dominio es el dominio con el que interacciona la xantina en la reacción de 

catálisis (Enroth y cols., 2000), donde actúa el alopurinol para inhibir la enzima 

[Massey , 1970 #94], y donde se une el nitrito para formar óxido nítrico. 

Por otra parte, y dado que la XOR ha sido considerada por algunos autores como 

una fosfoproteína, es de destacar en cuanto a su estructura que posee dos grupos 

fosfato en el sitio FAD y uno en el sitio de Molibdopterina (Davis y cols., 1984; 

Edmonson y cols., 1984; Schieber y cols., 1993).  Estos grupos fosfato pueden estar 

implicados en la regulación de la actividad enzimática. 

 

1.2.3.1.4. Conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. 

Ambas formas enzimáticas, la XDH y la XO, son el producto del mismo gen, 

tienen un tamaño similar, el mismo nº de subunidades y requieren los mismos 

cofactores (Hille y cols., 1995). 

Así como la Xantina Oxidasa se relaciona con diversos procesos patológicos y 

produce un daño oxidativo a los tejidos, la Xantina Deshidrogenasa puede ser un 

importante componente de la defensa del organismo contra el daño provocado por las 

ROS a través de la acción antioxidante del ácido úrico, que es un potente antioxidante 

(Becker, 1993). 

  La enzima, in vivo, está mayoritariamente en la forma deshidrogenasa,  y esta 

enzima puede transformarse en la forma oxidasa en ciertas condiciones (Stirpe y 

cols., 1969): 

1. proteolisis. 

2. calentamiento a 37 ºC. 

3. almacenamiento a –20 ºC. 

4. anaerobiosis. 

5. algunos solventes orgánicos. 

6. incubación con fracciones subcelulares. 

7. reactivos sulfidrilo. 

  Della Corte y Stirpe propusieron que la enzima también existe en una forma 

mixta que es capaz de utilizar tanto el NAD+ como  el oxígeno como aceptores de 

electrones (Della Corte y cols., 1972). Además, inmunológicamente Waud y 
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Rajagopalan indicaron que existen dos formas diferentes de  xantina oxidasa O, una 

que deriva de la deshidrogenasa D y otra similar, pero no derivada de esta última 

(Waud y cols., 1976).  Lo cierto es que la XDH puede convertirse en XO, bien a 

través de un proceso reversible o bien a través de un proceso irreversible. 

La conversión de XDH a XO de forma reversible se lleva a cabo mediante 

calentamiento o mediante oxidación de los grupos tiol de los residuos de cisteína para 

formar puentes disulfuro (Stirpe y cols., 1969; Waud y cols., 1976). 

Cuando la conversión de la Xantina Deshidrogenasa en Xantina Oxidasa es 

por oxidación se acompaña de la oxidación de ciertos residuos de cisteína (Waud y 

cols., 1976).  Rasmussen y cols. vieron que se modifican 6 de los 38 residuos 

encontrados: los residuos 169, 170, 535, 992, 1371 y 1325, de los cuales el 535 y el 

992 sugieren que son los candidatos más firmes, mientras que otros residuos cisteína 

se localizan demasiado lejos de los cofactores (Nishino y cols., 1997; Rasmussen y 

cols., 2000).  Además de la oxidación de dichos residuos aminoácidos, la conversión 

también se acompaña de pérdida de afinidad por el NAD+ (Hille y cols., 1995), 

alteración de las propiedades redox y de la cinética enzimática (Hunt y cols., 1992; 

Saito y cols., 1989) y cambios conformacionales  en el sitio de unión del FAD 

(Massey y cols., 1989; Saito y cols., 1989), tal como se puede apreciar en la figura 8. 

 

 

Figura 8. Representación del cambio conformacional en el sitio FAD en  la XDH 

cuando se convierte en XO. 
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Por otro lado, la conversión de la enzima de forma irreversible se produce por 

proteolisis (Amaya y cols., 1990; Stirpe y cols., 1969; Waud y cols., 1976), la cual, 

llevada a cabo con tripsina corta la enzima tras el residuo de lisina 551, o si se lleva a 

cabo con pancreatina corta la enzima tras los residuos leucina 219 y lisina 569 

(Enroth y cols., 2000).  Se ha observado que la quimotripsina corta la cadena proteica 

de la enzima tras el residuo de fenilalanina 560 sólo cuando se encuentra en la forma 

oxidasa, mientras que en otros puntos de la proteína corta por igual la forma 

deshidrogenasa que la oxidasa. Esto sugiere que  la conversión de una a otra implica 

cambios estructurales y conformacionales globales que sacan a la superficie algunos 

residuos que en la forma deshidrogenasa no eran accesibles a la quimotripsina 

(McManaman y cols., 2002) y apoya las consideraciones de McKelvey y cols. cuando 

afirman que la transformación de xantina oxidasa de hígado y riñón de rata a su forma 

deshidrogenasa reversible precede la formación de ésta de forma irreversible 

(McKelvey y cols., 1988).  Asimismo establecen estos mismos autores que la 

conversión a xantina oxidasa reversible viene precedida por la depleción de GSH 

(McKelvey y cols., 1988).    El citado residuo de fenilalanina 560 parece estar situado 

cerca del límite del dominio FAD y del de molibdopterina, pudiendo ocurrir que la 

formación de puentes disulfuro en los residuos de cisteína provoque cambios 

conformacionales que afecten el sitio de unión del FAD (McManaman y cols., 2002). 

 

Figura 9. Vías de conversión de la XDH en XO. 
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A pesar de estas diferencias entre la Xantina Deshidrogenasa y la Xantina 

Oxidasa,  no se observan cambios significativos  en los dos centros Fe/S o en su 

proximidad, ni tampoco en el centro de Molibdopterina, lo cual se ha corroborado a 

nivel cinético, no encontrando diferencias en la unión y catálisis a nivel de este último 

centro al comparar la XDH con la XO (Enroth y cols., 2000).  El sitio de unión al 

FAD es la parte de la enzima que muestra mayores diferencias cuando se comparan 

las dos formas de la enzima.  Los cambios conformacionales que se producen 

provocan cambios electrostáticos en el entorno del FAD. Sin embargo, el FAD no 

cambia estructuralmente en la conversión de Xantina Deshidrogenasa a Xantina 

Oxidasa y simplemente sufre un ligero desplazamiento.  El cambio estructural del 

entorno bloquea el acceso del NAD+ a su sitio de unión, reduciendo 

considerablemente el poder reductor del par FAD/FADH2. 

Se ha asumido durante largo tiempo que algunos procesos en los que 

interviene la xantina óxidoreductasa, como los procesos de isquemia-reperfusión se 

acompañan de conversión in vivo de la forma deshidrogenasa a la forma oxidasa 

(Battelli y cols., 1992; Brass y cols., 1991; Engerson y cols., 1987; Granger y cols., 

1981; McKelvey y cols., 1988; Parks y cols., 1988).  Sin embargo, otros autores 

entienden que la conversión in vivo no tiene especial relevancia, sino que es, en gran 

parte, un artefacto producido in vitro mientras se realizan los homogenados 

(Frederiks y cols., 1996; Kooij y cols., 1994). 

 

 

1.2.3.1.5. Procesos en los que tiene una participación relevante. 

Derivado  de la capacidad de la forma oxidasa de la enzima para generar 

especies reactivas del oxígeno, la xantina óxidoreductasa ha sido estudiada como 

mecanismo patofisiológico en el daño tisular por isquemia-reperfusión, infarto de 

miocardio, hipertensión, aterosclerosis (Grace, 1994; Jeroudi y cols., 1994; Schwartz 

y cols., 1993), arteriosclerosis hipercolesterolémica (Granger, 1994; White y cols., 

1996), fallo renal (Paller y cols., 1991), daño endotelial provocado por 

lipopolisacárido (Rinaldo y cols., 1990), neumonía de origen viral (Akaike y cols., 

1990), sepsis (Galley y cols., 1996), fotosensibilidad cutánea a hematoporfirinas 
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(Athar y cols., 1989), hepatitis, síndrome de distrés respiratorio del adulto (Grum y 

cols., 1991)  (Quinlan y cols., 1997), edema pulmonar (Jackson y cols., 1989) y 

pancratitis aguda (Gómez-Cambronero y cols., 2002; Lankisch y cols., 1989). 

 

 

1.2.3.1.6. Regulación de la expresión y de la actividad enzimática. 

No toda la XOR existente en el organismo está en la misma forma, sino que 

existe una forma activa de la enzima y una forma inactiva.  Esta última no tiene 

actividad catalítica debido al no funcionamiento del sitio molibdeno.   Puede ser por 

dos razones, por deficiencia en el átomo de molibdeno (demolibdo-XOR) o por 

deficiencia del grupo Mo=S, que es sustituido por un grupo Mo=O (desulfo-XOR) 

(Bray y cols., 1999; Godber y cols., 1997). La presencia de estas formas inactivas de 

la enzima aún no se ha aclarado, pero se sabe que por ejemplo en los hepatocitos de 

rata la forma desulfo es muy abundante (Ikegami y cols., 1986). 

 

Figura 10. Representación gráfica de los centros molibdeno de la XOR y la forma 

desulfo-XOR 
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reacciones de la enzima en las que participan dichos sustratos.  Estos inhibidores 

modifican el sitio molibdeno, oxidándolo, de forma que la enzima pasa a estar en su 

forma desulfo, que es inactiva para las reacciones citadas arriba, y esta situación se 

puede revertir sulfurando la enzima (Godber y cols., 2000; Ichimori y cols., 1999). La 

actividad NADH oxidasa no es inhibida por estas moléculas, tampoco por el óxido 

nítrico,  ya que en esta reacción el NADH se une al sitio FAD, que no se ve afectado 

por  los citados inhibidores. 

Hay un inhibidor inespecífico, el DPI (difenileniodonio), que inactiva el sitio 

FAD de la XOR, al igual que de otras flavoenzimas, como la NAD(P)H oxidasa.  

Este inhibidor sí es capaz de inhibir la actividad NADH oxidasa que presenta la XOR. 

El ayuno de 24 horas, así como una dieta hipoproteica, disminuyen  la 

actividad enzimática total en hígado de rata, sin que este efecto sea debido a un 

aumento de la degradación de la proteína, sino a una inactivación post-traduccional 

(Frederiks y cols., 1996). 

Un factor que consideramos importante en la regulación de la actividad 

enzimática es la hipoxia, habiéndose demostrado que ésta provoca un aumento de la 

actividad de la XOR  (Hassoun y cols., 1994; Kayyali y cols., 2001; Poss y cols., 

1996; Terada y cols., 1997), así como un aumento en la expresión del mRNA  

(Hassoun y cols., 1994; Terada y cols., 1997) y de la expresión de la proteína in vivo  

(Hassoun y cols., 1998) e in vitro (Terada y cols., 1997). La producción de NO 

catalizada por la XO disminuye a medida que la concentración de oxígeno aumenta 

(Godber y cols., 2000). 

Aunque la xantina es el sustrato reductor más efectivo en la formación de NO 

por la XO (en comparación con el NADH), altas concentraciones de xantina provocan 

inhibición de la reacción mediada por sustrato (Li y cols., 2001). También el producto 

de la reacción puede regular la actividad enzimática.  Así, el NO reacciona con el 

átomo de azufre del centro molibdeno y también provoca la inactivación de la enzima 

al convertirla en su forma desulfo, aunque el mecanismo no está del todo claro. 

Sin embargo, el NO en condiciones aeróbicas inhibe sólo a la XDH y escasamente a 

la XO.    Este hecho sugiere que en situaciones de reoxigenación, sólo la XDH se verá 

inhibida, no siendo inhibida la XO (Ichimori y cols., 1999). 
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El pH también influye en la regulación de la actividad de la XO en la 

reducción de nitrito para formar NO, de forma que en condiciones ácidas, aumenta la 

formación de NO y en condiciones alcalinas se inhibe, con cualquiera de los sustratos 

reductores (xantina, NADH) y en condiciones anaeróbicas (Li y cols., 2001). 

Otro factor importante que regula la XOR es el hierro.  Este metal aumenta la 

actividad total xantina óxidoreductasa, sin alterar el porcentaje de actividad de la XO 

con respecto a la actividad total XOR.  Esta regulación está controlada a nivel 

transcripcional, dado que el aumento de hierro en el tejido pulmonar provoca,  

además del aumento de la actividad enzimática, el aumento rápido de la cantidad de 

enzima (Ghio y cols., 2002).  El mecanismo a través del cual actúa no se conoce.  Los 

citados autores especulan con que la reacción del hierro con el urato hace que éste 

último no actúe inhibiendo la enzima, lo cual explicaría el aumento de la actividad, 

pero no el aumento de la cantidad de proteína.  Así pues, los quelantes del hierro 

provocan indirectamente una inhibición de la xantina óxidoreductasa. 

Por último, es de destacar que la actividad enzimática pueda ser modulada por 

fosforilación  y que las kinasas implicadas, como la p38 kinasa, estén implicadas en 

el proceso de inflamación sugiere que la XOR juega un papel en la reacción 

inflamatoria.  Además de la p38 kinasa, que es una MAP kinasa que se activa ante 

ciertos estímulos de estrés, también se ha visto que  en la fosforilación de la  XOR 

está implicada otra kinasa, la CK2 (caseína kinasa II) (Kayyali y cols., 2001).  Esta es 

una proteína kinasa que juega un papel importante en la regulación de la replicación 

del DNA y en la transcripción así como en la regulación del crecimiento celular y del 

metabolismo.  La p38 kinasa por sí sola no es capaz de fosforilar la XOR, habiéndose 

especulado que el posible mecanismo de actuación es la interacción directa de la p38 

kinasa con la CK2 (Kayyali y cols., 2001). 

No debemos olvidar, en relación con lo anterior, que la actividad xantina 

óxidoreductasa es inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF), el interferón-ã 

(IFN-ã), la interleucina-1 (IL-1) y la interleucina-6 (IL-6), un patrón similar al de la 

respuesta de fase aguda.  Estos mediadores  aumentan la transcripción de RNA 

mensajero para xantina óxidoreductasa (Pfeffer y cols., 1994).  Ghio y cols. sugieren 
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la existencia de una proteína represora de vida media corta o una proteína lábil con 

actividad RNAsa (Ghio y cols., 2002). 
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1.3.  CONSECUENCIAS DEL ESTRÉS OXIDATIVO: DEL DAÑO 

OXIDATIVO A LA TRANSMISIÓN DE SEÑALES. 

 

 Actualmente, en la comunidad científica está ampliamente aceptado que los 

radicales libres participan en muchos procesos biológicos, en algunos de ellos con un 

papel decisivo.   En los seres vivos, la presencia de radicales libres es algo muy 

natural.  Sin embargo, no es importante sólo la existencia o no de estos radicales 

libres como un aspecto meramente cualitativo, sino que es de especial importancia la 

cantidad de estos radicales libres.  Por ello,  debemos destacar que una cantidad 

excesiva de alguna especie concreta de radicales puede ser perjudicial para un 

determinado sistema biológico, mientras que, por otra parte, hay situaciones en las 

que una cantidad insuficiente de radicales libres es también indeseable. 

 Los radicales libres están implicados en numerosos procesos degenerativos, 

que incluyen el envejecimiento, el cáncer, enfermedades cardiovasculares, 

arteriosclerosis, enfermedades neurológicas, procesos irritativos de la piel, e 

inflamaciones.   Asimismo las lesiones por isquemia-reperfusión, se caracterizan 

también por la formación de radicales libres. 

Realmente, cualquier parte del metabolismo que englobe reacciones de tipo 

redox  es, per se, una posible fuente de producción continua de radicales libres.  Esto, 

permite extrapolar la conclusión de que cualquier situación de estrés, entre las cuales 

se incluye la realización de ejercicio físico, implica la posibilidad de una excesiva 

producción de radicales libres, con todas las consecuencias químicas asociadas que 

este exceso puede conllevar. 

 La acción de los radicales libres viene determinada, por una parte,  por su 

reactividad química, y por otra parte, por la disponibilidad de un sustrato susceptible 

en la vecindad de donde se produce el radical.  Asimismo, no podemos dejar de citar 

en esta introducción, que la acumulación de compuestos alterados por el resultado de 

la reacción del radical libre es a menudo la explicación de efectos a largo plazo, los 

cuales son difícilmente demostrables como relación causa-efecto de la reacción de los 

radicales libres,  pero las reacciones de los radicales libres provocan unos productos 

cuyo efecto es acumulativo. 
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 Todo lo anterior explica que los organismos posean unos mecanismos de 

defensa contra los radicales libres, los antioxidantes, sustancias que son capaces de 

retrasar o inhibir la oxidación de sustratos oxidables. El balance entre los agentes 

prooxidantes y antioxidantes determinará finalmente el estado redox, determinando 

una “homeostasis redox” o estado de equilibrio de las condiciones de oxidación-

reducción. 

 Finalmente, el desequilibrio de este estado redox tiene unas consecuencias 

bioquímicas de forma que altera ciertas vías de transmisión de señales cuya 

consecuencia es la activación de mecanismos compensatorios para restablecer la 

“homeostasis redox”. 

 

1.3.1. Acciones de los radicales libres sobre las macromoléculas. 

1.3.1.1. Acciones sobre los glúcidos. 

 Los radicales libres atacan a los glúcidos de forma variable.  Los mono y 

disacáridos resisten la acción de los radicales libres de oxígeno.  La glucosa 

constituye un captador del radical superóxido, al retenerlo e impedir su acción sobre 

otras moléculas.  La manosa y el manitol son eliminadores del radical hidroxilo. Sin 

embargo, los polisacáridos son despolimerizados por los radicales libres  (Borel y 

cols., 1988).  El ácido hialurónico es atacado y fragmentado por el radical superóxido.   

Se ha observado que la superóxido dismutasa es capaz de proteger frente a la 

despolimerización del ácido hialurónico, en el líquido sinovial  (McCord, 1974).  Los 

proteoglicanos están sujetos a rotura oxidativa de forma similar  (Greenwald y cols., 

1980). 

 Se ha observado una relación 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, así como también, con las complicaciones 

diabéticas.  Se postula que una anormal regulación en el metabolismo de los 

peróxidos y los metales de transición colabora en el establecimiento de la 

enfermedad, así como en las complicaciones que aparecen a largo plazo (Oberley, 

1988; Wolff y cols., 1987; Wolff, 1993). 
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1.3.1.2. Acciones sobre los lípidos. 

 La acción de los radicales libres de oxígeno sobre los lípidos tiene lugar 

fundamentalmente sobre los ácidos grasos poliinsaturados (Cross, 1987), provocando 

su peroxidación y produciéndose en las membranas de las que forman parte una 

pérdida de flexibilidad y de las funciones secretoras, así como la ruptura de los 

gradientes iónicos transmembrana. 

 Esta reacción puede iniciarla el radical hidroxilo, el radical hidroperoxilo y 

quizá el oxígeno singlete, pero no el radical superóxido o el peróxido de hidrógeno, 

que son menos reactivos.  El radical libre extrae un átomo de hidrógeno de uno de los 

carbono metileno de la cadena del ácido graso, dejando un electrón no apareado, con 

lo cual se genera un radical lipídico.  Este radical lipídico rápidamente sufre un 

reordenamiento molecular para producir un dieno conjugado, que reacciona con el 

oxígeno molecular produciendo un radical hidroperoxilo.  Este radical puede a su vez 

extraer un átomo de hidrógeno de un carbono metileno de otro ácido graso 

poliinsaturado para formar un nuevo radical lipídico y un hidroperóxido lipídico.   El 

radical lipídico entonces se combina con otra molécula de oxígeno y continua la 

reacción en cadena. 

 Los productos finales de este proceso de peroxidación lipídica son aldehídos, 

gases hidrocarbonados y varios residuos químicos, incluyendo el malondialdehído 

(MDA).  Esos productos de degradación pueden difundir lejos de su lugar de 

producción y producir edema celular, además de influir sobre la permeabilidad 

vascular, inflamación y quimiotaxis.  Asimismo, ellos pueden alterar la actividad de 

fosfolipasas e inducir la liberación de ácido araquidónico, con la subsiguiente 

formación de prostaglandinas y endoperóxidos. 

 El malondialdehído, a su vez, puede reaccionar con lípidos y proteínas durante 

la peroxidación lipídica para formar bases de Schiff conjugadas, productos 

fluorescentes insolubles que se acumulan en el interior de los lisosomas, formando el 

pigmento de envejecimiento conocido con el nombre de lipofucsina  (reconocido 

marcador morfológico de envejecimiento ya que se acumula en los tejidos con la 

edad)  (Sohal y cols., 1989). 
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 Existen varias técnicas experimentales para el estudio de la peroxidación 

lipídica: 

1. Visualización de lipofucsina en los depósitos tisulares, 

especialmente en corazón y cerebro. 

2. Cromatografía de gases de etano, pentano y otros alcanos 

exhalados por el aliento. 

3. 4-hidroxialkenales (4-HNE). 

4. Cuantificación de malondialdehído, el cual reacciona con el ácido 

tiobarbitúrico (TBA) dando un aducto MDA (TBA2) susceptible de 

ser medido espectrofotométricamente y analizarse por 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC).   El MDA es un 

producto final obtenido de la hidrólisis ácida de los lipoperóxidos y 

está considerado como un buen marcador del daño oxidativo en las 

membranas biológicas (Wong y cols., 1987). 

5. Medida de hidroperóxidos de fosfolípidos por detección 

quimioluminiscente postcolumna, tras separación mediante HPLC 

(Cadenas y cols., 1996; Miyazawa y cols., 1994). 

 

1.3.1.3. Acciones sobre las proteínas. 

La acción de los radicales libres sobre las proteínas se ejerce sobre los enlaces 

insaturados, los anillos aromáticos y  los grupos tiol (-SH).  De esta forma, proteínas 

ricas en determinados aminoácidos (triptófano, tirosina, fenilalanina, histidina, 

metionina y cisteína) pueden sufrir modificaciones estructurales y funcionales. El 

triptófano, tirosina, histidina y cisteína son particularmente sensibles a los ROS 

(Davies y cols., 1987; Davies y cols., 1987; Stadtman, 1993).  Los grupos sulfhidrilo 

(-SH) pueden ser transformados en puentes disulfuro (S=S), produciéndose la 

inactivación enzimática (si la proteína es una enzima).  En otros casos, en los que las 

proteínas son estructurales, como el colágeno, las fibrillas se pueden romper por el 

radical superóxido e hidroperóxido, proceso que puede constituir el punto de partida 

para la acción de proteasas y facilitar la pérdida de estructura de la triple hélice del 

colágeno  (Cross, 1987). 
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Muchos estudios, entre los que destacan los liderados por el grupo de 

Stadtman, han llegado a la conclusión de que el H2O2 y las formas reducidas del 

hierro y el cobre, generados por oxidasas de función mixta, interaccionan en los sitios 

de unión de estos metales a las proteínas, produciendo radicales libres que oxidan 

inmediatamente a los residuos de aminoácidos vecinos.   Este proceso se considera 

por tanto, específico del sitio de unión del metal.  En muchas enzimas, este sitio de 

unión de metales puede ser el centro activo.  Como consecuencia se forman grupos 

carbonilo, o se producen conversiones de unos aminoácidos en otros.  Los grupos 

carbonilo aparecen en varios sistemas de oxidación in vitro, como los relacionados  

con el citocromo P450, los sistemas metal/ascorbato, o los que utilizan xantina oxidasa 

(Smith y cols., 1991). 

En el caso de las hemoproteínas, como la oxihemoglobina, el radical 

superóxido o el peróxido de hidrógeno pueden reaccionar con el hierro para formar 

metahemoglobina y otros productos de oxidación.  Otra importante hemoproteína, la 

catalasa, es inhibida por el radical superóxido. 

En presencia de ciertas peroxidasas con grupo hemo, el peróxido de hidrógeno 

es capaz de oxidar halogenuros como el ion cloruro, dando ácido hipocloroso, 

compuesto extremadamente tóxico para las bacterias, virus y células.  El ácido 

hipocloroso puede reaccionar con aminas, dando lugar a las cloraminas, más 

lipofílicas y las probables responsables directas de la toxicidad celular.  Un 

mecanismo semejante lo produce el peróxido de hidrógeno con el ion SCN-

(tiocianato), dando lugar a SCNO-(oxitiocianato), un potente bactericida. 

El peróxido de hidrógeno, producto de la dismutación del radical superóxido 

puede inhibir la superóxido dismutasa (SOD) citosólica (forma cobre-zinc). El efecto 

de los radicales libres sobre una determinada proteína depende de su composición en 

aminoácidos, de la importancia y localización de los aminoácidos que median la 

conformación y actividad de la proteína, así como de la posibilidad de reparación de 

la lesión (Freeman y cols., 1982; Fridovich, 1978; Romero-Alvira y cols., 1987). 

El grupo de Davies demostró que la oxidación de las proteínas por radicales 

hidroxilo provocaba la rápida desnaturalización de la proteína y un aumento de su 

hidrofobicidad, que se seguía de la degradación de la proteína (Davies y cols., 1987).  



Introducción 

76  

El proceso dependía de la magnitud de la desnaturalización y de la hidrofobicidad, la 

cual parece ser la principal señal para el inicio de la proteolisis (Davies, 1993). Una 

leve modificación oxidativa de la proteína provocaba un incremento lineal de la 

desnaturalización y hidrofobicidad.  Sin embargo, una oxidación más intensa 

(generalmente en ausencia de oxígeno) provocaba la estabilización de las proteínas, 

debido a puentes cruzados tanto intra como intermoleculares, lo cual previene la 

desnaturalización (Davies, 1993). 

 

1.3.1.4. Acciones sobre los ácidos nucleicos. 

Los radicales libres pueden reaccionar con todos los componentes del DNA.  

En presencia de oxígeno, se forman radicales peroxilo por adición de oxígeno a las 

bases o al azúcar del DNA.  Las reacciones posteriores de  los  radicales formados en 

el DNA dan lugar a un gran número de productos.  También se forman puentes 

cruzados DNA-proteína.  Muchos de estos productos encontrados “in vitro”, también 

aparecen en el DNA de tejidos animales tras el tratamiento con sustancias que 

estimulan la generación de radicales libres.  Según estudios realizados por Ames y 

cols., el daño oxidativo al DNA y la mutagénesis son dos causas importantes del 

cáncer (Ames y cols., 1993). 

El  número de productos del ataque a las bases del DNA por radicales libres 

supera la veintena.  Uno de los primeros en valorarse por HPLC con detección 

ultravioleta fue la timina glicol.  La baja sensibilidad de este tipo de detección ha 

dado lugar en los últimos años a la valoración de gran número de productos por 

cromatografía de gases-espectrometría de masas, o de la 8-hidroxi-2’-

desoxiguanosina (8-OHdG) por  HPLC con detección electroquímica. 

La 8-OHdG es la alteración que se observa con más frecuencia, y su 

importancia reside en su alto efecto mutagénico, ya que la 8-OHdG  durante la 

replicación del DNA, se empareja con adenina en vez de hacerlo con citosina    

(Kasai y cols., 1984; Shibutani y cols., 1991) 

Al menos en el caso del DNA nuclear se cree que el hierro juega un papel 

importante en el daño oxidativo.  Si el peróxido de hidrógeno llega al núcleo, 

reacciona con el hierro ferroso, generando el radical hidroxilo, que ataca en ese 
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mismo lugar al azúcar o a la base, produciendo roturas de la hebra y modificaciones 

en las bases.  Estas lesiones pueden dar lugar a mutaciones y a fenómenos 

carcinogénicos (Simic, 1994). 

El daño oxidativo al DNA mitocondrial es unas 15 veces superior al del DNA 

nuclear (Richter y cols., 1988).  Esto se debe, sobretodo, a la cercanía de dicho DNA 

al lugar principal de generación de radicales libres en la célula sana, la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial.  También se debe a que este DNA carece de 

histonas y poliaminas que puedan protegerlo, y su capacidad de reparación es mínima 

en relación con la del DNA nuclear.  Como consecuencia de todo esto, las 

delecciones y mutaciones del DNA mitocondrial también son mayores que en el 

DNA nuclear. 

Las mitocondrias de animales viejos liberan radicales libres.  Las ratas viejas 

poseen alrededor de 66.000 lesiones oxidativas en su DNA por célula.  La  oxidación 

del DNA es debida a que las defensas antioxidantes no son perfectas.  Estas defensas 

antioxidantes incluyen vitaminas C y E  y carotenoides procedentes de frutas y 

vegetales de la dieta.  Una disminución de su ingesta aumenta el grado de oxidación 

del DNA, y por lo tanto el riesgo de cáncer  (Ames y cols., 1997). 

El número de modificaciones en la molécula de DNA producidas diariamente 

es bastante significativo.  En general, se ha estimado entre 104-105 alteraciones de 

DNA por día y célula (Fraga y cols., 1990).  Las bases alteradas son sustituidas por 

las correctas por diferentes sistemas intracelulares de reparación del DNA y después 

eliminadas extracelularmente (Sancar, 1990).  Por lo tanto, las alteraciones del DNA 

se pueden determinar, bien midiendo la presencia de bases modificadas y excretadas 

por la célula en sangre y orina, o bien extrayendo el DNA del tejido y midiendo 

directamente su contenido en bases alteradas (Aruoma y cols., 1987; Shigenaga y 

cols., 1989). 
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1.3.2. Estrategias celulares contra los radicales libres. Sistemas 

antioxidantes. 

Una sustancia antioxidante es aquella que, a concentraciones relativamente 

bajas, es capaz de competir con otros sustratos oxidables y, por tanto, retrasar o 

inhibir la oxidación de dichos sustratos (Halliwell y cols., 1989).  En esta definición 

se engloban tanto los antioxidantes enzimáticos como los no enzimáticos.  No 

obstante, también hemos de decir que existen sustancias que tienen poca actividad 

específica antioxidante, pero que, a altas concentraciones, contribuyen 

significativamente al potencial antioxidante de una célula o sistema.  Ejemplos de 

este último caso son los aminoácidos, péptidos y proteínas.  

 

1.3.2.1. Antioxidantes enzimáticos. 

Las células disponen de enzimas específicas para la neutralización de diversas 

especies reactivas, como son la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la 

glutatión peroxidasa (GPX).  No obstante las óxidoreductasas de grupos tioles y 

disulfuros, como la tioredoxina y la glutaredoxina, están adquiriendo importancia en 

la prevención del estrés oxidativo celular. 

 

1.3.2.1.1. Superóxido dismutasa (SOD). 

La primera defensa contra el radical superóxido es la SOD, la cual lo 

transforma en agua oxigenada.   

 

2O2
-•    +  2 H+      à  H2O2    +   O2 

 

En el ser humano y otros mamíferos existen tres isoenzimas, la CuZn-SOD, la 

Mn-SOD y la ecSOD.  La primera se localiza en el citosol, mientras que la segunda 

se ubica en la matriz mitocondrial (Grisham y cols., 1986; Halliwell y cols., 1989; 

Ohno y cols., 1994), y la tercera, que también es una CuZn-SOD, es extracelular 

(Strälin y cols., 1995).  En el ser humano la CuZn-SOD  es un dímero de un peso 

molecular de 32 kDa y la Mn-SOD es un tetrámero con un peso de 88 kDa  (Ohno y 

cols., 1994). La concentración intracelular de SOD es de 4-10 µM mientras que la 
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intramitocondrial es de 20 µM aunque varía según los tejidos.  Por ejemplo en el 

músculo esquelético el 15-35 % de la actividad total SOD está en la mitocondria, 

mientras que el restante 65-85 % en el citosol  (Ji y cols., 1988).   Además, los 

músculos con mayor metabolismo oxidativo (con alto porcentaje de fibras lentas) 

tienen mayor actividad SOD total que los músculos con baja capacidad oxidativa (con 

alto porcentaje de fibras rápidas). La ecSOD supone de 1/3 a ½ de la actividad SOD 

en el endotelio (Strälin y cols., 1995). 

 

 

1.3.2.1.2. Glutatión peroxidasa. 

Esta enzima reduce el agua oxigenada o el hidroperóxido orgánico a agua y 

alcohol respectivamente, y para ello utiliza en ambos casos el glutatión reducido 

(GSH) como donante de electrones (Halliwell y cols., 1989): 

 

(a)   2GSH    +     H2O2        à   GSSG    +   2H2O     

 

(b) 2GSH    +     ROOH          à   GSSG    +   ROH     

 

 La GPX es una enzima selenio dependiente muy específica para el GSH pero 

sin embargo poco específica para los hidroperóxidos.  Esto, junto al hecho de que la 

GPX se ubique tanto en el citosol como en la mitocondria, como en la membrana 

celular, la hace ser un mecanismo de protección celular importante contra el daño 

oxidativo producido a lípidos de membrana, proteínas  y ácidos nucleicos (Ji, 1995).  

Su concentración varía según los tejidos.  En el músculo esquelético por ejemplo, el 

45 % de su actividad es citosólica y el 55 % es mitocondrial, y además , las fibras 

lentas presentan mayor actividad GPX que las rápidas (Ji y cols., 1988; Powers y 

cols., 1994) .   

 La GPX necesita GSH para poder realizar su función, oxidándolo a glutatión 

oxidado (GSSG).  Por ello, las células disponen de una vía capaz de regenerar este 

GSH.  Esta vía es catalizada por la enzima glutatión reductasa (GR), la cual consume 

NADPH para regenerar el GSH. 
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Figura 11.  Ciclo de oxidación-reducción del glutatión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En muchos tejidos el NADPH es producido en grandes cantidades por la 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.  En el músculo esquelético además, el NADPH es 

producido fundamentalmente por la isocitrato deshidrogenasa.   

 La GR tiene una distribución celular similar a la de la GPX. Por tanto, aunque 

la GR no se considera una enzima antioxidante, hay que reconocer que su función es 

esencial para el buen funcionamiento de la GPX. 

 

1.3.2.1.3. Catalasa. 

La catalasa es un tetrámero de un peso molecular de 240 kDa con un cofactor 

férrico (Fe 3+) que debe estar unido al sitio activo de la enzima (Halliwell y cols., 

1989).  Su función es la descomposición del agua oxigenada tal y como se muestra en 

la siguiente reacción: 

 

2H2O2          à          2H2O  +  O2 

 

 Aunque realiza la misma función que la GPX, ésta última tiene mayor 

afinidad por  el H2O2, es decir, a bajas concentraciones, la GPX juega un papel más 

importante que la catalasa.   

 La catalasa se distribuye en toda la célula, aunque se encuentra en grandes 

concentraciones en los peroxisomas y en las mitocondrias (Halliwell y cols., 1989), y  

2H2O
 

H2O2

 
GSSG 

2GSH NADPH 

NADP 
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al igual que la SOD y la GPX, abunda más en los músculos lentos que en los rápidos  

(Powers y cols., 1994). 

 

1.3.2.1.4. Tioredoxina. 

El sistema antioxidante de tioredoxina está compuesto por tres proteínas:  la 

tioredoxina, la tioredoxina reductasa y la tioredoxina peroxidasa.  

La tioredoxina es una óxidoreductasa que cataliza la reducción de puentes 

disulfuro, con lo que juega un papel importante en la regulación del estado redox de 

los tioles de las proteínas (Sen, 1998).   

La  tioredoxina posee una secuencia de aminoácidos en el sitio catalítico que 

incluye dos residuos de cisteína.  Éstos pueden ser oxidados reversiblemente 

formando un puente disulfuro, el cual puede ser a su vez reducido por la tioredoxina 

reductasa en presencia de NADPH (Pfeifier y cols., 1986).  De esta forma, la 

tioredoxina  interviene en la reparación de proteínas con grupos sulfhidrilo  

(Holmgren, 1989; Starke y cols., 1997).  En concreto, el sistema de la tioredoxina 

está implicado en la prevención de la oxidación y/o reparación de algunas enzimas 

metabólicas como la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa, la fosfofructokinasa, la 

fosfoglicerato kinasa y la piruvato kinasa (Starke y cols., 1997).   

La tioredoxina reductasa es capaz además de regenerar el ascorbato, el cual es 

un antioxidante no enzimático de gran importancia (May y cols., 1997). 

Por su parte, la tioredoxina peroxidasa es una enzima citosólica capaz de 

transformar el H2O2  y los alkilohidroperóxidos en agua y alcohol (Netto y cols., 

1996), así como de limpiar los radicales tiilo  de las células. 

 

1.3.2.1.5. Glutaredoxina. 

La glutaredoxina, al igual que la tioredoxina es una óxidoreductasa implicada 

en la protección y reparación de los tioles proteicos y no proteicos (Holmgren, 1989; 

Starke y cols., 1997).  La glutaredoxina forma un ciclo con el glutatión y la  glutatión 

reductasa.   

Además, se ha especulado la posibilidad de que el glutatión oxidado sea 

reducido también por la glutaredoxina (Starke y cols., 1997). 
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Aunque la glutaredoxina y la tioredoxina parecen tener una misma función, 

parece ser que la afinidad por distintos sustratos es diferente, de forma que ambas se 

complementan en la reparación de los tioles de proteínas y de tioles no proteicos 

(Starke y cols., 1997; Yoskitake y cols., 1994). 

  

1.3.2.2. Antioxidantes no enzimáticos. 

1.3.2.2.1.  Glutatión. 

El glutatión reducido (GSH) es la fuente más abundante de tioles no proteicos 

en las células (más del 90%) (Meister y cols., 1983). El GSH es el tripéptido ã-

glutamil-cisteinil-glicina. Esta molécula tiene dos características fundamentales:  la 

presencia de un grupo tiol en la cisteína, y la presencia del enlace ã-peptídico que lo 

hace resistente a las peptidasas presentes en la célula, las cuales solo actúan sobre los 

enlaces á-amino-acilo.  Este enlace ã-glutamilo entre el glutamato y la cisteína sólo es 

hidrolizable por la enzima ã-glutamil transpeptidas (GGT), presente en la membrana 

plasmática.  

 El contenido de GSH en los distintos tejidos varía dependiendo de la función 

del tejido. Es de interés conocer que las fibras musculares oxidativas contienen una 

concentración de GSH 6 veces mayor que la fibras musculares rápidas (Ji, 1995). 

Dado que es un tripéptido, tras su ingesta es degradado en el intestino 

delgado, por lo que su contenido en la dieta no influye en los niveles celulares de 

GSH. 

La síntesis y degradación del GSH forma el ciclo del ã-glutamilo. El GSH es 

sintetizado en el hígado  por la acción de dos enzimas, ã -glutamil cisteína sintetasa y 

la glutatión sintetasa (Meister y cols., 1983). 

La ã-glutamil cisteína sintetasa  cataliza la siguiente reacción: 

 

L-glutámico + L-cisteína + ATP   à     ã-glutamil cisteína + ADP + Pi 

 

Para llevar a cabo la reacción, la    ã-glutamil sintetasa requiere la presencia de 

iones Mg2+, es la etapa limitante en la síntesis de GSH y es inhibida por el glutatión 

mediante un mecanismo de retroalimentación negativo.  La cisteína es el sustrato 
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limitante de la reacción de síntesis del GSH, de forma que aumentando la 

disponibilidad de cisteína mediante la administración de N-acetilcisteína se aumenta 

la concentración intracelular de GSH (Anderson, 1997). 

La glutatión sintetasa cataliza el siguiente paso: 

 

ã-glutamil cisteína + L-glicina + ATP      à     GSH + ADP + Pi 

 

Para llevarse a cabo esta reacción se requieren iones K+. 

El GSH, una vez sintetizado, se transporta a los tejidos a través de la sangre. 

 La degradación del GSH tiene lugar fuera de la célula y es llevada a cabo por 

la ã-glutamil transpeptidasa y por las dipeptidasas, las cuales están unidas a la 

superficie externa de la membrana celular. Los sustratos para la degradación pueden 

ser tanto el GSH, como el GSSG como S-conjugados del GSH.  La transpeptidación  

requiere de la presencia de aminoácidos, obteniendo como resultado ã -glutamil 

aminoácidos, los cuales son transportados al interior celular, donde son los sustratos 

de la enzima intracelular ã-glutamilciclotransferasa, que da lugar a 5-oxoprolina y el 

correspondiente aminoácido libre.  La 5-oxoprolina es transformada a glutamato por 

la 5-oxoprolinasa.   A su vez, la síntesis de GSH puede realizarse saltando la reacción 

de ã-glutamil cisteína sintetasa mediante la internalización al interior de la célula de 

la ã-glutamil cistina extracelular, para ser reducida en la célula  y formar cisteína y   

ã-glutamil cisteína. Estas son sustrato para la ã -glutamil cisteína sintetasa y para la 

GSH sintetasa respectivamente (Anderson y cols., 1983). 

Algunos autores han postulado que el ciclo del ã-glutamilo es un sistema de 

transporte de aminoácidos a través de la membrana.  Esta forma de transporte se ha 

corroborado en eritrocitos (Cornell y cols., 1976), glándula mamaria de rata lactante 

(Viña y cols., 1983; Viña y cols., 1983a), en riñón (Meister y cols., 1983), y en otros 

tipos celulares y tejidos (Meister y cols., 1983). 

El GSH es una sustancia que tiene otras funciones importantes.  Una de ellas 

es su función antioxidante.  El GSH interactúa fácilmente con una amplia gama de 

radicales libres cediendo un protón (Yu, 1994).  Una de las funciones antioxidantes 

más importantes del GSH es la eliminación de H2O2  y peróxidos orgánicos en la 



Introducción 

84  

reacción catalizada por la GPX, en la que dos moléculas de GSH donan dos átomos 

de hidrógeno para dar lugar a glutatión oxidado (GSSG), el cual posteriormente es 

reducido por la GR para restaurar el GSH.  La concentración de GSSG en la célula se 

mantiene a niveles muy bajos  (Asunción y cols., 1996); (Viña y cols., 1995). El GSH 

está implicado también en la reducción de varios antioxidantes celulares, como por 

ejemplo el radical vitamina E y el radical semidehidroascorbato (radical de la 

vitamina C) (Niki y cols., 1995). 

Además, el GSH está implicado en la síntesis del DNA. En este proceso los 

ribonucleótidos son transformados a desoxiribonucleótidos por la enzima 

reibonucleótido reductasa. Los agentes reductores en esta reacción son la tioredoxina 

o la glutaredoxina (Holmgren, 1979), que es dependiente a su vez del GSH.  

La síntesis y degradación de las proteínas también se ve afectada por el GSH, 

de forma que las fases de iniciación y elongación del proceso de traducción que 

tienen lugar en la síntesis proteica se inhiben cuando el GSH se oxida (Ochoa, 1983; 

Zehavi-Willner y cols., 1970).  Los responsables de la inhibición de la síntesis 

proteica pueden ser tanto la depleción del GSH, como el incremento del GSSG como 

ambos a la vez (Kosower y cols., 1983).  Por otra parte, el GSH contribuye al 

mantenimiento del estado redox celular, al cual son sensibles las proteínas.  Estas 

cambian su función y conformación ante cambios en el estado redox, siendo más 

susceptibles de degradación cuando éste es más oxidante (Dröge, 2002).  Por tanto, y 

debido al cambio de conformación que pueden sufrir algunas proteínas enzimáticas 

que alteran su función, el GSH, en la medida en que mantiene  los tioles proteicos de 

aquellas permite mantener la conformación y regular la actividad enzimática de 

enzimas metabólicas importantes, evitando la formación de disulfuros mixtos y 

puentes disulfuro.  Un ejemplo es la glucógeno sintetasa D, la cual es inactivada por 

el GSSG y reactivada por el GSH (Ernest y cols., 1973). 

Por otra parte, la depleción de GSH en hepatocitos aislados de rata ayunada 

produce una disminución de la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato y otros 

precursores (Sáez y cols., 1985).  La explicación a este hecho es que algunas enzimas 

de esta vía requieren del GSH para  su actividad normal, como la fosfoenolpiruvato 
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carboxiquinasa, aunque existen también otras enzimas gluconeogénicas con grupos 

tioles que pueden verse afectadas por la depleción de GSH.     

Además, el GSH actúa como cofactor para algunas enzimas, como la 

glioxalasa I y II, en las cuales el GSH se consume en la primera reacción y se 

regenera en la segunda (Racker, 1951). 

 El glutatión cumple además una función importante como almacén y forma 

de transporte de cisteínas (Meister, 1995).  La cisteína, incluso a concentraciones no 

excesivamente altas, es tóxica para la célula (Viña y cols., 1983; Viña y cols., 1983a).  

Una forma de almacenar tioles no proteicos es hacerlo en forma de glutatión, en lugar 

de cisteína (Viña y cols., 1986). 

 El GSH está también implicado en otras funciones como la detoxificación de 

xenobióticos (Chasseaud, 1974), como la metabolización del paracetamol (Mason y 

cols., 1986; Viña y cols., 1980), con lo que  el tratamiento con metionina y N-acetil 

cisteína por vía oral podría estar indicado en el tratamiento de la hepatotoxicidad por 

paracetamol (Viña y cols., 1986), y también en el control del crecimiento celular 

(Terradez y cols., 1993) y en la regulación de la apoptosis (Esteve y cols., 1999). 

  

1.3.2.2.2. Vitamina E. 

La vitamina E es el antioxidante más abundante en la naturaleza.  El término 

vitamina E aglutina al menos ocho isómeros estructurales de tocoferoles y 

tocotrienoles.  Entre ellos, el á-tocoferol es el más estudiado y el que tiene mayor 

actividad antioxidante (Burton y cols., 1990; Janero, 1991). 

Debido a su alta liposolubilidad, la vitamina E se asocia a membranas ricas en 

lípidos, como la membrana mitocondrial, la del retículos plasmático o la membrana 

plasmática.  Aunque habitualmente la cantidad de vitamina E en las membranas es 

baja, la suplementación dietética de esta vitamina puede aumentar su contenido 

(Janero, 1991). 

La acción antioxidante de la vitamina E reside en su capacidad para 

neutralizar los radicales superóxido, hidroxilo y lipoperoxilo a formas menos 

reactivas, además de ser capaz de romper la reacción en cadena de lipoperoxidación 

que ocurre en el daño oxidativo a las membranas (Burton y cols., 1990). 
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La neutralización por la vitamina E de un radical provoca la formación del 

radical vitamina E, disminuyendo el contenido celular de vitamina E (Burton y cols., 

1990; Janero, 1991; Packer y cols., 1979). Por su parte el radical vitamina E es 

reciclado a vitamina E a costa de diversos antioxidantes, como  el glutatión o el 

ascorbato (Burton y cols., 1990; Packer y cols., 1979). 

 

1.3.2.2.3. Vitamina C. 

La vitamina C (ácido ascórbico) es hidrofílica, y  al contrario que la vitamina 

E, funciona mejor en medios acuosos.   A pH fisiológico la forma predominante es el 

anión ascorbato (Yu, 1994).  El ascorbato está presente en todos los tejidos, pero es 

especialmente abundante en el tejido adrenal (Yu, 1994). 

 La vitamina C como antioxidante tiene una doble importancia.  En primer 

lugar como agente antioxidante capaz de neutralizar los radicales superóxido, 

hidroxilo y lipohidroperóxido.  En segundo lugar, como agente fundamental en la 

regeneración de la vitamina E (Packer y cols., 1979).  Al reciclar la vitamina E, se 

consume el ascorbato pasando a radical ascorbato, el cual puede ser a su vez reciclado 

por la NADH semiascorbil reductasa o por tioles celulares como el glutatión o el 

ácido dihidrolipoico (Sevanian y cols., 1985). 

 El incremento de los niveles celulares de vitamina C aumenta la protección 

contra los radicales libres, sin embargo, en concentraciones altas, la vitamina C tiene 

un efecto prooxidante en presencia de metales de transición como el Fe 3+ o el Cu 2+. 

La acción prooxidante de la vitamina C reside en su capacidad para reducir el hierro 

férrico a ferroso, el cual es un potente inductor de radicales.  Es por todo ello que la 

utilización de megadosis de vitamina C ha sido cuestionada por algunos autores (Yu, 

1994). 

 

 

1.3.2.2.4. Ácido α-lipoico. 

El ácido α-lipoico (α-LA) es un compuesto natural que actúa como cofactor 

de complejos α-dehidrogenasa y participa en reacciones de transferencia de grupos 

que contienen azufre (Packer, 1994).  Se encuentra en muy bajas concentraciones en 
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los tejidos animales, unido habitualmente a complejos enzimáticos, por lo que no está 

disponible habitualmente como antioxidante  (Packer, 1994).  No obstante, el ácido 

α-lipoico exógeno y libre (no unido a complejos enzimáticos) puede tener un papel 

importante como antioxidante y participando en el reciclaje del ascorbato  (Kagan y 

cols., 1992; Packer, 1994). Tras la ingesta, el ácido α-lipoico se reduce a ácido 

dihidrolipoico (DHLA), el cual es un potente antioxidante contra los radicales más 

importantes, además de participar en el reciclaje de la vitamina C, proceso por el que 

el DHLA es convertido a ácido α-lipoico. El ácido α-lipoico puede ser reconvertido a 

DHLA mediante procesos enzimáticos celulares  (Packer, 1994).   

 

Figura 12. Engranaje de varios sistemas antioxidantes en colaboración para 

neutralizar los radicales libres 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2.2.5. Carotenoides. 

Los carotenoides son antioxidantes liposolubles situados principalmente en las 

membranas. Las propiedades antioxidantes de los carotenoides residen en su 

estructura, formada por largas cadenas de dobles enlaces conjugados.  Esta 
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disposición permite neutralizar diversos ROS, incluido el radical superóxido y 

radicales peroxilo (Briviba y cols., 1994; Krinsky, 1994; Krinsky y cols., 1982; Yu, 

1994).  De hecho, los carotenoides son capaces de reducir la  peroxidación lipídica 

provocada por los radicales libres  (Krinsky y cols., 1982). 

 Al igual que ocurre con la vitamina C, los â-carotenos pueden funcionar tanto 

como antioxidantes como prooxidantes, comportándose como antioxidantes a 

presiones parciales de oxígeno fisiológicas y como prooxidantes ante ambiente 

hiperóxico (Burton y cols., 1984; Palozza y cols., 1997). 

 

1.3.2.2.6. Ácido Úrico. 

El ácido úrico 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 

continúe la degradación hasta alantoína y urea.    Como consecuencia de lo anterior, 

el ser humano presenta una concentración plasmática de ácido úrico más de 10 veces 

superior a la encontrada en la mayoría de los mamíferos (Cutler, 1984).  El anión 

monovalente urato es la forma en que se encuentra más del 99% del ácido úrico a pH 

fisiológico (Simic y cols., 1989).. 

La dieta puede ser una importante fuente de ácido úrico, ya que la ingestión de 

purinas hace que estas sean transformadas en ácido úrico por la xantina 

óxidoreductasa presente en la mucosa intestinal, de forma que las purinas ingeridas 

no aparecen en la sangre, sino su derivado el ácido úrico (Stone y cols., 1991). 

Además, el ácido úrico y el urato se filtran y secretan en la nefrona, pero el 

90% normalmente se reabsorbe (Ames y cols., 1981; Stone y cols., 1991). 

Es por todo lo anterior por lo que el ácido úrico no parece que sea 

simplemente un producto de desecho de una vía metabólica, y además, se ha 

correlacionado positivamente la concentración de ácido úrico en plasma de distintas 

especies con su esperanza de vida (Cutler, 1984). 

Desde 1960 se conoce que el ácido úrico es un antioxidante.  La concentración  

plasmática de ácido úrico varía considerablemente de un individuo a otro, pero en 

promedio es mayor en los hombres que en las mujeres (Gresser y cols., 1991), y en 

relación con otros antioxidantes no enzimáticos, como la vitamina C, la vitamina E, el 



Introducción 

89  

glutatión u otros, la concentración plasmática de ácido úrico es alta (Cutler, 1984; 

Halliwell y cols., 1989; Stocker y cols., 1991). 

Algunos autores han estimado que el 30-65 % de la capacidad del plasma para 

neutralizar radicales peroxilo es debida al ácido úrico (Frei y cols., 1988; Wayner y 

cols., 1987), y en cuanto a la capacidad de neutralizar al radical hidroxilo en plasma, 

se ha estimado que el ácido úrico es responsable en un 10 a 15 % (Thomas, 1992). 

La mayor concentración de ácido úrico es el interior de la célula endotelial 

(Becker y cols., 1987), siendo estas células endoteliales el sitio de mayor producción 

de ácido úrico en el sistema cardiovascular (Jarasch y cols., 1986; Jarasch y cols., 

1981); (Nees y cols., 1985). Desde este lugar de producción, el ácido úrico se libera 

tanto a la sangre como a otros compartimentos extracelulares (Obst y cols., 1990).   

Esta es una característica importante que diferencia al ácido úrico del resto de 

antioxidantes enzimáticos, y es su presencia en  todos los compartimentos del líquido 

extracelular, habiéndose demostrado su presencia, además de en el plasma, en la 

linfa, el líquido sinovial, el liquido intersticial, fluidos intraoculares, líquido 

amniótico y secreciones nasales (Halliwell y cols., 1989; Peden y cols., 1990; Stone y 

cols., 1991). 

Además, algunas células son capaces de incorporar a su interior el ácido úrico 

formado por otras células, por ejemplo, son capaces de hacerlo los eritrocitos (Greger 

y cols., 1976; Lassen, 1961; Lucas-Heron y cols., 1979; Tiemeyer y cols., 1986), los 

hepatocitos (Giesecke y cols., 1984), y probablemente las células musculares 

cardíacas (Kolassa y cols., 1970; Kroll y cols., 1992). 

El ácido úrico se ha demostrado in vivo como un agente antioxidante, aunque 

en algunos casos sólo en presencia de otros antioxidantes, habiéndose demostrado su 

interacción con la vitamina C (Aruoma y cols., 1989), y también habiéndose 

propuesto que con la oxidación de la vitamina C se previene la oxidación del ácido 

úrico, efecto análogo al que ocurre con la vitamina C y E respectivamente (Esterbauer 

y cols., 1989; Frei y cols., 1988; Stocker y cols., 1991). 
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Figura 13. Colaboración entre el urato y la vitamina C en la detoxificación 

del radical hidroxilo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además de todas estas propiedades neutralizadoras de radicales hidroxilo, del 

oxígeno singlete,  de oxidantes oxohemoglobínicos, de radicales hidroperoxilos y del 

ácido hipocloroso, citados también por Becker (Becker, 1993), el ácido úrico es capaz 

de formar complejos estables en proporción 2:1 con iones férricos, actuando como 

protector contra las oxidaciones catalizadas por el hierro (Davies y cols., 1986). 

Por último, el ácido úrico es capaz de prevenir, por sí solo y a concentraciones 

fisiológicas, la inactivación de algunas enzimas importantes  situadas en el endotelio 

vascular entre otras localizaciones, las cuales disminuyen su actividad por la 

oxidación de la propia enzima, como es el caso de la ciclooxigenasa (Bourgain y 

cols., 1982; Deby y cols., 1981; Ogino y cols., 1979; Pincemail y cols., 1986),  o de la 

ECA (enzima convertidora de la angiotensina), la cual presenta varios grupos 

funcionales sensibles  a la oxidación en su centro activo, y por tanto inhibiendo la 

conversión de angiotensina I en angiotensina II, un potente vasoconstrictor (Leipert y 

cols., 1992). 
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Existen otros muchos antioxidantes no enzimáticos, muchos de ellos presentes 

en las plantas, y cuya descripción sobrepasa los límites de este trabajo, pero no por 
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Ginkgo, del cual se han realizado estudios en este laboratorio en relación con el 

envejecimiento (Sastre y cols., 1998). 

 

1.3.3. Acciones de los radicales libres como señales. 

A altas concentraciones, los radicales libres son perjudiciales y tal como 

hemos visto anteriormente, producen alteraciones dañinas en las macromoléculas.  

Sin embargo, a concentraciones moderadas juegan un importante papel como 

reguladores en los procesos de comunicación y señalización intra e intercelular.  Los 

radicales libres tienen efectos beneficiosos en los seres vivos, los cuales son 

fundamentalmente los siguientes:   

1- desencadenan respuestas tendentes al restablecimiento del 

equilibrio del estado “redox” (homeostasis redox),   

2- desencadenan respuestas fisiológicas beneficiosas para el 

organismo y 

3- participan en las cascadas de señalización que regulan distintas 

funciones y vías metabólicas. 

Como ejemplo de algunas respuestas tendentes al mantenimiento de la 

homeostasis redox podemos citar la inactivación de la óxido nítrico sintetasa (NOS) 

por su propio producto, el óxido nítrico (Abu-Soud y cols., 1995; Buga y cols., 1993); 

(Griscavage y cols., 1994), la activación de la expresión de algunos genes implicados 

en la defensa antioxidante, como la Mn-SOD, la catalasa, la glutatión reductasa, la  

tioredoxina, la glutaredoxina, la NADPH:ferrodoxin óxidoreductasa, la glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa, la hemooxigenasa-1 (HO-1), el transportador de cistina xc  y 

otras (Godon y cols., 1998; Hassan y cols., 1977; Ishii y cols., 1999; Kuge y cols., 

1994; Nakamura y cols., 1994; Nakamura y cols., 1997; Sato y cols., 1999; Schnell y 

cols., 1992; Shull y cols., 1991; Yashpe-Purer y cols., 1977). 

La activación de linfocitos T en la amplificación de la respuesta inmune es 

activada fuertemente por los ROS y/o un desequilibrio del estado redox celular 

(Hehner y cols., 2000), viéndose que el desequilibrio redox es capaz de aumentar la 

señal estimuladora desde el receptor del antígeno, pero no es capaz de reemplazar la 

señal que viene del receptor, por lo que los ROS de un ambiente inflamatorio 
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disminuyen el umbral de activación de las cascadas de señalización activadas por los 

antígenos unidos a sus receptores.   Por otro lado,  dependiendo del estado redox 

intracelular de los macrófagos, estos varían en gran medida la liberación de 

prostaglandinas, interleukina-6 e interleukina-12, regulando asimismo el ratio de 

linfocitos T Helper 1 y 2  (Hamuro y cols., 1999). 

Los ROS también participan en las vías de señalización relacionadas con la 

apoptosis, habiéndose observado que un ambiente prooxidativo no es un prerequisito 

general para la muerte celular programada (Castedo y cols., 1996; Jacobson y cols., 

1994), sin embargo, altas concentraciones de ROS inducen apoptosis en varios tipos 

celulares (Dumont y cols., 1999; Slater y cols., 1995). El NO también está 

relacionado con la apoptosis, viéndose que la apoptosis inducida por NO se asocia a 

un descenso en la concentración de cardiolipina y en la actividad de la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial, así como a la liberación de citocromo c 

mitocondrial al citosol (Umansky y cols., 2000; Ushmorov y cols., 1999).  Algunos 

tipos celulares son resistentes a la apoptosis inducida por NO y bajas concentraciones 

de NO protegen de la apoptosis a algunos tipos celulares por inactivación de ciertas 

caspasas (Cohen, 1997; Kim y cols., 1997; Li y cols., 1997; Maurice y cols., 1998).  

Altas concentraciones intracelulares de GSH se asocian a una mayor resistencia a la 

apoptosis mediada por NO (Umansky y cols., 2000). 
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1.4.  EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO. 

 

1.4.1. DELIMITACIÓN CONCEPTUAL. 

El envejecimiento es un fenómeno fisiológico complejo, influido por muchas 

variables, es un proceso largo, y además se asocia frecuentemente con ciertas 

enfermedades.  

El estudio del devenir del envejecimiento, multifactorial, y por tanto, 

multidisciplinar, ha estado presente en las civilizaciones desde tiempo inmemorial. 

Este estudio se ha llevado a cabo desde distintas perspectivas y en distintas especies 

animales. Por lo tanto, hablamos del proceso de envejecimiento como un complejo 

proceso que algunos autores definen de la siguiente forma: 

 Kirkwood y Austad lo definen como la progresiva pérdida de función 

acompañada de pérdida de fertilidad y aumento de la mortalidad que se produce a 

medida que aumenta la edad de los organismos (Kirkwood y cols., 2000).  

 Harman lo define como la acumulación de cambios responsables de las 

alteraciones secuenciales que acompañan al aumento de edad y el aumento progresivo 

del riesgo de enfermar y morir asociado.  El mismo autor añade que estos cambios se 

pueden atribuir a la enfermedad, al entorno, y a un proceso congénito. Este último 

provoca cambios propios de envejecimiento a un ritmo aparentemente inalterable, que 

aumenta exponencialmente a medida que aumenta la edad.  Los cambios que provoca 

el proceso de envejecimiento son pocos a edades tempranas, y aumentan con la edad 

debido a la naturaleza exponencial del proceso (Harman, 1991). 

Beckman y Ames entienden que no hay un único proceso de envejecimiento 

ni una única causa (Beckman y cols., 1998).  Esto ha hecho necesario el definir las 

alteraciones que son comunes a la mayoría de las células, tejidos y especies animales, 

pero siempre manteniendo y respetando las diferencias, afirmando que en el proceso 

de envejecimiento, se cumplen dos criterios (Johnson y cols., 1999): 

1. La probabilidad de morir aumenta con la edad del organismo. 

2. El fenotipo de todos los individuos sufre cambios a lo largo del tiempo. 

Bernard Strehler, desde el campo de la gerontología, define el envejecimiento 

mediante estas 4 características: 
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1. El envejecimiento es universal, es decir, cualquier cambio asociado al proceso 

de envejecimiento debe darse en menor o mayor medida en todos los 

individuos de una especie. 

2. El envejecimiento es intrínseco, es decir, las causas que lo provocan deben de 

ser de origen endógeno, no siendo provocadas por factores externos o de 

origen ambiental. 

3. El envejecimiento es progresivo, los cambios que se asocian al envejecimiento 

se dan de manera paulatina a lo largo de la vida. 

4. El envejecimiento es deletéreo, es decir que un determinado fenómeno se 

considerará parte del proceso de envejecer si es dañino. 

Por su parte Dröge afirma que los organismos multicelulares en general sufren 

cambios cualitativos con la edad que se manifiestan por una degeneración progresiva 

de las funciones biológicas, un aumento de la susceptibilidad a las enfermedades y un 

aumento de la probabilidad de morir (Dröge, 2002). 

Por tanto, como parte del proceso de envejecimiento, la mayoría, si no todas, las 

funciones fisiológicas pierden eficiencia.  Es el caso de la fuerza, la resistencia, la 

coordinación motora, la filtración renal, la ventilación pulmonar, la audición, la 

visión, la memoria y en general, la capacidad de mantener la homeostasis, 

asociándose una mayor sensibilidad a cualquier estrés, como cambios de temperatura, 

infecciones, traumatismos, así como una menor tolerancia a la glucosa.  En conjunto, 

el parénquima de todos los órganos sufre una atrofia progresiva, que no sólo afecta a 

las células, sino también a los elementos extracelulares, como el colágeno. 
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1.4.2. TEORÍAS DEL ENVEJECIMIENTO. 

El hecho de que el proceso de envejecimiento sea un fenómeno multifactorial 

ha hecho que durante mucho tiempo existan teorías múltiples y variadas, poco 

unificadoras.  Entre ellas, exponemos aquí la clasificación que hacen Tirosh y 

Reznick (Tirosh y cols., 2000): 

 1.Teorías moleculares y celulares. 

  1.1.Teorías genéticas. 

   1.1.1.Teoría de la mutación somática. 

   1.1.2.Teoría del control genético. 

   1.1.3.Teoría del error catastrófico. 

  1.2.Teorías no genéticas. 

   1.2.1.Teoría de los radicales libres. 

   1.2.2.Teoría del “wear and tear”. 

   1.2.3.Teoría de la membrana. 

1.2.4.Teoría de los puentes cruzados moleculares intracelulares. 

 2.Teorías sistémicas y fisiológicas. 

   2.1.Teoría inmunológica. 

   2.2.Teoría SNC-hormonal. 

 

Sin embargo, el intentar establecer teorías unificadoras que permitieran 

reducir el número de ellas haría posible entender y tratar el proceso de envejecimiento 

de forma más fácil y clara.  En este sentido, en la línea unificadora, algunos 

investigadores creen que un pequeño número de mecanismos deteriorantes, de forma 

aleatoria pueden explicar el envejecimiento, mientras que otros abogan por las teorías 

del envejecimiento “programado”, en el cual la senescencia es el destino final del 

proceso de desarrollo. 

En medio de todas estas corrientes y teorías, cierto número de investigadores 

ha aglutinado una serie de ideas que han desembocado en la teoría de los radicales 

libres en el envejecimiento. 
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1.4.3. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO SEGÚN LA TEORÍA DE 

LOS RADICALES LIBRES. 

En 1956, Denham Harman  apreció ciertas similitudes entre el proceso de 

envejecimiento y los efectos de la radiación ionizante, y propuso que los radicales 

libres producidos durante el metabolismo aeróbico causaban un daño oxidativo 

acumulativo, provocando el envejecimiento y la muerte (Harman, 1956). Además, 

por aquel entonces se había descubierto que la irradiación del agua generaba radical 

hidroxilo (•OH) (Stein y cols., 1948) y que había radical hidroxilo (•OH) en la 

materia viva (Commoner y cols., 1954). 

 Esta teoría ganó crédito con la identificación en 1969 de la enzima 

antioxidante superóxido dismutasa (SOD) (McCord y cols., 1969), lo cual significó la 

primera evidencia de la existencia de formación endógena de  radical superóxido (O2
-

•) in vivo.  La utilización de la SOD como herramienta para encontrar localizaciones 

subcelulares generadoras de O2
-• afianzó la teoría de los radicales libres en el 

envejecimiento al determinar a la mitocondria como la principal fuente de ROS 

endógenos (Boveris y cols., 1973; Chance y cols., 1979).  Fue Harman de nuevo 

quien en 1972 sugirió que las mitocondrias podrían considerarse como reloj biológico 

del envejecimiento, ya que la tasa de consumo de oxígeno podría determinar la 

acumulación de daño mitocondrial producido por las reacciones de los radicales libres 

(Harman, 1972).  Más tarde Miquel propuso la teoría mitocondrial del envejecimiento 

celular (Miquel y cols., 1980).  Esta teoría propone que el envejecimiento celular es 

una consecuencia del ataque oxidativo al genoma mitocondrial de las células 

postmitóticas fijas. Las mitocondrias de las células postmitóticas utilizan el oxígeno a 

alta velocidad, liberando ROS, superando estos las defensas antioxidantes. La 

importancia de las mitocondrias en el envejecimiento celular se deriva de 

experimentos en los que las células a las que se les microinyectan mitocondrias 

procedentes de fibroblastos de ratas viejas degeneraban (Corbisier y cols., 1990).  

El hecho de que las especies con mayor tasa metabólica tuvieran menor 

esperanza de vida potencial (Rubner, 1908), es decir, que el consumo de energía per 

sé era el responsable del envejecimiento, hizo aparecer la hipótesis de la tasa de vida 

(“rate of living” hipótesis) (Pearl, 1928; Rubner, 1908; Sohal, 1976).  La observación  
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de que la producción de energía por la mitocondria era llevada a cabo por oxidación, 

y ésta provocaba la producción de radicales libres, provocó la integración de ambos 

conceptos,  “the rate of living” y la teoría de los radicales libres, apareciendo el 

concepto de que cuanta más respiración (por tanto más producción de radicales 

libres), más se acelera el envejecimiento.  En línea con los resultados anteriores, en la 

década de los noventa se vio la relación inversa entre la tasa de producción de 

peróxido de hidrógeno y le esperanza de vida máxima de las especies (Barja de 

Quiroga, 1999; Sohal y cols., 1996). 

Por lo tanto, y retomando el concepto de estrés oxidativo descrito 

anteriormente, la clave del envejecimiento estaría en el equilibrio entre tres aspectos:

  -formación de agentes oxidantes. 

  -protección por agentes antioxidantes. 

  -reparación del daño oxidativo producido. 

En este sentido, a pesar de que la interpretación más ambiciosa de la teoría de 

los radicales libres en el envejecimiento pretende afirmar que el estrés oxidativo está 

directamente implicado en la esperanza de vida, de lo que no cabe duda es que el 

estrés oxidativo juega un papel decisivo en el proceso de envejecimiento, siendo un 

aspecto importante en la fisiopatología del envejecimiento. 

Si damos un paso más, y atendemos al papel que juegan los radicales libres en 

la regulación de las funciones fisiológicas, nos damos cuenta que éstos afectan los 

niveles de más de 100 proteínas en levaduras (Saccharomyces cerevisiae) (Godon y 

cols., 1998) y también muchas  en los mamíferos, entre las cuales se encuentran 

algunas enzimas importantes en la regulación de las vías metabólicas, como la 

glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, o la aconitasa.  Esto significa que los radicales 

libres no son sólo productos intermedios del metabolismo, sino que son también 

reguladores de la tasa metabólica (Finkel y cols., 2000), con lo que se cierra el círculo 

en el que la tasa metabólica determinaría el nivel de producción de radicales libres, y 

éstos a su vez, modularían la tasa metabólica. 

La evidencia de que el envejecimiento se asocia a: 

-un aumento de la producción de agentes oxidantes 

-una disminución de la solidez de las defensas antioxidantes 
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-una disminución de la efectividad de los mecanismos de reparación y 

-un aumento de productos finales del daño oxidativo, 

refuerza la teoría de los radicales libres en el envejecimiento (Beckman y cols., 

1998). 

 Otro elemento que juega a favor de la teoría de los radicales libres es la 

comparación entre especies, donde se puede observar que las especies con mayor 

esperanza de vida potencial manifiestan una menor producción mitocondrial de 

agentes oxidantes (Beckman y cols., 1998).  En este proceso han ayudado a aclarar 

algunas discordancias los trabajos de Barja y cols. al demostrar que no es sólo el 

consumo de oxígeno la variable que se relaciona con la longevidad máxima, sino la 

producción mitocondrial de radicales libres en relación al oxígeno consumido, la cual 

varía según la especie, y explica que las aves tengan un consumo de oxígeno alto y a 

su vez una esperanza de vida larga (Barja y cols., 1994). 

Por lo tanto, se ha demostrado que los radicales libres están muy relacionados 

con el proceso de envejecimiento, lo cual no significa que sean la causa.  

La teoría de los radicales libres aboga porque éstos son la causa del 

envejecimiento.  Si se entiende esta teoría como que los radicales libres contribuyen 

significativamente al proceso de envejecimiento, la teoría se ha confirmado.  Si se 

entiende que los radicales libres determinan la esperanza de vida máxima de la 

especie, entonces los datos disponibles no permiten aún confirmar la teoría, aunque sí 

hay un amplio cuerpo de conocimiento que la apoya (Beckman y cols., 1998). 
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1.5.  EL EJERCICIO FÍSICO. 

 

1.5.1. TIPOS DE EJERCICIO FÍSICO.  

  El ejercicio físico es una actividad inherente al movimiento, y que nos 

permite desarrollarnos y llevar a cabo nuestras funciones vitales.  

 El ejercicio físico lo podemos clasificar según diferentes criterios, con lo que, 

orientándolo al estudio de los radicales libres, vamos a clasificarlo según el sustrato 

energético que utiliza.  Así, aunque la energía necesaria para la contracción muscular, 

consumida por las miosina-ATPasas, sólo la pueden obtener del ATP, éste puede 

obtenerse a través de varias vías metabólicas.  Si el ejercicio es de baja intensidad, y 

la cadena respiratoria de la mitocondria produce suficiente ATP, ésta será la fuente 

principal de ATP.  Sin embargo, si el ejercicio es de más alta intensidad y la 

mitocondria no puede sintetizar todo el ATP que se está catabolizando, entonces se 

obtiene ATP por la vía de la glucolisis anaeróbica, que es una vía más rápida en la 

síntesis de ATP, pero cuya eficiencia no es tanta como la del metabolismo aeróbico, y 

además, no puede estar mucho tiempo sintetizando ATP y acumulando ácido láctico. 

Otra vía de obtención de ATP es la que lo obtiene a partir de los depósitos de 

fosfocreatina, la cual es desfosforilada por la creatina-kinasa para formar ATP a partir 

de ADP, también sin necesidad de oxígeno.  Por tanto, atendiendo a la vía metabólica 

mayoritariamente implicada en la obtención del ATP, distinguimos entre 

metabolismo aeróbico y anaeróbico. 

Si utilizamos un criterio físico o mecánico, podemos clasificar las 

contracciones musculares en tres tipos: 

 

-contracción concéntrica, en la que el músculo se activa y se acorta (sus dos 

inserciones se acercan durante la contracción). 

-contracción isométrica, en la que el músculo se activa y no puede vencer la 

resistencia que tiene, con lo que su longitud no cambia. 

-contracción excéntrica, en la que el músculo se activa pero la resistencia le 

vence, y se estira (sus dos inserciones se alejan durante la contracción).  
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Esta clasificación es importante, porque los ejercicios se clasificarán según el 

tipo de contracción que predomine, y se ha observado que el ejercicio excéntrico 

produce más daño oxidativo que el concéntrico (Newham y cols, 1983; Newham y 

cols., 1986; Armstrong, 1986; Armstrong, 1990). 

 

Tabla  2 . Características de diferentes tipos de actividad contráctil. 

 Excéntrico Isométrico Concéntrico 

Movimiento del músculo Alargamiento Estático Acortamiento 

Fuerzas mecánicas Altas Bajas Bajas 

Actividad eléctrica Baja Alta Alta 

Coste metabólico Bajo Alto Alto 

Tendencia a inducir daño muscular Alta Baja Baja 

Tendencia a inducir fatiga Alta Baja Baja 

Tendencia a inducir dolor Alta Baja Baja 

 

 Según el grado de agotamiento, si el ejercicio se realiza hasta el agotamiento o 

no, se denomina ejercicio físico agotador (exhaustivo) o ejercicio físico no agotador 

(no exhaustivo), respectivamente. 

 Un criterio que está adquiriendo importancia es el de la continuidad o no del 

ejercicio, distinguiéndose el ejercicio continuo del ejercicio intermitente. Este 

consiste en la realización de varias repeticiones con intervalos de descanso entre ellas, 

en los cuales puede que se produzcan procesos que el ejercicio continuo no permita, 

como por ejemplo la expresión de proteínas de choque térmico que pueden proteger a 

la mitocondria (Tonkonogi y cols., 1999). 

 Algunos autores también clasifican el ejercicio físico según su duración. 
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1.5.2. PRODUCCIÓN DE RADICALES LIBRES DURANTE EL 

EJERCICIO FÍSICO. 

El ejercicio físico agotador se ha visto que aumenta la producción de radicales 

libres (Davies y cols., 1982; McArdle y cols., 1995; McArdle y cols., 1999; Sjödin y 

cols., 1990).   Estos radicales libres están relacionados con la fatiga muscular y 

provocan ciertos cambios indicativos de estrés oxidativo no sólo en el músculo 

esquelético, sino también en otros órganos, como el hígado. De hecho el ejercicio 

físico exhaustivo provoca el aumento del cociente GSSG/GSH en las células 

musculares de rata (Lew y cols., 1985; Sen y cols., 1994) así como en sangre de 

humanos (Duthie y cols., 1990; Gohil y cols., 1988; Sastre y cols., 1992; Sen y cols., 

1994). Además se ha visto que la administración de N-acetil cisteína, mejora el estrés 

oxidativo en el ejercicio físico en humanos (Sastre y cols., 1996).  Las posibles 

fuentes de estos radicales libres en el ejercicio físico se esbozan a continuación. 

 

1.5.2.1. La cadena de transporte electrónico del músculo esquelético. 

 

El 85 % del oxígeno utilizado por la célula se consume en la cadena de 

transporte electrónico, actuando éste como aceptor de electrones en el proceso de 

respiración mitocondrial (Chance y cols., 1979; Shigenaga y cols., 1994).  De él, un 

2-5% sufre una reducción, dando lugar al radical superóxido.  Una reducción más de 

este superóxido da lugar a lo formación de peróxido de hidrógeno, el cual se libera en 

la mitocondria aislada (Boveris y cols., 1973; Loschen y cols., 1974).  Para evitar el 

daño oxidativo, la mitocondria está dotada de una enzima mitocondrial específica, la 

superóxido dismutasa que previene el daño que podría producir el radical superóxido.  

Asimismo, también se ha evidenciado la presencia de radical hidroxilo en la 

mitocondria de músculo esquelético ejercitado, el cual parece estar relacionado con la 

tensión desarrollada por el músculo (Barclay y cols., 1991; O´Neill y cols., 1996). 

 Durante el ejercicio físico el consumo de oxígeno por parte del músculo puede 

aumentar más de 100 veces (Tonkonogi y cols., 2002) y el consumo de oxígeno del 

organismo entero puede aumentar 20 veces (Meydani y cols., 1993). Este hecho junto 

con la observación de que el ejercicio físico se asocia a un aumento de la producción 
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de radicales libres hizo pensar que éstos provenían de la cadena de transporte 

electrónico de la mitocondria. Sin embargo, Chance y cols. demostraron que la 

formación de radicales libres por la mitocondria cuando ésta está en estado 3, es 

decir, cuando está consumiendo oxígeno activamente (hay ADP), es insignificante, y 

más tarde Papa dio una explicación molecular a este hecho (Papa y cols., 1997). Otros 

autores no han encontrado evidencia de que el aumento de la producción de radicales 

libres  en ejercicio pliométrico provenga de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial (McArdle y cols., 1999). 

En cuanto al efecto del ejercicio sobre la función mitocondrial, los resultados 

son controvertidos. En estudios realizados en animales se ha propuesto que la función 

mitocondrial se ve afectada si el ejercicio realizado es de alta intensidad (Chen y 

cols., 1994; Gollnick y cols., 1990; Willis y cols., 1994). Estudios morfológicos 

demuestran cambios en la ultraestructura mitocondrial tras realizar ejercicio de alta 

intensidad (McCutcheon y cols., 1992; Nimmo y cols., 1982; Schmid y cols., 1983). 

Estos cambios han sido interpretados como adaptaciones normales al aumento de la 

demanda energética o como un tipo de daño mitocondrial.  Otros autores no han 

encontrado evidencia de que la función mitocondrial se vea afectada por el ejercicio 

prolongado o de alta intensidad (Heunks y cols., 1999; Madsen y cols., 1996; 

Tonkonogi y cols., 1999; Viña y cols., 2000b), o por el ejercicio excéntrico (Walsh y 

cols., 2001) y otros han visto que la función mitocondrial aumenta tras ejercicio 

intermitente (Tonkonogi y cols., 1999) y tras ejercicio prolongado a moderada 

intensidad (Tonkonogi y cols., 1998). 

 

1.5.2.2. Metabolismo de los prostanoides. 

Las prostaglandinas parece que sean liberadas del músculo esquelético sujeto 

a varios tipos de estrés, incluida la excesiva contracción (McArdle y cols., 1991; 

Rodeman y cols., 1982; Smith y cols., 1982).  La conversión del ácido araquidónico a 

prostaglandinas implica una serie de reacciones que llevan implícita la producción de 

radicales libres como productos intermedios.   La capacidad de producir radicales 

libres en el ejercicio por esta vía no está aún clara. 
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1.5.2.3. Catecolaminas. 

La liberación de catecolaminas está aumentada durante el ejercicio.  Se ha 

comunicado que las catecolaminas pueden autooxidarse formando radicales libres 

(Jewett y cols., 1989). 

 

1.5.2.4. NAD(P)H oxidasa. 

Esta enzima se sabe que actúa en los neutrófilos y en otros tipos celulares 

(Babior, 1984; Rossi, 1986).  Sin embargo, no está claro si esta enzima está presente 

en la célula muscular, ni si  sería influida por la actividad contráctil (Duncan, 1991). 

  

1.5.2.5. Xantina óxidoreductasa.  

En el músculo esquelético sometido a ejercicio físico aeróbico, no agotador, la 

demanda de ATP es satisfecha por la cadena de transporte electrónico mitocondrial, 

la cual adapta su producción de ATP a la demanda alcanzando un estado estable 

(steady state).  Sin embargo, si el ejercicio es lo suficientemente intenso como para 

que esta fuente de suministro de ATP no pueda satisfacer la demanda, entonces 

aumenta la  concentración de ADP, y otros metabolitos de las purinas en el plasma 

(Bangsbo, 1994).  Esta circunstancia, junto a la alteración de la homeostasis del 

calcio que puede estimular las proteasas calcio-dependientes y el hecho de que el 

endotelio capilar de los músculos posea la enzima XOR hace que durante el ejercicio 

físico agotador esta enzima tenga las condiciones favorables para producir radicales 

libres.  La participación de la XOR en el estrés oxidativo asociado al ejercicio físico 

ha sido demostrada en nuestro laboratorio (Heunks y cols., 1999; Viña y cols., 2000a; 

Viña y cols., 2000b). 

El músculo esquelético posee escasa cantidad de XOR, y esta se localiza en el 

endotelio de los vasos musculares. 

En cuanto al calcio,  diversos estudios demuestran que el metabolismo del 

calcio se altera durante una excesiva actividad contráctil en el músculo esquelético 

(Claremont y cols., 1984; McArdle y cols., 1992) y que el daño inducido por la 

actividad contráctil puede reducirse o prevenirse  modificando los niveles de calcio 

en músculo (Jones y cols., 1984), o la inhibición del proceso patológico mediado por 
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el calcio (Jackson y cols., 1984).  La evidencia de que la proteasa calcio-dependiente 

es activada en el músculo esquelético en el ejercicio es indirecta, pero puede inferirse 

de la característica rotura de la línea Z que se observa con microscopía electrónica 

(Friden y cols., 1992; Friden y cols., 1983). 

En cuanto a los metabolitos, muchos tipos de ejercicio se han asociado con 

cambios en  el metabolismo de las purinas (Hellsten-Westing y cols., 1991; Sutton y 

cols., 1980), y los cambios en la hipoxantina son particularmente evidentes en los 

sujetos que llevan a cabo ejercicio  que provoca isquemia  (Patterson y cols., 1982; 

Smith y cols., 1982). La fatiga muscular que aparece cuando se realiza ejercicio físico 

agotador se correlaciona con un aumento del contenido de hipoxantina e IMP en el 

músculo (Norman y cols., 1987; Waern y cols., 1993).  Además, la hipoxantina es 

liberada rápidamente desde el músculo al suero (Patterson y cols., 1982; Bothius y 

cols., 1988), y entonces puede ser el sustrato para la xantina oxidasa del endotelio 

capilar.  Aunque el músculo esquelético parece ser la fuente mayoritaria de 

producción de hipoxantina durante el ejercicio, la transformación a xantina y ácido 

úrico puede ocurrir en tejidos alejados del sitio de producción (Sahlin y cols., 1992). 

Por lo tanto, lo más probable para que se den estas condiciones es que se 

realice un tipo de ejercicio de muy alta intensidad  y poca duración,  o un ejercicio 

incremental que  lleve al agotamiento, más que un ejercicio de moderada o baja 

intensidad.  

 

1.5.2.6. Otras fuentes de radicales libres. 

 

1.5.2.6.1. Leucocitos con capacidad fagocítica. 

La lesión de la fibra muscular va seguida de la invasión por macrófagos y 

otros fagocitos que llegan por la sangre y el intersticio (Armstrong, 1986).  Como 

parte del proceso de fagocitosis, liberan una cantidad sustancial de radicales libres 

para  provocar la degeneración del área dañada  (Kleban, 1982; Malech y cols., 

1987).   La suplementación con antioxidantes no puede actuar mucho en la 

prevención del daño muscular, pero a priori, debe provocar la neutralización del 

estrés oxidativo provocado por los fagocitos. 



Introducción 

105  

1.5.2.6.2. Producción de radicales libres secundariamente a la 

acumulación de calcio intramuscular. 

Algunos autores han propuesto que el fracaso en la homeostasis del calcio 

intramuscular es un paso clave en la lesión muscular asociada al ejercicio 

(Armstrong, 1990; Gollnick y cols., 1989; Jones y cols., 1984; McArdle y cols., 

1992).  Puede ser que este fracaso de la homeostasis del calcio sea  secundario a un 

aumento de la actividad de los radicales libres, como ocurre en otros tejidos (Burton, 

1988), pero esta posibilidad es contradicha por algunos estudios en músculo 

esquelético (Jackson y cols., 1984; Jackson y cols., 1991; McArdle y cols., 1994; 

Phoenix y cols., 1989; Phoenix y cols., 1991; Rice-Evans, 1990).   Si la alteración del 

calcio fuera el primer acontecimiento, un aumento intracelular de éste activaría las 

fosfolipasas y enzimas proteolíticas, conduciendo a la liberación de ácidos grasos 

libres y a la disrupción de las membranas de las estructuras intracelulares.  Además, 

en un intento de amortiguar el calcio intracelular, la mitocondria se sobrecargaría de 

calcio, corriendo el peligro de un eventual fracaso de la producción de ATP, con un 

aumento de la producción de superóxido. 

 

1.5.2.6.3. Producción de radicales libres secundariamente a la ruptura 

de proteínas que contienen hierro. 

La capacidad  del hierro para catalizar reacciones de producción de radicales 

libres es bien conocida (Halliwell y cols., 1985).  Los deportes de resistencia y 

aquellos que conllevan un alto impacto mecánico, causan una destrucción de 

eritrocitos con liberación de hierro y por tanto , una potencial fuente de hierro 

catalítico.  Asimismo, al dañarse la fibra muscular, se liberan a la circulación grandes 

cantidades de mioglobina, con su hierro correspondiente. Cooper y colaboradores 

sugieren que la interacción de la metamioglobina y la metahemoglobina con 

peróxidos son responsables significativamente del estrés oxidativo producido durante 

el ejercicio físico (Cooper y cols., 2002). 
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1.5.3. ACCIONES BIOLÓGICAS DE LOS RADICALES LIBRES 

DERIVADOS DEL OXÍGENO DURANTE EL EJERCICIO FÍSICO. 

 

1.5.3.1. Peroxidación lipídica y ejercicio físico. 

En el ejercicio físico, los estudios que hay realizados indican que hay un 

aumento de peroxidación lipídica tanto cuando  se realiza ejercicio aeróbico como 

cuando éste es anaeróbico (Alessio y cols., 1988b).  Sin embargo, Alessio y 

colaboradores comprobaron que si comparaban los niveles de malondialdehído 

(MDA), un marcador de peroxidación lipídica que se acumulaban tras carrera hasta el 

agotamiento (aeróbico-anaeróbico) y tras el mismo tiempo de ejercicio isométrico al 

50% de una repetición máxima, éste último producía más lipoperoxidación, 

incrementándose los niveles de MDA un 5,6% sobre los niveles basales en el caso de 

la carrera hasta el agotamiento, y un 25.4% en el caso del ejercicio isométrico 

(Alessio y cols., 1998).   Por su parte, Ortenblad y cols.  no encontraron diferencias 

en la peroxidación lipídica que producía la realización de seis repeticiones de 30 

segundos con una  micropausa de 2 minutos entre ellas (Ortenblad y cols., 1997).  Sin 

embargo, esta falta de peroxidación se atribuyó a un aumento de varias enzimas 

antioxidantes clave, como la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión reductasa, y la 

glutatión peroxidasa. 

 

1.5.3.2. Oxidación proteica y ejercicio físico. 

 El primer trabajo que demostró que las ratas sometidas a ejercicio físico 

agotador  acumulaban mayores niveles de grupos carbonilo en las proteínas se 

publicó en 1992 (Reznick y cols., 1992).  Otros aut ores han corroborado dicha 

afirmación (Radak y cols., 1998).  Este efecto disminuía si varias semanas antes de la 

realización del ejercicio se les alimentaba con altas dosis de vitamina E. Además, se 

ha demostrado no sólo que el ejercicio aumenta la síntesis proteica y la degradación 

(Radak y cols., 1998), sino que la actividad del complejo proteosómico está 

aumentado tras el ejercicio físico crónico, lo cual es interpretado como efecto 

beneficioso ya que aumenta la capacidad del músculo de eliminar las proteínas 
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dañadas por agentes oxidantes producidos por el ejercicio físico (Radak y cols., 1999; 

Radak y cols., 2000). 

1.5.3.3. Daño al DNA celular inducido por el ejercicio físico. 

Los radicales libres afectan también al DNA, y el ejercicio físico agudo 

aumenta el daño al DNA (Niess y cols., 1996), tal como se evidencia por el aumento 

de  8-OhdG  (Asami y cols., 1998; Radak y cols., 1999).  Sin embargo, en seres 

humanos entrenados el nivel de daño al DNA no aumentaba tal como lo hacía en los 

no entrenados (Pilger y cols., 1997; Radak y cols., 2000). 

 

1.5.4. INDUCCIÓN DE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES POR EL 

EJERCICIO FÍSICO.  

Dado que las defensas antioxidantes son capaces de adaptarse ante una 

exposición crónica a agentes oxidantes, es de esperar que ante la realización crónica 

de ejercicio físico (entrenamiento) se produzca una adaptación en respuesta a los 

agentes oxidantes que produce el ejercicio físico.   

En lo referente a  SOD en el músculo esquelético, aunque algunos autores no 

observan un aumento en respuesta al entrenamiento (Alessio y cols., 1988a; Ji y cols., 

1988; Laughlin y cols., 1990), la mayoría encuentran un aumento en la actividad 

SOD total (Higuchi y cols., 1985; Jenkins, 1988; Leeuwenburgh y cols., 1994; 

Leeuwenburgh y cols., 1997; Leeuwenburgh y cols., 1995; Leeuwenburgh y cols., 

1996; Leeuwenburgh y cols., 1996; Oh-Ishi y cols., 1997; Oh-Ishi y cols., 1997; 

Powers y cols., 1994; Powers y cols., 1994; Powers y cols., 1992).  Las diferencias 

pueden atribuirse a que el ejercicio físico de alta intensidad produce una mayor 

adaptación de la actividad SOD del músculo esquelético que el ejercicio de baja 

intensidad (Powers y cols., 1999). 

La glutatión peroxidasa también se modifica con el entrenamiento de forma 

dependiente de la intensidad y duración del ejercicio (Powers y cols., 1999), sin 

embargo la actividad catalasa parece que inexplicablemente se reduce tras realizar 

ejercicio físico. 

El contenido de GSH en el músculo aumenta con el entrenamiento 

(Leeuwenburgh y cols., 1994; Leeuwenburgh y cols., 1997; Marin y cols., 1993; Sen 
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y cols., 1992), lo cual apunta a un aumento de la capacidad de captación de GSH por 

parte de la fibra muscular. 

 

1.5.5. AFECTACIÓN MUSCULAR ASOCIADA AL EJERCICIO FÍSICO.  

Estudios histológicos han mostrado que  tras el ejercicio se produce un daño 

estructural en el músculo esquelético tanto de animales como de  humanos, y 

profundizando más, podemos afirmar que el tipo de ejercicio que implica un 

predominio del componente excéntrico del movimiento es el que ha mostrado 

provocar un mayor daño muscular (Armstrong y cols., 1983).   Este daño se 

manifiesta como alteración del sarcolema (Armstrong y cols., 1979),  distensión y/o 

rotura de retículo sarcoplásmico (Manfredi y cols., 1991), alteraciones 

citoesqueléticas (Friden y cols., 1984; Lieber y cols., 1994),  distorsión de los 

componentes contráctiles miofibrilares (Armstrong, 1990; Manfredi y cols., 1991), y 

edema muscular (Komulainen y cols., 1993; Peeze Binkhorst y cols., 1990). 

Inicialmente se observan lesiones microscópicas consistentes en la disrupción de las 

bandas miofibrilares y más tarde, al 2º-4º día se observa invasión de células 

fagocíticas y degeneración de estructuras celulares. Al 4º-6º día se observan signos de 

regeneración, con la activación de las células satélite (McArdle y cols., 2000).  Se ha 

observado morfológicamente que la xantina óxidoreductasa endotelial se modifica 

tras la realización de ejercicio físico de larga duración (Duarte y cols., 1994; Räsänen 

y cols., 1996). 

Las actividades plasmáticas de enzimas específicas del músculo, como la 

creatina kinasa (CK) y la lactato deshidrogenasa (LDH) se usan como marcadores de 

daño del tejido muscular (Apple y cols., 1988; Jones y cols., 1983; Lijnen y cols., 

1988; Lott, 1984).  La más utilizada es la CK, y hay otras, aparte de las citadas 

anteriormente, que son menos utilizadas como marcadores, como la GOT, la 

mioglobina y la anhidrasa carbónica III. 

La liberación de enzimas musculares en deportistas se usa para estimar la 

cantidad de daño muscular después de hacer ejercicio, basándose en la suposición de 

que  la liberación  de enzimas musculares se relaciona con la cantidad de enzimas 
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musculares así como la cantidad de daño muscular provocado por el ejercicio (Apple 

y cols., 1988; Friden y cols., 1983; Janssen y cols., 1989). 

Por su parte, Armstrong  en 1983 demostró que ratas no entrenadas sometidas 

a ejercicio físico agotador liberaban más enzimas musculares que las entrenadas. 

La liberación de estas proteínas intracelulares se  cree que es debida a cambios 

en la permeabilidad o a rotura de  la membrana muscular (Komulainen y cols., 1994). 

Algunos autores no encuentran correlación entre la liberación de enzimas 

musculares y el daño muscular analizado histológicamente (Van Der Meulen y cols., 

1991), lo cual apoya el hecho de que el aumento en la liberación de enzimas sea 

permitido por el aumento de la permeabilidad de la membrana.  El mecanismo no se 

conoce con seguridad, y aunque fuera por el aumento de la permeabilidad de la 

membrana, no se conoce cual es el mecanismo por el que ésta aumenta. 
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1.6.  EJERCICIO FÍSICO Y ENVEJECIMIENTO. 

  

Hay considerable bibliografía y está generalmente aceptado que  el ejercicio 

físico de resistencia y de fuerza provoca unas adaptaciones que se oponen a muchas 

de las características asociadas al envejecimiento (ver tabla 3). Además, el ejercicio 

físico habitual disminuye el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, 

diabetes tipo 2 y osteoporosis (McCarter, 2000). El ejercicio físico voluntario se 

asocia a una mayor esperanza de vida media, posiblemente debido a lo anterior, 

aunque no aumenta la esperanza de vida máxima.  Esto ha sido interpretado como que 

el ejercicio físico no influye en el proceso de envejecimiento, pero sí tiene efecto 

protector, lo cual hace que una mayor proporción de la población alcance edades 

avanzadas (McCarter, 2000). 

La morfología y la función muscular se deteriora a medida que avanza la edad 

(Campbell y cols., 1998; Larsson y cols., 1978; Larsson y cols., 1978; Larsson y 

cols., 1997; Lexell y cols., 1988). Además, el músculo esquelético de los mamíferos 

viejos es más susceptible al daño producido por el ejercicio físico, se recupera más 

lentamente de dicho daño, y difiere en su adaptación tras el ejercicio (Brooks y cols., 

1994; Ji y cols., 1998; Lexell, 1995; McArdle y cols., 2000; McBride y cols., 1995).   

Por otra parte, el músculo viejo contiene mayores defensas antioxidantes a medida 

que aumenta su edad, como la Superóxido Dismutasa, la Glutatión Peroxidasa, la 

Catalasa y otras, además de tener una mayor capacidad para captar GSH, ya que la ã -

glutamil transpeptidasa está más elevada en los músculos viejos (Leeuwenburgh y 

cols., 1994). 

 La expresión génica del RNA mensajero que codifica estas enzimas 

antioxidantes no está aumentada en el músculo viejo (Oh-Ishi y cols., 1995) a pesar 

de estar aumentada su actividad, lo cual sugiere que este aumento de las defensas está 

regulado de forma compleja, actuando de alguna forma a nivel posttranscripcional.  

Este aumento de los mecanismos de defensa es específico del tipo de fibra muscular, 

siendo mayor en las fibras tipo I y IIa que en las IIb (Oh-Ishi y cols., 1995).  De las 

enzimas antioxidantes, la que muestra una mayor respuesta al entrenamiento es la 

Glutatión Peroxidasa (Ji y cols., 1998).   
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Tabla 3. Comparación de las características  asociadas al envejecimiento  y al 

ejercicio físico.  (Adaptado de Blumberg y Halpner, 1999). 

 Envejecimiento Ejercicio 

Características metabólicas   

Reacciones de fase aguda � � 

Metabolismo basal � �/= 

Equilibrio del calcio � � 

Tolerancia a la glucosa � � 

Respuesta a la insulina �/= ---- 

LDL-colesterol � � 

Glucógeno muscular � � 

Composición corporal   

Masa ósea � �/= 

Masa grasa � � 

Masa magra � � 

Agua corporal � �/= 

Estrés oxidativo   

Oxidación del GSH � � 

Peroxidación lipídica � �/= 

Daño a la membrana muscular �/= � 

Oxidación de ácidos nucleicos � �/= 

Proteínas carboniladas � �/= 

“�” aumenta;  “�” disminuye; “=” no cambia. 

 

 

En cuanto a las reservas de tioles intracelulares, a pesar de que el 

envejecimiento se asocia a un descenso de las reservas en la mayoría de los tejidos, el 

músculo cardíaco y el esquelético son excepciones, de forma que el contenido de 

GSH no cambia (Leeuwenburgh y cols., 1994) en algunos músculos, pero en otros sí.  
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Otros autores coinciden también y argumentan que el GSH aumenta 

significativamente  en los músculos viejos (Fiebig y cols., 1996), lo cual va asociado 

a un aumento de la  actividad de la ã-glutamil transpeptidasa (Leeuwenburgh y cols., 

1997).  

Aunque hay relativamente pocos estudios referentes a la capacidad oxidativa del 

músculo esquelético en relación con la edad, se sabe que la capacidad respiratoria 

mitocondrial del músculo esquelético disminuye con la edad, que los músculos viejos 

tienen menor área de sección y masa (Hakkinen y cols., 1998; Hakkinen y cols., 

1998; Janssen y cols., 2000; Lexell y cols., 1988; Vandervoort y cols., 1986), y estos 

cambios coinciden temporalmente con una disminución proporcional de fuerza 

(Porter y cols., 1995).  El estrés oxidativo juega un papel importante en la pérdida de 

masa y función muscular (Weindruch, 1995), sin embargo, faltan aun datos 

experimentales que vinculen la pérdida de la capacidad funcional del músculo 

esquelético con el estrés oxidativo (Ji y cols., 1998). 

 Lo que se ha visto es que las mitocondrias  de músculos viejos poseen un 

mayor potencial para producir radicales libres debido a los ligeros cambios 

estructurales de la cadena de transporte electrónico (Kwong y cols., 2000; Nohl y 

cols., 1986).  Algunos estudios han demostrado que no hay un aumento de la 

peroxidación lipídica en músculos viejos en respuesta al ejercicio agudo en 

comparación con músculos jóvenes (Cannon y cols., 1990; Ji y cols., 1990).  Sin 

embargo, se vio que la suplementación con vitamina E reducía más la excreción 

urinaria de peróxidos lipídicos  en viejos que en jóvenes (Meydani y cols., 1990).   La 

posible explicación a estos datos es que los animales viejos no pueden alcanzar una 

intensidad suficiente de ejercicio para provocar la misma producción de radicales 

libres que los animales jóvenes, y además, los viejos disponen de una mayor 

capacidad antioxidante para eliminar los radicales libres producidos (Cannon y cols., 

1990; Ji y cols., 1990).       
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Figura 14.  Factores que causan una pérdida de fuerza muscular con la edad 

(Adaptado de Anthony y cols. 2002). 
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2. OBJETIVOS. 

 

Una vez revisado el estado del conocimiento científico relacionado con el estrés 

oxidativo, el ejercicio físico y el envejecimiento, nos planteamos este trabajo con el 

siguiente objetivo general: 

 

--  Estudiar el origen del estrés oxidativo que provoca el ejercicio físico 

agotador en ratas jóvenes y viejas, 

 

y los siguientes objetivos específicos: 

 

1. Comparar la alteración muscular que provoca el ejercicio físico agotador 

en ratas jóvenes y viejas. 

2. Comparar el estrés oxidativo en sangre, hígado y músculo esquelético de 

ratas jóvenes y viejas, tanto en reposo como tras ejercicio físico agotador. 

3. Estudiar el comportamiento de la enzima xantina óxidoreductasa en 

plasma, hígado, músculo esquelético y aorta,  tanto en el proceso de 

envejecimiento como en el ejercicio físico agotador. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

3.1.   ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

 Se han  utilizado ratas Wistar macho de entre 300 y 550 gramos de peso.   Los 

animales fueron alimentados ad libitum con una dieta de mantenimiento 

manufacturado por PANLAB S.L. (Barcelona).   Los animales tuvieron un ciclo 

lumínico de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y se mantuvieron a una 

temperatura constante de 22ºC y fueron tratados de acuerdo con las recomendaciones 

de la convención de Helsinki.  El acceso al agua fue siempre libre. La utilización de 

estos animales para los experimentos expuestos en este trabajo fue aprobada por el 

Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia.  Los 

animales fueron escogidos según la edad, teniendo unos entre 5 y 6 meses de edad 

(los jóvenes), y los otros, entre 23 y 25 meses (los viejos). 

 De estos dos grupos de animales, se escogieron aleatoriamente algunos para 

ser sometidos al protocolo de agotamiento en cinta rodante, con lo que en total 

hicimos 4 grupos de experimentación: 

   1.Reposo Joven. 

   2.Agotado Joven. 

   3.Reposo Viejo. 

   4.Agotado Viejo. 

Tal como se puede observar en la tabla 4, se han utilizado animales jóvenes y 

viejos. De entre los animales jóvenes se ha escogido aleatoriamente un grupo que ha 

sido sometido a ejercicio físico agotador (grupo Agotado Joven), cuya edad no difiere 

con respecto al resto de jóvenes (grupo Control  Joven). De entre los animales viejos, 

se ha escogido aleatoriamene un grupo que ha sido sometido al mismo protocolo de 

agotamiento que el grupo Agotado Joven (grupo Agotado Viejo).  La edad del resto 

de animales viejos (grupo Control Viejo) no difiere de la edad del grupo Agotado 

Viejo.  La edad  de los animales jóvenes es la que corresponde a animales jóvenes 

adultos, mientras que la edad de los animales viejos corresponde a una edad muy 

avanzada, existiendo una diferencia de edad entre los animales jóvenes y los viejos de  

aproximadamente 20 meses. 
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Tabla 4.  Edad de los distintos grupos experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto al peso, no existe una diferencia estadísticamente significativa entre 

los grupos de la misma edad, pero sin embargo los animales viejos presentan un 

mayor peso que los jóvenes (p<0,01) lo cual es una característica que se asocia al 

envejecimiento (ver tabla 5). 

 

Tabla 5: Peso de los animales pertenecientes a los distintos grupos 

experimentales. 

 

 

 

 

 

 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), con respecto al 
grupo control joven.  El símbolo “##” representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo agotado joven. 

 

 

 
 
 
 

 Edad (meses) 

Control Joven 4,43 ± 0,31 

Agotado Joven 4,25 ± 0,29 

Control Viejo 24,09 ± 0,59  

Agotado Viejo 24,14 ± 0,67  

 Peso (g.) 

Control Joven 408 ± 69 

Agotado Joven 402 ± 23 

Control Viejo  467 ± 82 ** ## 

Agotado Viejo 463 ± 59 ** ## 
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3.2.   APARATOS.     

 

3.2.1. AGITADOR MAGNÉTICO.   

Marca Selecta, modelo Agimatic-S. 

 

3.2.2. CONTADOR DE CENTELLEO:  Tri-carb liquid scintillation 

analyzer. Model 2700TR Series. 

 

3.2.3. BALANZAS:  

-Balanza de precisión Sartorius modelo Tecator 6110. 

  -Balanza Sartorius modelo PT 1200. 

 

3.2.4. BAÑOS:  

 -Baño SBS con termostato de inmersión, modelo TFB provisto de 

agitación magnética automática regulable. 

  -Baño termostático SBS, modelo BT, con bomba de circulación BC-

01. 

 

3.2.5. CENTRÍFUGAS:  

Las centrifugaciones a baja velocidad se realizaron en una centrífuga marca 

Selecta S. A. modelo centronic COD. 7000577. 

Las centrifugaciones a alta velocidad se realizaron en dos centrífugas: 

-Centrífuga refrigerada Heraeus Sepatech Biofuge 17 RS. 

 -Centrífuga refrigerada Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 R. 

 

3.2.6. ESPECTROFOTÓMETRO:  

Kontron Uvikon 922 termostatizado. 

 

3.2.7. EQUIPO DE H. P. L. C.:  

El equipo utilizado para la determinación del GSSG es de la marca Waters y 

está compuesto por: 
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 -Dos bombas Waters, modelo 510. 

 -Un inyector automático modelo 2157, Pharmacia LKB. 

 -Un detector UV λ = 365 nm, de Waters, modelo 441. 

 -Un ordenador pentium III a 2000 kHz  que procesa los 

datos y controla el equipo. 

 -Una columna Spherisorb aminada, de dimensiones 20 x 

0.46 cm de diámetro y 5 µm de diámetro de partícula. 

 

3.2.8. FLUORÍMETRO:  

Perkin Elmer LS 50B. 

 

3.2.9. HOMOGENIZADOR:  

-UltraTurrax T 25, Janke and Kunkel, IKA Biotechnik. 

-Homogenizador marca Ika-Werk, modelo Janke y Kunkel, RW 20 DZM. 

 

3.2.10. INCUBADORA:  

   NAPCO 5415 IR CO2 System. 

 

3.2.11. pH METRO:  

Crison Microph 2001, con un electrodo Inglod. 

 

3.2.12. BOMBA PERISTÁLTICA:  

Para la perfusión hepática se utilizó una bomba peristáltica tipo Hospal DAS, 

modelo 262. 

 

3.2.13. TERMOSTATO:  

Se ha empleado una bomba termostática Haake FE para mantener el líquido 

de perfusión a una temperatura constante de 37 ºC. 

 

3.2.14. BOMBONA DE CARBÓGENO Y MANOREDUCTOR: 
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El medio de perfusión se gaseó con carbógeno: O2CO2 (95/5; V/V), para 

proporcionar un adecuado intercambio gaseoso y para el control del pH del 

medio. 

 

3.2.15. TAPIZ RODANTE:  

Para someter a las ratas a la realización de ejercicio físico se utilizó un tapiz 

rodante Treadmill Li 8706. 

 

3.2.16. ESTACIÓN DE VACÍO:  

Para la evaporación al vacío durante el procesado de las muestras para medir 

la concentración de GSSG se utilizó una estación de vacío marca Millipore, 

modelo Waters PICO-TAG. 

 

3.2.17. BOMBA DE VACÍO:  

Se utilizó una bomba de vacío Maepi, modelo K-520 para el filtrado de los 

solventes que componen las fases móviles de los cromatógrafos.  Se utilizó un 

filtro de 0,2 ìm. de diámetro de poro.  Tanto el equipo de filtración como los 

filtros son de la marca Millipore.   

 

3.2.18. ULTRAMICROTOMO:  

Para la obtención de cortes ultrafinos de tejido para la microscopía electrónica 

se utilizó un aparato marca Reichert-Jung Ultracnt E. 

 

3.2.19. MICROSCOPIO ELECTRÓNICO:  

Para la observación histológica de las muestras se utilizó un aparato marca 

Jeol Jem1010 del Departamento de Patología de la Universidad de Valencia. 
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3.3.  REACTIVOS. 

 

 Todos los reactivos químicos de uso general (ácidos, bases y sales ) se 

obtuvieron de Merck, Sigma Chemical Co.,  Boehringer-Mannheim y Panreac, con 

un grado de pureza suficiente para análisis. 

 Los enzimas  auxiliares, coenzimas y nucleótidos los suministraron Sigma 

Chemical Co. y Boehringer-Mannheim. 

Los anticuerpos anti-xantina oxidasa los suministró la casa Chemicon y los 

secundarios la casa Roche. 

La heparina la suministró la casa Roví. 
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3.4.  MÉTODOS. 

 

3.4.1. PROTOCOLO DE AGOTAMIENTO. 

 Los animales que aleatoriamente fueron asignados al grupo de agotamiento, 

fueron sometidos a ejercicio físico agotador según el protocolo descrito por Davies 

(Davies y cols., 1982) y modificado por nosotros.  Se trata de un protocolo 

incremental cuyos estadíos y velocidad se muestran en la tabla 6. 

 

Tabla 6. Protocolo de ejercicio físico seguido para el agotamiento de los 

animales. 

Duración del estadío Distancia recorrida en  el 

estadío (m.) 

Velocidad (m/s) Condición 

5’ 54,72 0,182  

5’ 61,78 0,206  

5’ 72,00 0,240  

5’ 82,18 0,274  

5’ 92,70 0,309  

5’ 72,60 0,242 inclinado 

5’ 82,20 0,274 inclinado 

5’ 92,70 0,309 inclinado 

5’ 105,22 0,351  

5’ 118,60 0,395  

5’ 133,56 0,445  

5’ 146,40 0,488  

 

El protocolo se lleva a cabo hasta el agotamiento del animal, el cual se 

observó por la pérdida del reflejo de enderezarse cuando aquel se coloca sobre su 

espalda (Sen y cols., 1994). 
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3.4.2. PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE SANGRE Y ÓRGANOS. 

Inmediatamente después del ejercicio los animales fueron anestesiados con 

Tiopental Sódico (50mg./1,6ml.) para permitir obtener las muestras antes de la 

muerte del animal.  Se administraba una inyección intraperitoneal de 200 ìl. de 

pentotal por 100 gr. de peso.  Luego se procedió a abrir la cavidad abdominal 

mediante laparotomía amplia que permite obtener un plano adecuado para rechazar el 

paquete intestinal  hasta visualizar el retroperitoneo, donde se accedía con una jeringa 

de 5 ml. a la vena cava inferior para obtener la sangre.  

Parte de la sangre (1 ml.) era colocada en un tubo de ensayo heparinizado, que 

posteriormente era centrifugado a 2000 G durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, para separar el plasma de los elementos formes. El plasma era recogido en 

una alícuota e inmediatamente se sumergía en hielo para posteriormente realizar la 

medición espectrofotométrica de la actividad  enzimática CK y LDH, con el baño 

atemperado a 37 ºC.  Otra alícuota era conservada a –80 ºC para la posterior medición 

de la Xantina Oxidoreductasa. 

 0,5 ml. de sangre se depositaban en una alícuota con 0,5 ml. de ácido 

perclórico al 12 %, BPDS 2 mM., NEM 40 mM. en un tubo Eppendorff.  La mezcla 

se agitó en vortex durante 30 segundos.  Seguidamente se centrífugo a 15000 G 

durante 5 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se recogió y se congeló a –20 ºC.  Este 

sobrenadante se utilizó para la determinación de GSSG en sangre. 

 0,5 ml. de sangre se depositaban en una alícuota con 0,5 ml. de ácido 

tricloroacético al 30 %, EDTA 2 mM., en un tupo Eppendorff.  La mezcla se agitó en 

vortex durante 30 segundos.  Seguidamente se centrifugó a 15000 G durante 5 

minutos a 4 ºC. El sobrenadante se recogió y se congeló a –20 ºC. Este sobrenadante 

se utilizó para la determinación de la concentración de GSH en sangre. 

 La extracción de órganos se realizó inmediatamente después de la extracción 

de sangre.  Se procedió a la disección y extracción del hígado, que fue troceado en 5 a 

15 bloques de 2 x 2 mm de tejido en caso de ir destinado al estudio histológico.  El 

resto del hígado se ultracongeló mediante la técnica de  “freeze-clamping” en 

nitrógeno líquido para la posterior conservación a –80ºC.   Esta muestra se utilizó 
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para la realización de los correspondientes homogenados que permitirían medir la 

actividad XO y XDH, además de la concentración de GSH y GSSG en el tejido. 

La extracción de la aorta se realizó llevando a cabo una toracotomía que 

prolongaba la laparotomía ya realizada previamente, apartando el corazón y pulmón 

izquierdo y diseccionando el diafragma para permitir la visualización de la aorta al 

completo.  Tras la liberación de la aorta de sus ramificaciones se diseccionó por su 

extremo proximal a nivel del cayado y en su extremo distal antes de su bifurcación. 

En caso de ir destinada a la medición de actividades enzimáticas se ultracongeló en 

nitrógeno líquido mediante “freeze-clamping” para la posterior conservación a –80ºC.   

Posteriormente esta muestra se utilizó para la  realización de los correspondientes 

homogenados que permitirían medir la actividad XO y XDH en el tejido. En caso de 

ir destinada la aorta a la determinación de la producción del radical superóxido por 

quimioluminiscencia, la arteria se sumergió inmediatamente en Krebs-Henseleit, en el 

cual se la liberó de la adventicia y se cortó en cuatro partes iguales. 

La extracción del músculo gastrocnemio se realizó mediante una incisión 

longitudinal en la cara anterior de las extremidades posteriores de la rata, tras la cual 

se diseccionó el músculo en cuestión, se extrajo y se troceó en bloques de 2 x 2 mm 

de tejido en caso de ir destinado al estudio histológico. El resto del músculo se 

ultracongeló mediante “freeze-clamping” en nitrógeno líquido para la posterior 

conservación a –80ºC.   Posteriormente esta muestra se utilizó para la  realización de 

los correspondientes homogenados que permitirían medir la actividad XO y XDH, 

además de la concentración de GSH y GSSG en el tejido. 

 Por último se procedió al sacrificio del animal. 
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3.4.3. PROTOCOLO DE PERFUSIÓN HEPÁTICA Y RECOGIDA DEL 

LÍQUIDO ELUIDO.  

 La perfusión hepática se hace mediante una solución salina atemperada a 37 

ºC. y a pH fisiológico que pasa a través del hígado en sentido cava-porta, de forma 

que en el líquido eluido se pueden medir sustancias liberadas por las células 

hepáticas.   

 

3.4.3.1. Solución de perfusión. 

Se utiliza la solución salina de Krebs y Henseleit (1932) cuya composición es 

la siguiente: 

 100 partes de cloruro sódico 0,9 % (p/v) 

 4 partes de cloruro potásico 1,15 % (p/v) 

 3 partes de cloruro cálcico 0,11 % (p/v) 

 1 parte de fosfato monopotásico 2,11 % (p/v) 

 1 parte de sulfato magnésico 2,11 % (p/v) 

 21 partes de bicarbonato sódico 1,3 % (p/v) 

Esta solución es gaseada previamente con una mezcla de CO2:O2 (5:95, v/v) 

durante 30 minutos hasta alcanzar un pH de 7,4 y durante todo el proceso de 

perfusión se mantiene la solución gaseándose. 

 

3.4.3.2. Procedimiento. 

Tras la administración de pentotal intraperitoneal para anestesiar la rata se 

inyectaron en la vena femoral 0,2 ml. de heparina sódica (10 mg./ml.) para evitar la 

formación de trombos que dificultarían una correcta perfusión de todas las áreas del 

hígado.  Después se practicó una laparotomía media amplia, se rechazó hacia la 

derecha todo el paquete intestinal y se pasaron dos ligaduras, una alrededor de la vena 

porta, en su extremo proximal al hígado, y la otra en la vena cava inferior, por encima 

de las venas renales.  Ambas ligaduras se dejan sin anudar.  A continuación se realizó 

una toracotomía con resección de toda la parrilla costal anterior conservando  íntegro 

el diafragma. Tras la toracotomía se pasa una ligadura sin anudar alrededor de la vena 

cava (próxima al corazón), canulándola a continuación a través de una incisión en la 
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aurícula derecha y cerrando la ligadura, para luego cerrar la ligadura de la cava 

inferior y seccionar la vena porta previamente localizada con una ligadura, 

permitiendo la salida del eluyente a través de ella. El tiempo transcurrido desde que 

se practica la toracotomía y la canulación de la vena cava a través de la aurícula 

derecha debe ser lo más breve posible, ya que la toracotomía hace que los pulmones 

no se ventilen y por tanto la sangre no realice correctamente el intercambio gaseoso.  

Una vez ligado todo y al cortar la vena porta se abre el paso de la solución a 

través del hígado.  Los primeros minutos (6-8)de perfusión sirven para lavar el hígado 

de los restos de sangre y el eluato sanguinolento se desecha. En estos primeros 

minutos de perfusión se disecciona el hígado manteniendo las ligaduras y se extrae 

cuidadosamente para ser colgado de forma que la solución entre por la vena cava en 

la parte superior y el eluyente salga por la vena porta en la parte inferior, el cual se 

recoge para volver a ser introducido en el circuito de la bomba de perfusión, que lo 

vuelve a inyectar al hígado. Se toman muestras del eluyente  a los 5, 10, 15, 30 y 45 

minutos. 

Es importante mantener el flujo constante durante toda la perfusión. 
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3.4.4. PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE SANGRE A INTERVALOS 

DE TIEMPO CONCRETOS. 

Para valorar si la administración de heparina provocaba un aumento de la 

concentración de XO por liberación de la proporción de XO pegada al endotelio, se 

anestesió la rata y se le practicó una laparotomía media hasta acceder a la vena cava 

en el retroperitoneo, tal como se ha descrito en apartados anteriores 

Una vez allí se tomó una muestra de 1 ml. de sangre y con la misma aguja se 

le inyectó un volumen de entre 300 y 500 ìl. de heparina (1.500.2.500 U.) a razón de 

5 U. de heparina/gr. de peso.  El tiempo de esta primera extracción es considerado 

como tiempo 0, extrayendo 1 ml. de sangre más cada 10 minutos hasta llegar a los 50 

minutos. 

Se estableció un grupo control al cual se le administró el correspondiente 

volumen de suero salino fisiológico en lugar de la heparina.   

 Es de vital importancia que las agujas que se utilicen para las extracciones 

sanguíneas no se extraigan de la vena, ya que provocan una hemorragia incontrolable 

en el animal, dado que está heparinizado. 

Por otra parte, es importante cubrir las vísceras y cavidad abdominal del animal con 

una gasa humedecida con suero fisiológico en el tiempo de espera entre las 

extracciones, para evitar la deshidratación del animal. 
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3.4.5. PROTOCOLO DE OBTENCIÓN DE LOS HOMOGENADOS DE 

HÍGADO. 

3.4.5.1. Para determinación de GSH. 

Del tejido congelado se rompe un fragmento aproximado de 0,1 g., el cual se 

pesa y se deposita en un mortero con poco nitrógeno.  Antes de que se evapore el 

nitrógeno se machaca de forma que el tejido congelado se convierte en polvo. Este 

polvo se deposita en un vaso de homogenización junto con ácido perclórico (PCA) al 

6 %, EDTA 1 mM. a razón de 1 ml. de ácido por cada 0,1 g. de tejido.  

Inmediatamente se homogeniza a 980 r. p. m. manteniendo el vaso de 

homogenización en hielo.  El homogenado resultante se centrífuga a 15.000 G. 

durante 10 minutos a 4 ºC.  Los sobrenadantes se recogen y se depositan en hielo 

hasta el momento de su análisis. 

3.4.5.2. Para determinación de GSSG. 

El proceso es similar al apartado anterior con la diferencia de que para hacer 

el homogenado el ácido utilizado es PCA al 6 % con BPDS 1 mM. y NEM 20 mM. 

Los sobrenadantes se recogen y se congelan a –20 ºC hasta el momento de su análisis. 

3.4.5.3. Para determinación de XO-XDH. 

Del tejido congelado se rompe un fragmento aproximado de 0,2 g., el cual se 

pesa y se deposita en un mortero con poco nitrógeno.  Antes de que se evapore el 

nitrógeno se machaca de forma que el tejido congelado se convierte en polvo. Este 

polvo se deposita en un vaso de homogenización junto con KPI 50 mM, EDTA 0,1 

mM, sacarosa 0,5 M. DTT 10 mM. a pH 7,4.  A este tampón se le añade en el último 

momento antes de realizar el homogenado 2 ml. de PMSF disuelto en etanol (0,035 g. 

de PMSF en 2 ml. de etanol). La relación debe ser de 3 ml. de tampón por cada 0,2 g. 

de tejido.  Inmediatamente se homogeniza a 980 r. p. m. manteniendo el vaso de 

homogenización en hielo.  El homogenado resultante se centrífuga a 15.000 G. 

durante 10 minutos a 4 ºC.  Los sobrenadantes se recogen y se depositan en hielo 

hasta el momento de su análisis, y si se congelan, debe hacerse a –80 ºC., ya que a –

20 ºC. se ha observado que existe conversión de XDH a XO. 
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3.4.6. PROTOCOLO DE OBTENCIÓN DE LOS HOMOGENADOS DE 

MÚSCULO GASTROCNEMIO. 

3.4.6.1. Para determinación de GSH. 

El proceso es idéntico al utilizado para la obtención de los homogenados de hígado.  

3.4.6.2. Para determinación de GSSG. 

El proceso es idéntico al utilizado para la obtención de los homogenados de hígado. 

3.4.6.3. Para determinación de XO-XDH. 

El proceso es idéntico al utilizado para la obtención de los homogenados de 

hígado, con la salvedad de que en músculo gastrocnemio la relación debe ser de 1 ml. 

de tampón por cada 0,2 g. de tejido.   

 

 

3.4.7. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA MICROSCOPÍA 

ELECTRÓNICA. 

Los fragmentos de hígado y músculo se  fijaron con una solución de 

gluteraldehido 0,1 M. a pH 7,2 tamponado al 2,5 % en tampón fosfato a 4 ºC.  Tras 

dos horas se postfijaron en una solución de tetracloruro de osmio tamponada con 

tampón fosfato al 2 % durante otras dos horas.  Después de incluir los bloques de 

tejido en epon, se realizaron cortes semifinos (0,5-1 ìm.) que se tiñeron con azul de 

toluidina, seleccionando las áreas más representativas de cada caso.  A continuación 

se realizaron cortes ultrafinos mediante un ultramicrotomo, los cuales se trataron 

posteriormente con acetato de uranilo y citrato de plomo.  Las muestras se estudiaron 

y fotografiaron con el microscopio electrónico (Jeol Jem 1010). 
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3.4.8. DETERMINACIONES ANALÍTICAS. 

 

3.4.8.1.  Determinación de la actividad xantina oxidasa y xantina 

deshidrogenasa. 

3.4.8.1.1. En plasma. 

 Se sigue un método fluorimétrico descrito por Beckman y cols. (1989).   Este  

método está basado en la monitorización fluorimétrica de la formación de 

isoxantopterina a partir de pterina.  Para la determinación de la forma  oxidasa se 

utiliza como aceptor de electrones al oxígeno.  Para la determinación conjunta de la 

oxidasa y deshidrogenasa se utiliza el azul de metileno como aceptor de electrones.  

3.4.8.1.1.1. Reactivos. 

• Tampón fosfato 50 mM., EDTA 0.1 mM., pH 7,4. 

• Pterina (2-amino-4-hidroxipteridina) 1 mM. Se pesan entre 3 y 4 mg. de 

pterina y se resuspenden inicialmente en 100 ìl. de  NaOH 1 M. Una vez 

disuelta se le añade el agua necesaria para alcanzar una concentración de 1 

mM.  Esta solución es estable durante 1 ó 2 días a Tª ambiente. 

• Isoxantopterina 1 mM. Se pesan entre 3 y 4 mg. de isoxantopterina y se 

resuspenden inicialmente en 100 ìl. de  NaOH 1 M. Una vez disuelta se le 

añade el agua necesaria para alcanzar una concentración de 1 mM. A partir 

de esta solución de diluye hasta alcanzar una concentración de 10 ìM.  La 

concentración exacta de isoxantopterina se determina 

espectrofotométricamente a 336 nm., debiendo estar entre 8 y 13          

ìM.  Esta solución se ha de preparar y valorar diariamente. 

• Azul de metileno  1 mM. en agua.  Esta solución se puede conservar 

congelada. 

• Alopurinol 1 mM en agua.  Esta solución se realiza directamente a 1 mM.  

Para conseguir una perfecta disolución se ha de preparar en agitación y 

calentándose.  Una vez disuelta se separan alícuotas que se pueden 

conservar congeladas. 

3.4.8.1.1.2. Procedimiento. 
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 La formación de isoxantopterina se sigue fluorimétricamente a 345 nm. de 

excitación y 390 nm. de emisión. 

 Todo el proceso se realiza con el fluorímetro termostatizado a 37 ºC. 

Añadimos en una cubeta de cuarzo 25 µl. de muestra y tampón fosfato 50 mM., 

EDTA 0.1 mM., pH 7,4, hasta un volumen final de 2 ml.   Se sigue la emisión de 

fluorescencia a 345 nm. de excitación y 390 nm. de emisión durante un minuto.  

Luego se añaden  20 µl. de una solución de pterina 1 mM. y se sigue la emisión de 

fluorescencia durante 2 minutos.   Esta pendiente nos indica la actividad xantina 

oxidasa.   Luego añadimos 20 µl. de una solución de azul de metileno 1 mM. y se 

sigue la emisión de  fluorescencia durante dos minutos.  Esta pendiente nos indica la 

actividad total xantina oxidoreductasa.  Añadimos 20 µl. más de una solución de 

alopurinol 1 mM. y se sigue la emisión de fluorescencia durante un minuto.  No debe 

variar la fluorescencia, pues el alopurinol inhibe tanto la xantina oxidasa como la 

deshidrogenasa.  Después se realiza una medida puntual que se utilizará como blanco 

para la calibración de la isoxantopterina.  Se añaden 20 µl. de una disolución de 

isoxantopterina 10 µM.  Se realiza otra medida puntual.  Obtendremos el incremento 

de fluorescencia debido a la isoxantopterina.  La isoxantopterina se utiliza como 

patrón interno en esta determinación. 

3.4.8.1.1.3. Cálculos. 

Para calcular   la actividad, la unidad de actividad se define como la cantidad 

de enzima que cataliza la formación de un µmol. 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 = (∆F/min.) x     ------------------------------ x ----------- 

               2.08 x 1000 x Fisoxantopterina  Vmuestra 

Siendo: 

∆F/min. es la variación de fluorescencia observada por minuto tras añadir la pterina. 

[Isoxantopterina] es la concentración de isoxantopterina. 
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Fisoxantopterina es el incremento inmediato de fluorescencia que se produce tras añadir la 

isoxantoptrina. 

Vfinal es el volumen de la cubeta una vez añadida la disolución de pterina  (2,02 ml.). 

Vmuestra es el volumen de muestra añadido (0,025 ml.). 

 

Para la actividad total xantina oxidoreductasa: 

           [Isoxantopterina] x 0.02      Vfinal 

U = (∆F/min.) x     ------------------------------ x ----------- 

         2.08 x 1000 x Fisoxantopterina  Vmuestra 

Siendo: 

∆F/min. es la variación de fluorescencia observada por minuto tras añadir el azul de 

metileno. 

[Isoxantopterina] es la concentración de isoxantopterina. 

Fisoxantopterina es el incremento inmediato de fluorescencia que se produce tras añadir la 

isoxantoptrina. 

Vfinal es el volumen de la cubeta una vez añadida la disolución de pterina (2,04 ml.). 

Vmuestra es el volumen de muestra añadido (0,025 ml.).. 

Para la actividad xantina deshidrogenasa: 

La actividad xantina deshidrogenasa se calcula restando la actividad xantina 

oxidasa a la actividad total xantina óxidoreductasa. 

3.4.8.1.2. En homogenado de hígado. 

El proceso es el mismo que en plasma, con la salvedad de que el volumen de 

muestra es de 20 µl., y el resultado se expresa en función de la concentración de 

proteínas. 

3.4.8.1.3. En homogenado de músculo gastrocnemio. 

El proceso es el mismo que en plasma, con la salvedad de que el volumen de 

muestra es de 100 µl., y el resultado se expresa en función de la concentración de 

proteínas. 

3.4.8.1.4. En homogenado de aorta. 

El proceso es el mismo que en músculo gastrocnemio. 

3.4.8.1.5. En líquido eluido de la perfusión de hígado. 
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El proceso es el mismo que en plasma, con la salvedad de que el volumen de 

muestra es de 950 µl., y el resultado se expresa en función de la concentración de 

proteínas. 

 

3.4.8.2. “Western blot” de xantina óxidoreductasa (XOR) en 

homogenado de músculo gastrocnemio y aorta. 

3.4.8.2.1. Reactivos. 

• Gel de electroforesis. 

“Running Gel” al 12% (5,62 ml.): 2,24 ml. de Acrilamida-

Bisacrilamida 29:1, SDS al 10 %, 0,74 ml. de Tris-TEMED, 2,56 

ml. de  agua, APS al 10 %. 

“Stacking Gel” al 4,5 % (5,0 ml.): 0,75 ml. de Acrilamida-

Bisacrilamida 29:1, SDS al 10 %, 0,73 ml. de Tris-TEMED, 2,56 

ml. de  agua, 0,002 ml. de TEMED, APS al 10 %. 

• Tampón de electroforesis (“Running Buffer”).  

Tampón Tris 25 mM., glicina 0,2 M., SDS 1 % w./v. 

• Tampón de transferencia (“Transfer Buffer”). 

Tampón Tris 25 mM., glicina 0,2 M., metanol al 20 % v./v. (pH 

8,3-8,5) 

• Tampón de la muestra (“ SDS Sample Buffer”). 

Tampón Tris-HCl 6,25 mM. (pH 6,8 @ 25 ºC.), SDS 2 % w./v., 

glicerol 10 %, DTT 50 mM. Azul de bromofenol  al 0,1 % w./v. 

• Tampón de bloqueo (“Blocking Buffer”).  

TBS 1x, Tween-20 (polyoxyethilene sorbitan monolaurate) al 

0,1 %, leche en polvo desnatada al 5 % w./v. (Añadir 1 g. de 

leche a 20 ml de TBST). Cuando se use debe estar a Tª 

ambiente. 

• 10 x TBS (“Tris Buffered Saline”). (Se utiliza a 1x). 

Se prepara 1 l. De TBS 10x diluyendo 24,2 g. de Tris base, 80 

g. de NaCl y se ajusta a pH 7,6 con HCl.   

• Tampón de lavado TBST (“Wash Buffer”). 
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TBS 1x, Tween-20 (polyoxyethilene sorbitan monolaurate) al 

0,1 %, 

• Detección del “Western Blot”. 

Marcador de proteínas biotiniladas, Anticuerpo secundario 

(“anti-rabbit”) conjugado a peroxidasa (HRP) de la casa 

Roche®, Anticuerpo antibiotina conjugado al HRP, Reactivo 

quimioluminiscente LumiGLO® , peróxido. El anticuerpo 

primario anti xantina oxidasa es un anticuerpo policlona 

suministrado por la casa Chemicon®. 

• Tampón de dilución del anticuerpo primario. 

0,5 g. de BSA en 10 ml. de TBST. 

• Soluciones de Revelado. 

 

3.4.8.2.2. Procedimiento. 

Ø Preparación del gel. 

El primer paso es la preparación de un gel de 0.75 mm. de espesor. Para la 

preparación del “Running Gel” se disuelven los reactivos en el orden en el que se ha 

especificado en el apartado anterior.  Con la ayuda de una jeringa de 2 ml. sin aguja 

se rellena el espacio de 0,75 mm. que queda entre los cristales para la preparación de 

este gel dejando espacio en la parte superior para el “Stacking Gel”. Este espacio 

superior se rellena con butanol con la ayuda de una pipeta de 1 ml. y se espera 24 

horas para que solidifique el gel. 

Posteriormente se prepara el “Stacking Gel”  disolviendo los reactivos en el orden 

en el que se ha especificado en el apartado anterior.  Se decanta el butanol que se 

había colocado en la parte superior del “Running Gel” en su lugar se pone el 

“Stacking Gel”, dentro del cual se introduce el “peine” para modelar los 10 pocillos, y 

se espera 3 horas para que solidifique este gel.  

Por último, se lavan los pocillos con “Running Buffer” y ya está preparado para 

cargar las muestras. 

o Preparación de las muestras. 
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Las muestras son de homogenado de músculo gastrocnemio y de aorta cuyo 

procesado se ha explicado previamente.  Tras haber medido la concentración de 

proteínas en el homogenado, se calcula el volumen de muestra que hay que poner 

para que en el pozillo haya 30 µg. de proteínas.  El doble de dicho volumen se diluye 

1:1 con “SDS Sample Buffer”, lo cual se calienta a 95-100 ºC. durante 5 minutos y se 

enfría rápidamente en hielo para desnaturalizar las proteínas. Se centrifuga durante 5 

minutos para agrupar toda la muestra y de ésta se deposita en cada pocillo el volumen 

que contiene 30 µg. de proteínas (como lo habíamos disuelto 1:1 “SDS Sample 

Buffer”, ahora el volumen será el doble del calculado inicialmente antes de diluirlo). 

Uno de los pocillos se reservará para el marcador de peso molecular, el cual se 

trata como una muestra, diluyéndolo 1:1 con 15 µl. de “SDS Sample Buffer”. 

o Electroforesis vertical. 

Una vez cargados las muestras se inicia la electroforesis con el gel sumergido en 

“Running Buffer” a  90 mV. Hasta que el frente de la elctroforesis se ha salido del gel, 

ya que las bandas que da la XOR tienen un alto peso molecular. 

o Transferencia. 

Tras la electroforesis, se elimina el “Stacking Gel”   y se sumerge el gel en 

“Transfer Buffer” para eliminar los restos de “Running Buffer”, de sales y detergentes 

generados durante la electroforesis, y para que el gel adopte su tamaño definitivo.  El 

“Transfer Buffer” ha de estar frío a 4 ºC. 

Se corta una membrana de nitrocelulosa del tamaño del gel y se marca con un lápiz 

para identificar la orientación del gel.  Se moja la membrana introduciéndola 

lentamente con un ángulo de 45 º en “Transfer Buffer” y se deja que se empape 

durante 15-30 minutos. Es importante este paso porque si la membrana se moja 

demasiado rápido puede atrapar burbujas de aire que pueden interferir en la 

transferencia.  Todo este proceso se debe realizar con guantes o pinzas para evitar la 

contaminación de la membrana. 

Se deben preparar también 2 papeles de filtro del tamaño de la membrana, los 

cuales también se deben mojar. 

Antes de colocar la membrana en el “cassette” se deben mojar las láminas de fibra.   
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Con el “cassette” abierto con su parte negra horizontal, se coloca una de las 

láminas de fibra mojada sobre dicha parte, luego se coloca encima uno de los papeles 

de filtro, mojándolo por encima con “Transfer Buffer” y pasándole cuidadosamente 

un rodillo para eliminar las posibles burbujas de aire. Se moja con más “Transfer 

Buffer” y se coloca enzima el gel.  Enzima de éste se ubica la membrana de 

nitrocelulosa, mojándolo más y pasando el rodillo.  Se coloca encima el otro papel de 

filtro, se moja y se pasa el rodillo, y por último se coloca la otra lámina de fibra que 

también se moja y se eliminan las burbujas. 

Una vez realizado este proceso se cierra el “cassette” y se coloca en la camarilla 

de la electroforesis, con la parte negra de aquél en el mismo lado que la parte negra 

de la camarilla y se rellena la camarilla con “Transfer Buffer” frío.  Todo el recipiente 

de electroforesis se sumerge en hielo y se inicia el paso de corriente a 100 mV. 

durante 1 hora. 

o Bloqueo de la membrana e incubación con los anticuerpos. 

Una vez realizada la transferencia, se extrae la membrana de nitrocelulosa y se 

lava con 25 ml. de TBS durante 5 minutos a Tª ambiente.   

Posteriormente se incuba con 25 ml de “Blocking Buffer” durante 1-3 horas a 

temperatura ambiente o a 4 ºC. durante 12 horas. 

El siguiente paso es incubar la membrana con el anticuerpo primario (se diluyen 

2,5 µl. de anticuerpo en  5 ml. de tampón de dilución del anticuerpo primario) durante 

12 horas con agitación suave a 4 ºC. 

Se lava tres veces durante 5 minutos cada una con  15 ml. de TBST. 

Se incuba la membrana con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (2,5 

µl. de anticuerpo en 5 ml. de “Blocking Buffer”) y con el anticuerpo antibiotina 

conjugado al HRP (5 µl. de anticuerpo en los 5 ml. de “Blocking Buffer”) durante 1 

hora con agitación suave a temperatura ambiente. 

Se lava tres veces durante 5 minutos cada una con  15 ml. de TBST. 

o Detección de proteínas. 

La membrana se incuba con 5 ml de Reactivo quimioluminiscente LumiGLO® y 

peróxido disuelto en agua (0,25 ml. de Reactivo quimioluminiscente LumiGLO® y 

0,25 ml. de peróxido en 4,5 ml. de agua) durante 1 minuto a Tª ambiente. 
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Se seca la membrana del exceso de solución, se envuelve en plástico tipo “film” y 

se expone a papel fotográfico durante el tiempo necesario para que se revele éste. 

 

3.4.8.2.3. Cálculos. 

El film revelado se “escaneó” para poder analizar la densidad de las bandas con el  

programa TotalLab® v1.11. 

 

 

3.4.8.3. Determinación de la actividad creatina kinasa (CK). 

La creatina kinasa (E. C. 2.7.3.2) es una enzima intracelular, ampliamente 

distribuida en los tejidos del organismo.  Su función fisiológica está asociada con la 

generación de adenosinatrifosfato (ATP).    La CK cataliza la fosforilación reversible 

de la creatina, reacción en la cual el ATP actúa como dador del grupo fosfato.  La 

reacción es la siguiente: 

 

 

creatina fosfato  +  ADP                    creatina  +  ATP 

 

 

Tal como se puede observar, la reacción es dependiente del pH, y si éste es 

neutro, se favorece la formación de ATP. 

 Se sigue un método espectrofotométrico, descrito por Szasz y cols. (Szasz y 

cols., 1976) que detecta la interconversión NADPH-NADP+, siendo un método 

estándar  optimizado de la “Deutsche Gesellschaft für Klinische Chemie”, basado en 

las siguientes reacciones: 

 

 

creatina fosfato  +  ADP         CK       creatina  +  ATP 

 

 

 

pH=6,8 

pH=9 
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glucosa  + ATP       hexokinasa    glucosa-6-fosfato  + ADP 

 

 

 

 

glucosa-6-P  +  NADP+          glucosa-6-P deshidrogenasa       gluconato-6-P  +  NADPH + H+ 

 

 

 

La muestra se obtiene a partir de la sangre mediante centrifugación a 2000 

r.p.m. durante 10 minutos.  El sobrenadante obtenido es la muestra que utilizaremos 

para la determinación. 

 La medición se realiza con el espectro  atemperado a 37 ºC., a una longitud de 

onda de 340 nanómetros.   En una microcubeta se ponen 1150 µl. de reactivo 

comercial Boehrringer Mannheim® que a su vez ha estado atemperado durante  1 

minuto, al cual se le añaden 23 µl. de muestra.  Se deja uncubando durante 1 minuto y 

se determina el aumento de la absorbancia a 340 nm. durante los 3 minutos 

siguientes. 

 Los cálculos se realizan a partir de la variación de absorbancia por minuto en 

cada lectura y se calcula el valor de la actividad en U/l a partir de la siguiente 

ecuación: 

 

 

U/l = (variación de la absorbancia / minuto) x 8095 

 

 

El factor 8095 tiene en cuenta el coeficiente de extinción molar del NADH, el 

volumen final de la cubeta , así como el volumen de muestra empleado. 
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 Se debe tener en cuenta que la actividad de esta enzima disminuye un 2% tras 

siete días  a 4 ºC ó 24 horas a 25 ºC. 

 

3.4.8.4. Determinación de la actividad láctico deshidrogenasa (LDH). 

La láctico deshidrogenasa (E. C. 1.1.1.27) es una enzima presente en todas las células 

del organismo, que cataliza la conversión de piruvato en lactato. 

Se sigue un método espectrofotométrico descrito por Keiding y cols. (Keiding 

y cols., 1974), que detecta la interconversión NADH-NAD+, siendo un método 

estándar  optimizado de la “Deutsche Gesellschaft für Klinische Chemie”,   basado  

en las siguientes reacciones: 

 

Piruvato  +  NADH + H+                lactato deshidrogenasa                  L-lactato  +  NAD+ 

 

La muestra se obtiene a partir de la sangre mediante centrifugación a 2000 

r.p.m. durante 10 minutos.  El sobrenadante obtenido es la muestra que utilizaremos 

para la determinación. 

 La medición se realiza con el espectro  atemperado a 37 ºC, a una longitud de 

onda de 340 nanometros.   En una microcubeta se ponen 1440 µlitros de reactivo 

comercial Boehrringer Mannheim® que a su vez ha estado atemperado durante  1 

minuto, al cual se le añaden 24 µlitros de muestra.  Se deja uncubando durante 30 

segundos y se determina el aumento de la absorbancia a 340 nm. durante los 3 

minutos siguientes. 

Los cálculos se realizan a partir de la variación de absorbancia por minuto en 

cada lectura y se calcula el valor de la actividad en U/l a partir de la siguiente 

ecuación: 

 

U/l = (variación de la absorbancia / minuto) x 9683 

 

El factor 9683 tiene en cuenta el coeficiente de extinción molar del NADH, el 

volumen final de la cubeta , así como el volumen de muestra empleado. 
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 Se debe tener en cuenta que la actividad de esta enzima disminuye tras tres 

días  y que la hemólisis interfiere en el test. 

 

3.4.8.5. Determinación de la concentración de glutatión reducido 

(GSH).    

3.4.8.5.1. En sangre. 

Para la determinación de la concentración de GSH se ha seguido el método de 

Brigelius (Brigelius y cols., 1983), basado en la determinación espectrofotométrica de 

la conjugación del GSH con el cloro 2,4-dinitrobenzeno.  Esta reacción está 

catalizada por la glutatión-S-transferasa.  El aducto formado, el 2,4-dinitrofenil-S-

glutatión, presenta un máximo de absorción a 340 nm. 

3.4.8.5.1.1. Reactivos. 

• Tampón fosfato sódico, 0,1 M a pH 7,0 que contiene ácido etilen-diamino 

tetraacético (EDTA), 1 mM. 

• Cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB) 10 nM, disuelto en etanol al 100 %. 

• Glutatión-S-transferasa.  Se prepara una solución de 500 U/ml en tampón 

fosfato sódico 0,1 M EDTA, 1 mM, pH 7,4.  Esta solución se dializa 

durante 6 horas en tampón fosfato cambiando el tampón de diálisis cada 

dos horas.  Una vez preparada la solución se conserva a –20 ºC hasta su 

utilización. 

3.4.8.5.1.2. Procedimiento. 

En una microcubeta se añaden los siguientes reactivos: 

 .825 ìl. de  fosfato potásico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,0. 

 .25 ìl. del sobrenadante ácido de la muestra. 

 .10 ìl. de la solución de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. 

Se realiza un autocero (ha de tenerse en cuenta que la absorbancia de la línea de base 

debe ser estable) y se dispara la reacción añadiendo 10 ìl. de glutatión-S-transferasa.  

Se registra la variación de la absorbancia a 340 nm hasta el final de la reacción. 

 

3.4.8.5.1.3. Cálculos. 

Para hallar la concentración de GSH 
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            Vfinal              1       

ìM./ml. = (∆OD) x     ---------------- x -------  x  2 

       Vmuestra    9,6   

Siendo: 

∆OD es la variación de absorbancia observada tras añadir la transferasa. 

Vfinal es el volumen de la cubeta una vez añadida la disolución de pterina  (0,870 

ml.). 

Vmuestra es el volumen de muestra añadido (0,025 ml.). 

1/96 es el coeficiente del CDNB. 

2 es la inversa de la dilución que hacemos al mezclar la sangre inmediatamente tras 

su extracción con el ácido. 

 

3.4.8.5.2. En homogenado de hígado. 

El proceso es similar a la medición en sangre, con la salvedad de que en los 

cálculos hemos de tener en cuenta las condiciones de realización del homogenado. 

Para hallar la concentración de GSH: 

 

            Vfinal              1            

(∆OD) x  ---------------- x -------  x  5  x  0,25 

                  Vmuestra        9,6     

ìM./mg. prot.=   -------------------------------------------------------------- 

     [Proteínas] 

Siendo: 

∆OD es la variación de absorbancia observada tras añadir la transferasa. 

Vfinal es el volumen de la cubeta una vez añadida la disolución de pterina  (0,870 

ml.). 

Vmuestra es el volumen de muestra añadido (0,025 ml.). 

1/96 es el coeficiente del CDNB. 

0,25 son los 250 ìl. de ácido que añadimos a las mitocondrias. 
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[Proteínas] es la concentración de proteínas (mg.prot./ml.) en la dilución de las 

mitocondrias en ácido. 

3.4.8.5.3. En homogenado de músculo gastrocnemio. 

El proceso es similar a la medición en homogenado de hígado. 

 

 

3.4.8.6. Determinación de la concentración de glutatión oxidado 

(GSSG).  

3.4.8.6.1. En sangre. 

Para la determinación de la concentración de GSSG se ha seguido  el método 

descrito por Asensi (Asensi y cols., 1994).  Este método está basado en la separación 

por cromatografía líquida de alta eficacia en fase reversa de los dinitrofenil derivados 

y su posterior detección a 365 nm. Para evitar la autooxidación del GSH, se bloquean 

los grupos tioles con N-etilmaleimida (NEM). 

3.4.8.6.1.1. Reactivos. 

• ã glutamilglutamato 1 mM en PCA, 0,3 %.  Es el patrón interno y debe 

estar calibrado previamente respecto a concentraciones conocidas de 

GSSG. 

• KOH 3M, ácido 3-N-morfolino propensulfónico (MOPS), 0,3 M. 

• 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno 1 % en etano  absoluto. 

• Eluyente A: es una solución de metanol al 80 %. 

• Eluyente B: es una solución de acetato sódico 0,5 M en metanol al 64%.  

Se parte de una solución madre acético/acetato que se prepara disolviendo 

272 gr. De acetato sódico trihidratado  en 122 ml de agua y 372 ml de 

ácido acético glacial.  El eluyente B está formado por un 80% de eluyente 

A y un 20 % de la solución madre acético/acetato. 

3.4.8.6.1.2. Procedimiento. 

Para derivatizar la muestras, a 0,2 ml. de  sobrenadante ácido de la muestra se 

añaden 20 ìl. de la solución de    ã -glutamilglutamato 1 mM en PCA, 0,3 %. 

Posteriormente se añaden 0,5  ìl. de indicador universal y se lleva a pH 6,5-9 con 

KOH 3M, MOPS 0,3 M.  A continuación se centrífuga a 15000 g durante 5 min a 4 
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ºC.  Se toman 25 ìl. de sobrenadante y se pasan a un tubo pequeño de vidrio       

(pico-tag) que contiene 50 ìl. de la solución de fluorodinitrobenceno al 1 % en etano.  

Se incuba durante 45 min. a temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez finalizada 

la incubación, se deseca a vacío hasta 70 miliTorr.   Llegado a este punto, las 

muestras son estables a –20 ºC durante varias semanas.   Antes de inyectarlo en el H. 

P. L. C., el precipitado se resuspende en 50 ìl. de eluyente A. 

En la fase móvil de la cromatografía, el flujo es constante a 1 ml./min.   La 

elusión del GSSG se realiza en gradiente: la fase móvil se mantiene durante 5 min. A 

un 80 % del eluyente A y 99 % del B durante 15 min.  En estas condiciones se 

mantiene de 5 a 10 min., hasta que se eluya el último compuesto, el GSSG.  

Posteriormente se recupera la columna a las condiciones iniciales durante 15 min. 

En la fase estacionaria se utiliza una columna Spherisorb aminada.  Las 

dimensiones de la columna son de 20 x 0,46 cm.  El tamaño de partícula de relleno es 

de 5 ìm. 

La detección de los dinitrofenil derivados se realiza con un detector 

ultravioleta visible a 365 nm. 

3.4.8.6.2. En homogenado de hígado. 

El proceso es similar al descrito para sangre. 

3.4.8.6.3. En homogenado de músculo gastrocnemio. 

El proceso es similar al descrito para sangre y homogenado de hígado, con la 

diferencia de que el precipitado se resuspende en 150 ìl. de eluyente A, de forma que 

de estos, el aparato inyecta 80 ìl. 

 

3.4.8.7. Determinación de la producción de radical superóxido en aorta 

de rata. 

Se ha utilizado el método desarrollado por White y cols. (1996).  Este método 

se basa en la cuantificación de fotones emitidos por la lucigenina al interaccionar con 

el radical superóxido.  Para la cuantificación de fotones hemos utilizado un contador 

â, operando en la forma Contaje Simple de Fotones. 

 

3.4.8.7.1.1. Reactivos. 
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• PBS.  Es un tampón fosfato sódico 5 mM.  pH 7,4, NaCl 9 g./litro. 

• Lucigenina.  Se prepara una solución 1,25 mM. en PBS. 

• Xantina.  Se prepara una solución 0,25 mM. en PBS.  Para ello se pesan 

7,6 mg. Y se disuelven en 1 ml. de NaOH 0,1 N.  Una vez disuelta, se 

añaden 199 ml. de PBS y se agita bien. 

• Alopurinol.  Se prepara una solución 0,25 mM. en PBS.  Para ello, se 

pesan 6,8 mg. Y se disuelven en 1 ml.  de NaOH 0,1 N.  Una vez disuelta, 

se añaden 199 ml. de PBS y se agita bien. 

• Medio Krebs-Henseleit con la siguiente composición: 

- NaCl 118mM. 

- KCl 4,6 mM. 

- NaHCO3 27,2 mM. 

- KH2PO4 1,2 mM. 

- MgSO4 1,2 mM. 

- CaCl2 1,75 mM. 

- Na2EDTA 0,03 mM. 

- Glucosa 1,11 mM. 

Esta solución es gaseada previamente con una mezcla de CO2:O2 (5:95, 

v/v) durante 30 minutos hasta alcanzar un pH de 7,4. 

• Xantina oxidasa 0,2 U/ml.  Se prepara a partir de una suspensión 

comercial de 20 U/ml. con diluciones en PBS. 

• Heparina 5 U/ml.  Se prepara a partir de una presentación comercial de 

5000 U/ml. de ROVI, diluida en PBS a una concentración de 1000 U/ml. 

3.4.8.7.1.2. Procedimiento. 

Todos los segmentos de la aorta de un mismo animal se colocaron en viales de 

centelleo que contenían 2 ml. de PBS, xantina 50    ìM. y lucigenina 0,25 mM., e 

inmediatamente se determinó la emisión de fotones durante 10 minutos en el contador 

â. 

En cada experimento realizamos un blanco, es decir, la emisión de 

luminiscencia en ausencia de arteria.  También realizamos un control positivo, es 
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decir, la emisión de luminiscencia en viales que contienen una actividad conocida de 

xantina oxidasa (4 mU/ml.). 

Determinamos también la luminiscencia en presencia de alopurinol a una 

concentración final de 100 ìM. 

Asimismo determinamos también la luminiscencia de anillos aórticos 

incubados previamente en una concentración de heparina que teóricamente provocaba 

la liberación de xantina oxidasa pegada en el endotelio. 

 

3.4.8.8. Determinación de la concentración de proteínas en plasma, 

homogenado de hígado, de músculo gastrocnemio y de aorta. 

Se ha utilizado un “kit” de la casa Sigma basado en la modificación de 

Peterson del método de Lowry, que utiliza dodecilsulfato sódico, el cual está incluido 

en el reactivo de Lowry para facilitar la disolución de  lipoproteínas  relativamente 

insolubles.  El tartrato cúprico alcalino del reactivo de Lowry se une a los enlaces 

peptídicos de las proteínas, dando lugar a un color azul purpúreo cuando el reactivo 

que lleva el fenol es posteriormente añadido.  La absorbancia es leída a una longitud 

de onda de 660 nm., siendo el valor de la absorbancia indicativo de la concentración 

de proteínas de la muestra.  La concentración de proteínas se determina a partir de 

una curva de calibración realizada con albúmina de suero bovino (BSA) (Lowry y 

cols., 1951). 

El procedimiento es el siguiente:  se diluyen 20 ìl. de muestra  en 980 ìl. de 

agua (previamente la muestra se debe agitar bien durante 2 minutos para que sea 

homogénea).  Se hace un blanco de 1 ml. únicamente con agua. A continuación se 

añade 1 ml. de reactivo de Lowry tanto al blanco como a las muestras, y se agita bien.   

Seguidamente se incuba a Tª ambiente durante 20 minutos en oscuridad.   Después se 

añaden 0,5 ml. de reactivo fenólico de Folin, tanto al blanco como a las muestras y se 

incuba durante 39 minutos en oscuridad.  Pasado este tiempo se mide la absorbancia a 

660 nm.  La concentración de proteínas en la muestra se determina a partir de la curva 

de calibración de la absorbancia en función de diferentes concentraciones de BSA.  

Para construir la curva de calibración, se sigue el mismo procedimiento para las 

diferentes concentraciones de BSA que para las muestras. En caso de medir proteínas 
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en muestras de mitocondrias se debe diluir previamente la muestra 1/7 en agua, y de 

esta dilución tomar los 20 ìl. En caso de medir  proteínas  de plasma la muestra se 

debe diluir previamente 1/10. En caso de medir proteínas de homogenado de 

músculo, la muestra se debe diluir previamente 1/2. 
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3.5.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS. 

 

Todos los resultados presentados en esta tesis se expresan como valores de la 

media y la desviación típica, indicando el número de observaciones. 

El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos, al tratarse de más de 

dos grupos y con un nº  de observaciones menor de 30, ha sido realizado utilizando  

pruebas no paramétricas para muestras independientes.  Se realizó mediante dos 

pasos.  En primer lugar se estudiaba si había algún grupo experimetal que presentaba 

diferencias estadísticamente significativas con la prueba H de Kruskal-Wallis, y en 

caso de demostrarse diferencia por parte de alguno de los grupos, se utilizaba la 

prueba U de  Mann-Whitney. Se compararon los grupos considerando dos niveles de 

significación: uno cuando p < 0,05 y otro cuando p < 0,01. 

Para el tratamiento estadístico de los datos se utilizó el software SPSS 10.0. 
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4. RESULTADOS. 

 

4.1.  Los animales viejos se agotan antes que los animales jóvenes. 

Se utilizó el mismo protocolo de agotamiento para los dos grupos 

experimentales sometidos a ejercicio físico, presentando el grupo joven un tiempo de 

agotamiento superior al grupo viejo en más de un 100 % (p<0,01), por tanto, los 

animales viejos se agotan antes que los animales jóvenes (ver tabla 7 ).  

 

Tabla 7. Efecto de la edad sobre el tiempo de agotamiento. 

 n minutos 

Agotado Joven 8 43,5 ± 8,39 

Agotado Viejo 10 20,2 ± 3,27 ## 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.El símbolo “##” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con 
respecto al grupo agotado joven. 

 

 

 

4.2.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad creatina kinasa (CK) en 

plasma de animales jóvenes y viejos. 

 

A pesar de que el tiempo de agotamiento es inferior en los animales viejos, la 

actividad creatina kinasa en plasma, un indicador de daño muscular, nos demuestran 

que el ejercicio físico agotador provoca el aumento de esta actividad en ambos grupos 

de edad en relación con sus respectivos controles de la misma edad no agotados 

(p<0,01).   
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Tabla 8. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad CK en plasma 

de animales jóvenes y viejos. 

 n CK (U/l.) 

Control Joven 5 202 ± 60 

Agotado Joven 5 321 ± 54  ** 

Control Viejo  5 195 ± 57  ##  

Agotado Viejo 6 398 ± 85  ** ††  # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), con respecto al 
grupo control joven.  El símbolo “#”  representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) y el símbolo “##” una diferencia 
(p<0,01) ambos con respecto al grupo agotado joven. El símbolo “††” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con 
respecto al grupo control viejo. 

 

A pesar de que, tal como se puede observar en la tabla 8, existe diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo Agotado Joven y el grupo Agotado Viejo 

(p<0,01) y el aumento en los animales viejos (104 %) es mayor que en los jóvenes 

(59 %), la comparación de estos dos aumentos no llega a ser estadísticamente 

significativa.  

 
Figura 15. Porcentaje de variación de la actividad CK en plasma de animales 

jóvenes y viejos agotados. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  
 

4.3.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad láctico deshidrogenasa 

(LDH) en plasma de animales jóvenes y viejos. 

 

Otro indicador de daño muscular que se utilizó fue la actividad LDH la cual  

 

Tabla 9.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad LDH en plasma de 

animales jóvenes y viejos. 

 

 

 

 

 

 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), con respecto al 
grupo control joven.  El símbolo “##” representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo agotado joven. 
El símbolo “††” representa una diferencia estadísticamente significativa 
(p<0,01) con respecto al grupo control viejo. 

 

sigue un comportamiento similar al de la actividad CK. La LDH muestra además una 

tendencia a elevarse con la edad que no llega a ser estadísticamente significativa. En 

conjunto vemos que el ejercicio físico agotador  provoca un aumento de los 

indicadores de daño muscular, alcanzando éstos niveles mayores en los animales 

viejos que en los jóvenes, a pesar de que la masa magra de los animales viejos suele 

ser menor que la de los animales jóvenes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 n LDH (U/l.) 

Control Joven 5 245 ± 101 

Agotado Joven 6 546 ± 188  ** 

Control Viejo  5 411 ± 202    

 Agotado Viejo 6 837 ± 159  ** †† ## 
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Tabla 10. Variación de la actividad LDH en plasma de animales jóvenes y viejos 

agotados. 

 

 

 

 
 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. 
 
 
 

4.4.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre las fibras de músculo gastrocnemio 

de animales jóvenes y viejos.  

 

Además de los indicadores bioquímicos, se estudiaron las muestras 

histológicas de hígado y músculo, tanto del grupo Agotado Joven como del grupo 

Agotado Viejo.  

Las muestras musculares muestran cambios estructurales típicos de haber 

sometido el músculo a ejercicio físico tanto en el grupo agotado joven como en el 

grupo agotado viejo, aunque con la membranas íntegras y con las organelas dentro de 

los límites normales. El músculo de animales jóvenes agotados presenta áreas de 

degeneración mitocondrial preferentemente bajo el sarcolema.   Los músculos viejos 

muestran cambios típicos del envejecimiento, con mayor nº de campos conteniendo 

células de pequeño tamaño, atróficas, con disminución de las miofibrillas y 

alteraciones nucleares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 n LDH  

(% de actividad con respecto al control) 

 Joven 5 230 ± 74 

 Viejo 6 257 ± 150   
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Figura 16. Imagen obtenida con microscopio electrónico de músculo gastrocnemio 

de rata  joven agotada. Detalle de las mitocondrias subsarcolémicas. 

 
 

Figura 17. Electromicrografía de músculo gastrocnemio de rata  joven agotada. 

Detalle de  vasos sanguíneos entre las fibras. 
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Figura 18. Imagen ultraestructural de músculo gastrocnemio de rata  vieja agotada. 

Detalle de una fibra degenerativa entre dos fibras normales. 

 
 

4.5.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre  las células hepáticas de animales 

jóvenes y viejos.  

 

Las muestras hepáticas denotan los cambios típicos provocados en los hepatocitos 

por la edad, no observándose cambios estructurales atribuibles al efecto del ejercicio 

físico; sin embargo sí que posiblemente el ejercicio provoque una disminución del 

glucógeno citoplasmático en los hepatocitos jóvenes, en los cuales se observa un alta 

densidad mitocondrial y de retículo endoplásmico, sin prácticamente espacio 

citoplasmático. En el hígado de rata vieja se observa la heterogeneidad citológica, que 

es habitual, con núcleos simples o dobles de cromatina laxa, y una menor proporción 

de mitocondrias que en los hepatocitos jóvenes agotados.  En cambio, el número de 

lisosomas es mayor.   
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Figura 19. Imagen obtenida con microscopio electrónico de hígado de rata  joven 

agotada.  

 
 

Figura 20. Imagen ultraestructural de hígado de rata  vieja agotada.  
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4.6.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre  los niveles de glutatión reducido 

(GSH) y glutatión oxidado (GSSG) y cociente GSSG/GSH en sangre de 

animales jóvenes y viejos.  

 

Tanto el ejercicio físico agotador, como el proceso de envejecimiento se 

asocian a un aumento del estrés oxidativo. En ambos casos, y tal como se ha 

establecido en la introducción, este desplazamiento del estado “redox”  general 

asociado a estos procesos podría estar implicado en las alteraciones musculares que 

provocan, tal como se evidencia por los indicadores de daño muscular y por las 

imágenes de microscopía electrónica.   Para estudiar el efecto del ejercicio físico 

sobre el estrés oxidativo en animales jóvenes y viejos se determinó el estatus del 

glutatión en sangre, hígado, y músculo.  Los resultados obtenidos en sangre fueron 

los que se muestran a continuación.  

La concentración de GSH no muestra diferencia con el envejecimiento de 

forma basal.   Por su parte, el ejercicio físico agotador tiene el efecto de consumir 

estas reservas de GSH tanto en el grupo Agotado Joven como en el grupo Agotado 

Viejo, y ligeramente más en este último, tal como se puede observar en la tabla 10 y 

en la figura 21, sin embargo ninguna de estas diferencias llega a ser significativa a 

nivel p < 0,05. 

 

Tabla 11: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSH en 

sangre de animales jóvenes y viejos. 

 n GSH (ìM/ml.) 

Control Joven 5 0,473 ± 0,194 

Agotado Joven 4 0,443 ± 0,120   

Control Viejo 13 0,539 ± 0,206  

 Agotado Viejo 6 0,344 ± 0,169 

  Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  
 

La tabla 12 y la figura 21 nos muestran el comportamiento de la concentración 

de glutatión oxidado, el cual aumenta significativamente (p < 0,01) con la edad en 



Resultados 

163  

condiciones basales.  Además, el ejercicio físico agotador en los animales jóvenes 

también provoca un aumento de GSSG del 120 % (p < 0,05), siendo el efecto del 

ejercicio igual de pronunciado en los animales viejos, en los que la concentración es 

un 125 % la concentración basal (p < 0,01).  El aumento provocado por el ejercicio 

físico en los animales viejos no es estadísticamente diferente al provocado en los 

animales jóvenes. 

 

Tabla 12: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de 

GSSG en sangre de animales jóvenes y viejos. 

 n GSSG (nM/ml.) 

Control Joven 5 22,68 ±     5,20 

Agotado Joven 4 49,94 ±   13,82 * †† 

Control Viejo 13 93,46 ±   48,46 **  

 Agotado Viejo 6 210,95 ± 104,09 ** †† ## 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y 
el símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), 
ambos con respecto al grupo control joven. El símbolo “##” representa 
una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al 
grupo agotado joven. El símbolo “††” representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo control 
viejo. 
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Figura 21. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSH y  

GSSG en sangre de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación e stándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y el 
símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), ambos 
con respecto al grupo control joven. El símbolo “##” representa una 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo 
agotado joven. El símbolo “††” representa una diferencia estadísticamente 
significativa (p<0,01) con respecto al grupo agotado joven. 
 

Figura 22. Variación de la concentración de GSSG en sangre de animales jóvenes y 

viejos como consecuencia del ejercicio físico agotador. 

0

100

200

300

400

500

600

700

n = 5 n = 6

Jóvenes Viejas

G
S

S
G

 (
%

 r
e

s
p

e
c

to
 a

l 
c

o
n

tr
o

l)

 
Los valores se expresan como media ± desviación estándar. 
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El comportamiento del cociente GSSG/GSH presenta un patrón similar al del 

GSSG, si bien la variación de la concentración del GSH con el ejercicio y con el 

envejecimiento ayuda a aumentar las diferencias existentes entre los distintos grupos. 

Con ello se pone de manifiesto que con el envejecimiento, el factor que hace 

aumentar el cociente es el aumento de GSSG, mientras que el GSH en condiciones 

basales no contribuye al aumento del cociente, dado que con la edad también aumenta 

un 14 %. Dado que el aumento del GSSG (87 %) es mayor que el del GSH (14 %), el 

primero es el que marca la tendencia del cociente.   

Con el ejercicio físico, ambos factores contribuyen al aumento del cociente, es 

decir, tanto en los animales jóvenes como en los viejos el ejercicio físico agotador 

provoca una disminución de la concentración de GSH (6 % en el grupo Agotado 

Joven y 38 % en el grupo Agotado Viejo) y un aumento de la concentración de GSSG 

(120 % en el grupo Agotado Joven y 125,7 % en el grupo Agotado Viejo), el cual 

sigue siendo el factor más influyente.  Ello hace que el aumento del cociente que se 

produce por el ejercicio físico sí sea diferente entre los animales jóvenes y viejos, es 

decir, el ejercicio físico agotador provoca un mayor aumento del cociente en los 

animales viejos (228 %)  que en los animales jóvenes (124 %) , diferencia que es 

estadísticamente significativa (p < 0,01).   

 

 



Resultados 

166  

Figura 23. Efecto del ejercicio físico agotador sobre el cociente GSSG/GSH en 

sangre de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y 
el símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), 
ambos con respecto al grupo control joven.  El símbolo “†” representa 
una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y el símbolo “††” 
un diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), ambos con 
respecto al grupo control viejo. El símbolo “##” representa una 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo 
agotado joven. 

 

 

 

4.7.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre  los niveles de glutatión reducido 

(GSH), glutatión oxidado (GSSG)  y cociente GSSG/GSH en hígado de 

animales jóvenes y viejos.  

 

La tabla 13 nos muestra el comportamiento de la concentración de glutatión 

reducido (GSH), el cual no muestra variación ni con el envejecimiento ni con el 

ejercicio físico agotador.   
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Tabla 13: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSH en 

hígado de animales jóvenes y viejos. 

 n GSH (ìM/mg.prot.)  

Control Joven 6 5,74 ± 0,58 

Agotado Joven 4 5,97 ± 0,98   

Control Viejo 12 5,53 ± 0,92  

 Agotado Viejo 5 6,17 ± 1,03 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  
 

En la tabla 14 y la figura 24 podemos observar el comportamiento de la 

concentración de glutatión oxidado, el cual sí se ve afectado significativamente con la 

edad (p < 0,05) en condiciones basales (grupo Control Joven vs Control Viejo).  Sin 

embargo, el ejercicio físico agotador sólo afecta este parámetro en los animales 

jóvenes provocando un aumento de GSSG estadísticamente significativo (p < 0,05), 

no aumentando significativamente en los animales viejos, en los cuales ya está 

aumentado basalmente con respecto a los jóvenes. 

 

Tabla 14: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSSG en 

hígado de animales jóvenes y viejos. 

 n GSSG (nM/mg.prot.) 

Control Joven 6 89,43 ± 34,37 

Agotado Joven 4 148,20 ± 57,27  *  

Control Viejo 12 125,68 ± 40,64  *  

 Agotado Viejo 5 115,85 ± 19,35  * 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.    

 

El comportamiento del cociente GSSG/GSH presenta un comportamiento 

similar al del GSSG.  Con el envejecimiento, el factor que hace aumentar el cociente 

es el aumento de GSSG, mientras que el GSH en condiciones basales no contribuye  
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Figura 24. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSH y 

GSSG en hígado de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.    

 

 

Figura 25. Variación de la concentración de GSSG en hígado de animales jóvenes y 

viejos agotados. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo  joven.    
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al aumento del cociente.  Con el ejercicio físico, también es el GSSG el que 

contribuye al aumento del cociente.  El ejercicio físico en los animales viejos no 

provoca un aumento del cociente, aunque tanto el grupo Control Viejo como el grupo 

Agotado Viejo presentan valores superiores (p < 0,05) al grupo Control Joven 

(aumento del 43 %).  

 

Tabla 15: Efecto del ejercicio físico agotador sobre el cociente GSSG/GSH 

en hígado de animales jóvenes y viejos. 

 

 n GSSG/GSH  (%) 

Control Joven 6 1,57 ±   0,67 

Agotado Joven 4 2,48 ±   1,06  *  

Control Viejo 12 2,25 ±   0,72  *  

 Agotado Viejo 5 1,91 ±   0,18  * 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.    
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4.8.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre  los niveles de glutatión reducido 

(GSH), glutatión oxidado (GSSG) y cociente GSSG/GSH en músculo 

gastrocnemio de animales jóvenes y viejos.  

 

La concentración de GSH muestra una tendencia a aumentar con la edad,  lo 

cual significa que los animales viejos tienden a presentar una mayor protección 

antioxidante en forma de GSH.  El ejercicio físico agotador no parece tener influencia 

en la concentración de esta molécula antioxidante, tal como se puede observar en la 

tabla 16.   No se observan diferencias estadísticamente significativas entre grupos. 

 

 

Tabla 16:  Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSH en 

músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 n GSH (ìM/mg.prot.)  

Control Joven 3 0,78 ± 0,25 

Agotado Joven 3 0,81 ± 0,45   

Control Viejo 6 0,90 ± 0,36  

 Agotado Viejo 6 0,91 ± 0,43 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  
 

La tabla 17 y la figura 26 nos muestran el comportamiento de la concentración 

de glutatión oxidado, el cual aumenta significativamente (p < 0,05)  un 195 % con la 

edad en condiciones basales.  Además, el ejercicio físico agotador provoca un 

aumento de GSSG (p < 0,05) del 175 % en los animales jóvenes y de 37 % en los 

animales viejos.  El incremento en los animales jóvenes tiende a ser mayor, aunque 

esta tendencia no llega a ser significativa. 
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Tabla 17: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSSG en 

músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 n GSSG (nM/mg.prot.) 

Control Joven 3 5,58 ± 2,27 

Agotado Joven 3 15,37 ± 5,94  *  

Control Viejo 6 16,49 ± 4,11  *  

 Agotado Viejo 6 22,57 ± 8,08  *  † 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “†” representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05con respecto al grupo control viejo. 

 

 

Figura 26. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la concentración de GSH y 

GSSG en músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. . El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y el 
símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), ambos 
con respecto al grupo control joven. El símbolo “†” representa una 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo 
control viejo.  
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El comportamiento del cociente GSSG/GSH presenta un comportamiento 

similar al del GSSG. Con ello se pone de manifiesto que con el envejecimiento, el 

factor que hace aumentar el cociente es el aumento de GSSG, superando la escasa 

influencia del GSH. Mientras que el GSH, en condiciones basales, no contribuye al 

aumento del cociente, dado que con la edad también aumenta un 15 %, es el aumento 

del GSSG (196 %) el que marca la tendencia del cociente.   

Con el ejercicio físico, sólo el GSSG influye en el aumento del cociente, es 

decir, tanto en los animales jóvenes como en los viejos el ejercicio físico agotador 

provoca un aumento de la concentración de GSSG (175 % en el grupo Agotado Joven 

y 37 % en el grupo Agotado Viejo), el cual sigue siendo el factor más influyente, 

provocando un aumento del cociente del 139 % y del 36 % en los jóvenes y viejos 

respectivamente. 

 

Tabla 18: Efecto del ejercicio físico agotador sobre el cociente GSSG/GSH en 

músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 n GSSG/GSH  (%) 

Control Joven 3 0,76 ±   0,16 

Agotado Joven 3 1,82 ±   0,78  *  

Control Viejo 6 2,43 ±   0,56  *  

 Agotado Viejo 6 3,30 ±   2,65  * † 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven. El símbolo “†” representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo control viejo.  
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4.9.  Efecto del ejercicio físico agotador sobre  la actividad xantina oxidasa 

(XO) en plasma de animales jóvenes y viejos.  

 

Tal como  se puede observar en la tabla 19 y figura 27, la actividad  xantina 

oxidasa en plasma aumenta un 27 % como consecuencia del ejercicio físico agotador 

sólo en los animales jóvenes, en los animales viejos, el ejercicio físico provoca un 

aumento del 12 % que no llega a ser estadísticamente significativo.  Por su parte, el 

envejecimiento provoca un aumento del 25 % estadísticamente significativo (p < 

0,01). 

 

Tabla 19: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina oxidasa en 

plasma de animales jóvenes y viejos. 

 n XO (mU./ml.) 

Control Joven 21 5,74 ± 0,93 

Agotado Joven 10 7,26 ± 2,04 * 

Control Viejo 27 7,16 ± 1,68 ** 

Agotado Viejo 7 8,01 ± 3,01 ** 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y el 
símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), ambos 
con respecto al grupo control joven.   
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4.10. Efecto del ejercicio físico agotador sobre  la actividad xantina oxidasa 

(XO), actividad xantina deshidrogenasa (XDH), actividad total xantina 

óxidoreductasa (XOR) y porcentaje de XO con respecto a la actividad total 

(XO/XOR %) en hígado de animales jóvenes y viejos.  

 

El hecho de que el ejercicio físico agotador tuviera una influencia en la 

actividad XO plasmática, y que el envejecimiento por sí mismo también la afectara, 

despertaron nuestra curiosidad respecto al origen de dicha actividad enzimática.   

¿De dónde podía venir la enzima que provocaba este aumento de actividad 

enzimática en plasma?  Para indagar en este sentido, decidimos averiguar el efecto 

del ejercicio físico agotador y el envejecimiento sobre la actividad xantina 

óxidoreductasa en el hígado, uno de los órganos que presenta una mayor cantidad de 

dicha enzima, tal como hemos podido ver en la introducción. 

La tabla 20 y la figura 27 nos muestran que la actividad xantina oxidasa en el 

hígado no parece verse afectada ni por el ejercicio físico agotador ni por el 

envejecimiento, no encontrándose diferencias estadísticamente significativas ni 

tendencia alguna entre los grupos experimentales. 
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Tabla 20 : Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina oxidasa en 

hígado de animales jóvenes y viejos. 

 n XO (mU/mg.prot.) 

Control Joven 10 0,538 ± 0,16 

Agotado Joven 5 0,502 ± 0,19 

Control Viejo 10 0,515 ± 0,18 

Agotado Viejo 8 0,460 ± 0,05 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  

 

 

Figura 27. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina 

oxidoreductasa (XO, XDH y Total) en hígado de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  
 

 

Sin embargo, en lo que se refiere a la xantina deshidrogenasa, encontramos 

una tendencia a aumentar por efecto del ejercicio físico agotador que llega a ser 

significativa (p < 0,05) en el grupo joven sometido a ejercicio con respecto a su 

correspondiente control.  En el grupo viejo sin embargo, el ejercicio no provoca un 

aumento de la actividad xantina deshidrogenasa con respecto al control de la misma 

edad (Ver tabla 21 y figura 27). 
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Tabla 21: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad 
xantina deshidrogenasa en hígado de animales jóvenes y viejos. 

 n XDH (mU/mg.prot.) 

Control Joven 10 0,806 ± 0,16  

Agotado Joven 5 1,070 ± 0,23 * 

Control Viejo 10 0,848 ± 0,26  

Agotado Viejo 8 0,770 ± 0,18 # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  . El símbolo “#” representa una 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,05 con respecto al grupo  
agotado joven. 

 

 

Tabla 22: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad total xantina 

oxidoreductasa en hígado de animales jóvenes y viejos. 

 

 n (XO+XDH) (mU/mg.prot.) 

Control Joven 10 1,344 ± 0,25 

Agotado Joven 5 1,573 ± 0,40 

Control Viejo 10 1,362 ± 0,40 

Agotado Viejo 8 1,230 ± 0,21 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  
 

El porcentaje de la actividad enzimática que corresponde a la forma oxidasa 

con respecto a la actividad total sí llega a presentar diferencias estadísticamente 

significativas como resultado del ejercicio físico agotador en los animales jóvenes.  

Este resultado es consecuencia, sobretodo, del comportamiento de la actividad 

xantina deshidrogenasa, que tal como hemos visto en el párrafo anterior, aumenta 

significativamente en el grupo Agotado Joven (ver tabla 21). 
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Tabla 23: Efecto del ejercicio físico agotador sobre el porcentaje de actividad xantina 

oxidasa con respecto a la actividad total en hígado de animales jóvenes y viejos. 

 n Actividad XO en homogenado de 

hígado (% del total) 

Control Joven 10 39,57 ± 7,88  

Agotado Joven 5 31,05 ± 5,61 * 

Control Viejo 10 37,77 ± 5,57  

Agotado Viejo 8 37,88 ± 4,16  

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven. 

 

Tal como  se puede observar en la tabla 23 y figura 27, la actividad total 

xantina óxidoreductasa en hígado muestra una tendencia a verse afectada por el 

ejercicio físico sólo en el grupo joven, en el que el ejercicio físico agotador provoca 

una clara tendencia al aumento de la actividad total, que no llega a ser significativa 

por muy poco.  Sin embargo, el envejecimiento no tiene efecto sobre la actividad total 

XOR mostrando valores muy similares en ambos grupos controles, el Control Joven y 

el Control Viejo. 
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4.11. Efecto del envejecimiento sobre  la actividad xantina oxidasa (XO), 

actividad xantina deshidrogenasa (XDH), actividad total xantina 

óxidoreductasa (XOR) y porcentaje de XO con respecto a la actividad total 

(XO/XOR %) en eluato de perfusión de hígado de animales jóvenes y viejos.  

 

El hecho de que el ejercicio físico agotador aumentara la actividad enzimática 

XDH sólo en jóvenes podría explicar, al menos en parte, el aumento de la actividad 

XO en plasma.  Sin embargo, al no verse afectada cualquiera de estas actividades 

enzimáticas por el envejecimiento, se hacía poco probable que el hígado contribuyera 

al aumento de actividad XO provocada por el envejecimiento.  No obstante, 

pensamos que aunque la actividad no aumentara en el propio hígado, cabía la 

posibilidad de que cualquiera de las actividades enzimáticas de las distintas formas de 

la XOR fuera liberada a la sangre desde el hígado, contribuyendo con ello al aumento 

de la actividad plasmática sin que aumentara la actividad tisular.  Para comprobar si 

el hígado liberaba la enzima en mayor cantidad en los animales viejos que en los 

jóvenes, decidimos perfundir hígados aislados y medir la actividad xantina 

óxidoreductasa en el eluato. 

La figura 28 nos muestran el comportamiento de la actividad xantina oxidasa, 

deshidrogenasa y total XOR en el eluato de perfusión de hígado en distintos tiempos 

de toma de muestra durante 45 minutos. No se observan diferencias estadísticamente 

significativas entre los animales jóvenes y los animales viejos en ninguna de las dos 

actividades. 
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Figura 28. Efecto del envejecimiento sobre la actividad XO y Total XOR en eluato 

de perfusión de hígado de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. (n=3).  

 

 

Tal como era de esperar al no haber diferencias estadísticamente significativas 

ni tendencias en el comportamiento de las actividades xantina oxidasa y xantina 

deshidrogenasa, el porcentaje de actividad XO con respecto a la actividad total 

tampoco muestra diferencias estadísticamente significativas a lo largo del 

experimento.   

La actividad enzimática estudiada en el eluato de perfusión de hígado podría 

ser consecuencia de la liberación de la enzima al torrente sanguíneo, que era nuestra 

posibilidad inicialmente planteada, pero también podía ser consecuencia de daño 

celular que provocara la liberación de dicha enzima.  Si fuera éste el caso, además de 

la actividad XOR también se produciría liberación de otras enzimas intracelulares, 

cuya liberación conllevaría el mismo comportamiento que el de la XOR.  Para ello 

medimos en las mismas muestras de eluato de perfusión de hígado de uno de los 

animales la actividad XO y la actividad LDH, otra enzima intracelular que se libera 

cuando hay daño celular.  En la figura 29 se muestran los resultados, pudiéndose 

apreciar que el comportamiento de la actividad enzimática de ambas se solapa, lo cual 

nos sugiere que el comportamiento de la actividad XOR en el eluato de perfusión de 
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hígado no es consecuencia de la liberación normal de esta enzima, sino que es 

consecuencia del daño celular que se produce como consecuencia de la perfusión.  

 

 

 

 

 

Figura 29: Comparación de la actividad XO y de la actividad LDH en eluato de 

perfusión de hígado de una rata joven. 
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4.12. Efecto del ejercicio físico agotador sobre  la actividad xantina oxidasa 

(XO), actividad xantina deshidrogenasa (XDH), actividad total xantina 
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óxidoreductasa (XOR) y porcentaje de XO con respecto a la actividad total 

(XO/XOR %) en músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos.  

 

El efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina oxidasa en 

músculo gastrocnemio es el que se muestra en la tabla 24 y en la figura 30, en las que 

se observa que el ejercicio físico no aumenta la actividad ni en los animales jóvenes 

ni en los viejos.  Sin embargo, el envejecimiento sí tiene un efecto sobre esta 

actividad enzimática en músculo, provocando un aumento del 79 %. 

 

 

 

Tabla 24. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina oxidasa en 

músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 

 n XO (mU/mg.prot.) 

Control Joven 8 0,042 ± 0,018 

Agotado Joven 5 0,043 ± 0,005 

Control Viejo  6 0,075 ± 0,027 * # 

Agotado Viejo 9 0,071 ± 0,016 * # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo  agotado 
joven. 
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Figura 30. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad XO, XDH y 

Total XOR en músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo  agotado 
joven. 
 

La actividad xantina deshidrogenasa muestra un incremento similar al 

observado en la actividad xantina oxidasa, no observándose efecto alguno por el 

hecho del ejercicio físico, pero sí como efecto del envejecimiento, el cual provoca 

que la actividad xantina deshidrogenasa se incremente un 141 % en el grupo Control 

Viejo con respecto al grupo Control Joven, una diferencia estadísticamente 

significativa (p < 0,05).   La actividad xantina deshidrogenasa del grupo Agotado 

Viejo muestra diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo Agotado 

Joven, sin embargo, comparado con el grupo Control Viejo, de su misma edad, no 

muestra diferencias estadísticamente significativas, por tanto, el ejercicio físico 

agotador no provoca un aumento de esta actividad en los animales viejos, al igual que 

en los animales jóvenes (Tabla 25 y Figura 30).  
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Tabla 25: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina 

deshidrogenasa en músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 n XDH (mU/mg.prot.) 

Control Joven 8 0,027 ± 0,011 

Agotado Joven 5 1,031 ± 0,014 

Control Viejo 6 0,065 ± 0,018 * # 

Agotado Viejo 9 0,055 ± 0,014 * # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo  agotado 
joven. 

 
 

Tabla 26: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad total xantina 

oxidoreductasa en músculo gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 n XO+XDH (mU/mg.prot.) 

Control Joven 8 0,069 ± 0,021 

Agotado Joven 5 0,074 ± 0,016 

Control Viejo 6 0,141 ± 0,039 * # 

Agotado Viejo 9 0,125 ± 0,029 * # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo  agotado 
joven. 

 

En la tabla 27 se muestra cómo el porcentaje de actividad xantina oxidasa con 

respecto al total no muestra cambios significativos por efecto del ejercicio físico ni 

por efecto de la edad.  Hemos visto anteriormente que el envejecimiento provoca un 

aumento de la actividad xantina oxidasa y de la actividad xantina deshidrogenasa, sin 

embargo la proporción entre ambas se sigue manteniendo alrededor del 55 %. 
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Tabla 27: Efecto del ejercicio físico agotador sobre el porcentaje de actividad xantina 

oxidasa con respecto a la actividad total XOR en músculo gastrocnemio de animales 

jóvenes y viejos. 

 n XO (% del total) 

Control Joven 8 59,44 ± 12,06 

Agotado Joven 5 59,58 ± 12,94 

Control Viejo 6 52,76 ± 10,74 

Agotado Viejo 9 58,78 ±   2,44 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  

 

4.13. Efecto del envejecimiento sobre  la expresión de proteína xantina oxidasa 

en músculo gastrocnemio. 

 

Una vez estudiada la actividad enzimática no podíamos continuar sin saber si 

el comportamiento de la enzima era debido a cambios postranscripcionales de la 

enzima sin cambios en la expresión enzimática o si estos cambios en la actividad se 

correspondían con un cambio en la cantidad de enzima. Dado que la actividad 

enzimática no sufría cambios con el ejercicio físico, sino que sólo cambiaba por 

efecto del envejecimiento, estudiamos el comportamiento de la enzima en músculo de 

animales jóvenes y viejos mediante  “western blot”.  Tal como se puede observar en 

la tabla 28 y en la figura 31, las muestras pertenecientes a los animales viejos 

presentan una mayor expresión de la enzima que las pertenecientes  a los animales 

jóvenes, con un nivel de significación de 0,05. 

 

Tabla 28: Efecto del envejecimiento sobre la expresión de proteína XO en músculo 

gastrocnemio de animales jóvenes y viejos. 

 n XO (intensidad de pixel) 

 Joven 3 910 ± 19 

Viejo 3 957 ± 43    * 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo  joven. 
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Por lo tanto, podemos observar que los cambios observados en apartados 

anteriores que muestran un aumento de la actividad xantina oxidasa con el 

envejecimiento se acompañan también de un aumento de la expresión enzimática. 

 

 

Figura 31. Efecto del envejecimiento sobre la expresión de proteína xantina oxidasa 

en músculo gastrocnemio.  
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo  joven. 
 
 
 

4.14. Efecto del ejercicio físico agotador sobre  la actividad xantina oxidasa 

(XO), actividad xantina deshidrogenasa (XDH), actividad total xantina 

óxidoreductasa (XOR) y porcentaje de XO con respecto a la actividad total 

(XO/XOR %) en aorta de animales jóvenes y viejos.  

 

La actividad xantina oxidasa en aorta muestra un comportamiento similar al 

que muestra en músculo gastrocnemio, aunque con unas diferencias más 

significativas.  El ejercicio físico no provoca un aumento de esta actividad ni en los 

animales jóvenes ni en los viejos, mientras que el envejecimiento sí provoca un 

aumento de la actividad xantina oxidasa del 107 % en el grupo Control Viejo con 



Resultados 

186  

respecto al grupo Control Joven que es estadísticamente significativo.  El grupo 

Agotado Viejo presenta una mayor actividad xantina oxidasa que el grupo Agotado 

Joven, pero no por efecto del ejercicio físico, sino por efecto del envejecimiento, ya 

que ninguno de estos dos grupos sometidos a ejercicio físico agotador muestra un 

aumento de actividad en relación a sus respectivos grupos controles de la misma edad 

(Tabla 29 y Figura 32). 

 

Tabla 29 : Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina oxidasa en 

aorta de animales jóvenes y viejos. 

 n XO (mU/mg.prot.) 

Control Joven 3 0,065 ± 0,013 

Agotado Joven 3 0,061 ± 0,007 

Control Viejo 10 0,135 ± 0,035 ** ## 

Agotado Viejo 3 0,126 ± 0,030 ** # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“**” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) 
con respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y el símbolo “##” un 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), ambos con respecto al 
grupo  agotado joven. 

 

 

En la tabla 29 y la figura 32 se puede observar como la actividad xantina 

deshidrogenasa en aorta no se ve afectada por el ejercicio físico agotador, pero sin 

embargo muestra una tendencia a aumentar con la edad con un aumento del 25 % en 

el grupo Control Viejo con respecto al grupo Control Joven.  
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Figura 32. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad XO, XDH y total 

XOR en aorta de animales jóvenes y viejos.  
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“**” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) y el símbolo “##” un diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,01), ambos con respecto al grupo  
agotado joven. 
 

 

Tabla 30 : Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad xantina 

deshidrogenasa en aorta de animales jóvenes y viejos. 

 n XDH (mU/mg.prot.) 

Control Joven 3 0,194 ± 0,037 

Agotado Joven 3 0,194 ± 0,007 

Control Viejo 10 0,243 ± 0,111 

Agotado Viejo 3 0,253 ± 0,076 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar.  
 

La tabla 31 y la figura 32 podemos observar cómo el ejercicio físico agotador 

no tiene efecto alguno sobre la actividad total ni en los animales jóvenes ni en los 

animales viejos.  Sin embargo, y tal como ocurre con la actividad xantina oxidasa, el 
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envejecimiento sí provoca un aumento  en la actividad total.  El grupo Control Viejo 

presenta una actividad total un 55 % mayor que el grupo Control Joven. El grupo 

Agotado Viejo presenta una actividad total un 48 % mayor que el grupo Agotado 

Joven, sin embargo este aumento de la actividad total es basal, no provocado por el 

ejercicio físico, sino por el envejecimiento, no existiendo diferencias estadísticamente 

significativas entre el grupo Agotado Viejo y el grupo Control Viejo.  

 

 

Tabla 31: Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad total xantina 

oxidoreductasa en aorta de animales jóvenes y viejos. 

 n XO+XDH (mU/mg.prot.) 

Control Joven 3 0,239 ± 0,050 

Agotado Joven 3 0,255 ± 0,004 

Control Viejo 10 0,377 ± 0,110 * # 

Agotado Viejo 3 0,379 ± 0,073 * # 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo  agotado 
joven. 

 

El ejercicio físico agotador no muestra un efecto estadísticamente 

significativo en el porcentaje de actividad xantina oxidasa con respecto a la actividad 

total, sin embargo, sí hay una ligera tendencia a hacer disminuir ese porcentaje, de tal 

forma que el citado porcentaje disminuye un 11,7 % en el grupo Agotado Joven con 

respecto al grupo Control Joven y un 11,1 % en el grupo Agotado Viejo con respecto 

al grupo Control Viejo.   

El hecho de que la actividad xantina oxidasa aumente significativamente con 

la edad y que la actividad xantina deshidrogenasa no aumente en la misma proporción 

hace que el envejecimiento provoque un aumento del porcentaje de actividad xantina 

oxidasa con respecto a la actividad total, que tal como se aprecia en la figura 33 es 

estadísticamente significativo a un nivel de significación del 95 %.  
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Figura 33. Efecto del ejercicio físico agotador sobre el porcentaje de actividad 

xantina oxidasa con respecto a la actividad total en aorta de animales jóvenes y 

viejos. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo control joven.  El símbolo “#”representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo  agotado 
joven. 
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4.15. Efecto del envejecimiento sobre la expresión de proteína xantina oxidasa 

en aorta.  

 

Una vez estudiada la actividad enzimática no podíamos continuar sin saber si 

el comportamiento de esta era debido a cambios postranscripcionales de la enzima sin 

cambios en la expresión o si estos cambios en la actividad se correspondían con un 

cambio en la cantidad de enzima.  Dado que la variable que se asocia a cambios en la 

actividad en aorta es el envejecimiento, decidimos estudiar el comportamiento de la 

proteína en aorta de animales jóvenes y viejos mediante “western blot”.  Éste se 

muestra en la figura 34. Tal como se puede observar en dicha figura, las muestras 

pertenecientes a los animales viejos presentan una mayor expresión de la enzima que 

las pertenecientes  a los animales jóvenes. 

 

Figura 34. Western blot de XO en aorta de rata.   

                    Joven Vieja Joven Vieja Vieja Vieja Joven 

 

 
 

 
 

Las bandas correspondientes a un peso molecular de 145 kd. fueron estudiadas 

con el programa TotalLab para cuantificar la intensidad de dichas bandas en las 

A 

B 

 
En B se observa una banda de 145 kd señalada por la flecha.  Esta banda se  detalla en A, 
donde se puede observar que las muestras correspondientes a los animales viejos muestran 

mayor densidad que las correspondientes a los animales jóvenes. 
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distintas muestras.  Los resultados de la cuantificación nos permiten observar que las 

bandas pertenecientes a los animales viejos presentan una mayor intensidad que las 

pertenecientes a los animales jóvenes.   Estos resultados se representan gráficamente 

en la figura 35. 

 

 

 

Figura 35. Efecto del envejecimiento sobre la expresión de proteína xantina oxidasa 

en aorta.  
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al 
grupo  joven.  
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4.16. Efecto del envejecimiento sobre la producción de radical superóxido  por 

anillos aórticos de rata.  

 

En nuestra tarea de saber si en realidad este aumento de la actividad y de la 

cantidad de proteína xantina oxidoreductasa contribuía a la producción de radicales 

libres, decidimos llevar a cabo la medición, mediante quimioluminiscencia, de la 

producción de radical superóxido en anillos aórticos de animales jóvenes y viejos, 

mostrando nuestros resultados un aumento del 24 % en los anillos de rata vieja con 

respecto a los anillos de rata joven.  Este es el aumento correspondiente a la xantina 

óxidoreductasa, es decir el que es inhibible por alopurinol (figura 36), por lo que es 

en realidad la enzima sujeto de nuestro estudio la responsable de la producción 

aumentada de radical superóxido en los anillos aórticos de rata vieja en relación a los 

anillos aórticos de rata joven. 

 

 

 

Figura 36: Efecto del envejecimiento sobre la producción de radical superóxido  

por la XOR en anillos aórticos de rata. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo “*” 
representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con 
respecto al grupo  joven. 
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4.17. Efecto de la administración de heparina sobre la actividad xantina oxidasa 

en plasma de animales jóvenes y vie jos.  

 

Dado que en sangre de animales viejos la actividad xantina oxidasa está más 

elevada que en los jóvenes, y en la aorta también, decidimos averiguar si la 

administración de heparina liberaba parte de la enzima que estaba pegada al endotelio 

y con ello aumentaba la actividad enzimática en plasma.  La figura 37 muestran como 

la administración de heparina no provoca aumentos significativos en la actividad 

xantina oxidasa en plasma de ratas jóvenes y viejas durante los 50 minutos tras la 

administración de aquella.  Sí observamos claramente que la actividad xantina 

oxidasa de los animales viejos, tanto los tratados con heparina como los tratados con 

suero fisiológico, se encuentra más elevada que en los animales jóvenes. Este 

comportamiento es el mismo que hemos visto previamente en nuestros resultados del 

apartado 4.9.  En este experimento, el efecto se mantiene en todos los tiempos de 

toma de muestras a lo largo de los 50 minutos que dura el proceso.  

 

 

Figura 37. Efecto de la administración de heparina sobre la actividad xantina oxidasa  

en plasma de animales jóvenes y viejos. 

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

12,0

Pre 10' 20' 30' 40' 50'

X
O

 (
m

U
/m

l)

Contr.Jov.Suer.
Contr.Jov.Hep.
Contr.Viej.Suer.
Contr.Viej.Hep.

 
     Los valores se expresan como media ± desviación estándar. (n=3).



 

  



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 



Discusión 

196  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discusión 

197  

5. DISCUSIÓN. 

 

5.1.  El ejercicio físico agotador provoca un aumento de los indicadores   

plasmáticos de daño muscular en animales jóvenes y viejos. 

 

Que el ejercicio físico, sobretodo el excéntrico  provoca daño muscular es un 

hecho universalmente aceptado.  Los estudios realizados hasta el momento sugieren 

que los efectos inmediatos asociados a la lesión muscular son de tipo mecánico, y se 

originan fundamentalmente por la tensión soportada por el sarcómero de la fibra 

muscular. Experimentos de tipo mecánico han demostrado como una excesiva tensión 

en el sarcómero es la causa primaria de la lesión muscular (Lieber y cols., 1999). 

Estos mismos autores postulan que esta excesiva tensión provoca una disrupción intra 

y/o extracelular de las membranas que permite la hidrólisis de proteínas estructurales, 

provocando a su vez la desestructuración miofibrilar que se observa habitualmente.  

Posteriormente aparece el fenómeno de la inflamación, la cual ayuda a degradar y 

reparar el tejido.  La prevención de la inflamación conlleva una pérdida de la función 

muscular más duradera. 

El daño muscular asociado al ejercicio físico ha sido estudiado tanto desde el 

campo bioquímico como desde el campo histológico, viéndose que dicho daño ocurre 

tanto en animales como en humanos.  Este daño va ligado a una alteración de las 

propiedades contráctiles musculares, con la correspondiente pérdida de fuerza 

máxima voluntaria (Balnave y cols., 1993; Nosaka y cols., 1991). 

El indicador bioquímico más utilizado para valorar el daño muscular es la 

medición de la liberación al plasma de la enzima intramuscular Creatina Kinasa (CK).  

En ratas, el tiempo en que se produce la elevación de la actividad CK en plasma tras 

la realización de un ejercicio agudo varía según los autores, variando desde algunos 

que muestran el pico inmediatamente tras el ejercicio (Amelink y cols., 1986; 

Amelink y cols., 1988; Hayward y cols., 1999; Van Der Meulen y cols., 1991), 

mientras que otros que llevan a cabo carrera en pendiente hacia abajo llegan a 

encontrar dos picos, uno a las 0 horas y otro a las 24-36 horas (Armstrong y cols., 

1983; Newham y cols., 1983; Schwane y cols., 1983).  Se ha visto que algunas 
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variables influyen sobre el aumento de la actividad enzimática plasmática 

postejercicio, como los niveles de estradiol (Bar, 1990; Bar y cols., 1988),  el 

entrenamiento previo (Balnave y cols., 1993), el sexo (Van Der Meulen y cols., 1991) 

o la intensidad y duración del ejercicio (Hortobagyi y cols., 1989; Noakes, 1987; 

Popovich y cols., 1989).  En concreto, Van der Meulen y cols. destacan la tremenda 

diferencia que encuentran entre los niveles de actividad CK tras ejercitar ratas durante 

1,5 horas y los niveles de CK tras ejercitar ratas durante 2,5 horas (Van Der Meulen y 

cols., 1991) (ver figura 40), lo cual se ha comprobado también en humanos, en los 

que en los 12 últimos km. de una maratón, el daño muscular aumenta 

desproporcionadamente en comparación con el daño producido en los primeros 30 

km. (Janssen y cols., 1989).   Aunque con menos evidencia, otras variables que 

influyen son la raza (Friden y cols., 1984), la edad (Gale y cols., 1979; Nosaka y 

cols., 1991),  la masa muscular (Manfredi y cols., 1991; Novak y cols., 1977) y la 

ingesta de proteínas (Hayward y cols., 1999). 

 

 

Figura 38. Evolución de la actividad CK en plasma de ratas jóvenes macho tras 

correr durante 1,5 h. y durante 2,5 h. (Adaptado de Van Der Meulen, 1991). 
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Nuestros resultados, que fueron tomados inmediatamente después del 

ejercicio  muestran cómo el ejercicio provoca un aumento de la actividad CK en 

plasma de animales jóvenes, que se puede considerar similar al publicado por 

Hayward y cols. (1999), los cuales muestran un  incremento de alrededor del 100 %, 

pasando los valores de 130 U/L a 260 U/L aproximadamente como efecto del 

ejercicio.  Con otros autores, aunque el comportamiento es el mismo, no existe tal 

coincidencia, probablemente debido a las diferencias en el protocolo de ejercicio.  

Así, Van Der Meulen y cols. (1991) publican valores que aumentan desde 25 a 80 

U/L y Komulainen y cols. (1994) publican valores que pasan de 216 a 1183 U/L.  Por 

otra parte, en los animales viejos se observa el mismo comportamiento, y al igual que 

en nuestro trabajo, en el que no se observa un mayor incremento en los viejos que en 

los jóvenes, Manfredi y cols. (1991) tampoco encuentran diferencias en el incremento 

como consecuencia del ejercicio físico, aunque ellos lo estudian en humanos. 

 

Figura 39. Efecto del ejercicio físico agotador sobre la actividad CK  y LDH en 

plasma de ratas jóvenes y viejas. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“**” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) 
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diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo 
control viejo. El símbolo “#”  representa una diferencia estadísticamente 
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significativ (p<0,05) y “##” una diferencia significativa (p<0,01) ambos 
con respecto al grupo agotado joven. 

 

 

Aunque menos utilizado que la actividad CK, la actividad LDH también se 

utiliza como marcador de daño muscular. En la figura 41 se puede observar el perfil 

de la actividad LDH en plasma tras llevar a cabo ejercicio físico agudo.  Nuestros 

resultados, que manifiestan en los animales jóvenes un aumento de dicha actividad 

del 126 % son similares a los presentados por Komulainen y cols. en 1994, los cuales 

muestran un incremento del 85 % aproximadamente. El comportamiento de la 

actividad LDH en nuestro estudio muestra el mismo comportamiento en los animales 

jóvenes que en los viejos agotados, observando en estos últimos un aumento de la 

actividad similar al que provoca el ejercicio en los animales jóvenes.  El incremento 

en los animales jóvenes y en los viejos es similar. 

 

Figura 40. Evolución de la actividad LDH en plasma de ratas jóvenes macho tras 

correr durante 1,5 h. y durante 2,5 h. (Adaptado de Van Der Meulen, 1991). 
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A nivel histológico, se ha venido observando que tras el ejercicio físico se 

produce un edema muscular, el cual contribuye al daño a la célula muscular 

(Komulainen y cols., 1993; Peeze Binkhorst y cols., 1990) probablemente por 

aumento del volumen celular y como consecuencia de ello, estiramiento y posterior 
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ruptura de la membrana celular (Komulainen y cols., 1994).  El aumento del agua 

muscular es debido tanto al edema intersticial como al edema intracelular, 

produciéndose ambos en este orden (Komulainen y cols., 1994).    Este mismo autor 

encuentra, coincidiendo con otros, cambios ultraestructurales como disrupción de las 

líneas Z del sarcómero, pérdida de la arquitectura miofibrilar y áreas subsarcolémicas 

ensanchadas. Otros autores establecen que los sarcómeros están unidos entre ellos por 

fibras de desmina que enlazan los distintos discos Z además de entre éstos con el 

sarcolema, estabilizando la membrana en el estrés mecánico y que como 

consecuencia del ejercicio excéntrico hay una pérdida de estas fibras de desmina 

(Koh, 2002).    Si el músculo es estudiado unas horas después del ejercicio físico, 

además del daño mecánico descrito anteriormente, aparecen los cambios típicos del 

proceso de inflamación, con infiltración leucocitaria, etc..   En nuestro estudio, sólo 

se observan los cambios debidos al proceso de envejecimiento de la fibra muscular, 

ya que las muestras fueron tomadas inmediatamente tras el ejercicio.  En el músculo 

viejo, en el que el ejercicio no provoca un  mayor aumento de la liberación de 

enzimas intracelulares al plasma, tampoco podemos afirmar con nuestro estudio que 

exista un mayor número de fibras musculares dañadas, aunque sí se observan más 

fibras musculares degenerativas atribuibles al envejecimiento.  Algunos autores 

también han observado alteraciones en el endotelio capilar de los músculos 

ejercitados (Duarte y cols., 1994).  En conjunto vemos que el ejercicio físico agotador  

provoca daño muscular tanto en los animales viejos como en los jóvenes, a pesar de 

que la masa magra de los animales viejos suele ser menor que la de los animales 

jóvenes. 

En cuanto al tejido hepático, la viabilidad hepática y la función de los 

hepatocitos también ha sido estudiada previamente, mostrando como efecto del 

ejercicio físico agotador, un volumen hepatocitario disminuido, mientras que no 

disminuye el nivel de glucógeno intracelular (Latour y cols., 1999). Nosotros sí 

observamos en el hígado viejo una ocupación celular por parte del glucógeno y otros 

elementos no organulares mayor que en los hepatocitos de la rata joven, lo cual 

posiblemente sea debido al menor consumo de aquel debido a la menor duración del 

ejercicio en los animales jóvenes. 
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5.2.  El ejercicio físico agotador y el envejecimiento provocan estrés oxidativo en 

sangre, hígado y músculo gastrocnemio. 

 

Para determinar el estrés oxidativo hemos elegido como indicador el estatus 

del glutatión, ya que nos permite determinar el estrés oxidativo tanto en tejidos como 

en fluidos biológicos (Sies, 1986).  La relación entre glutatión oxidado y glutatión 

reducido (GSSG/GSH) es un buen indicador del estrés oxidativo que puede ocurrir 

bajo condiciones fisiológicas y patológicas (Viña, 1990) además de ser un indicador 

del estado redox celular, según el cual se regula la expresión de diversas proteínas y 

actividades enzimáticas. 

En cuanto al efecto del envejecimiento sobre el estatus del glutatión diversos 

autores encuentran un aumento de la oxidación de éste con el envejecimiento tanto en 

animales  (Allen y cols., 1986; Viña y cols., 1992) como en humanos (Goldschmidt, 

1970).  Sobretodo se destaca un aumento del glutatión oxidado, acompañado 

probablemente de una disminución del GSH (Sastre y cols., 1996).  Nuestro estudio 

sigue en la misma línea que estos autores, en la medida en que tanto en hígado como 

en músculo el GSH muestra una tendencia a disminuir con la edad, la cual no llega a 

ser significativa, pero el GSSG sí muestra un cambio claro con el envejecimiento, 

aumentando claramente en los animales viejos.  El cociente GSSG/GSH, también lo 

hace significativamente.  En este comportamiento posiblemente influyan las vías de 

oxidación-reducción del glutatión.  En este sentido,  el envejecimiento se asocia, en 

general, a un descenso de la actividad de las enzimas que catalizan las reacciones 

vinculadas con la reducción del glutatión oxidado, como la glucosa-6 fosfato 

deshidrogenasa o la glutatión reductasa, más que a un aumento de la actividad de las 

enzimas que contribuyen a la oxidación del glutatión reducido, como la glutatión 

peroxidasa o transferasa (Viña y cols., 1992).  Además, cuando el GSH se oxida, el 

GSSG tiende a liberarse desde las células (Sies y cols., 1978).  Por tanto, la oxidación 

del glutatión  puede aumentar la liberación de éste desde las células, contribuyendo al 
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aumento de GSSG que se observa en sangre de ratas viejas (García de la Asunción y 

cols., 1996; Sastre y cols., 1996).   

Aunque cabría la posibilidad lógica de que el GSH disminuyera con el 

envejecimiento, los estudios realizados muestran comportamientos contradictorios, 

sobretodo en los tejidos (Christon y cols., 1995; De y cols., 1991; Favilli y cols., 

1994; Hazelton y cols., 1980; Lantomasi y cols., 1993; Liu, 2002; Liu y cols., 2000; 

Nakata y cols., 1996; Ravindranath y cols., 1989; Samiec y cols., 1998; Sanz y cols., 

1997; Sasaki y cols., 2001; Teramoto y cols., 1997; Yang y cols., 1995).  

Nuestros estudios muestran que el GSH en plasma no presenta cambios 

significativos con el envejecimiento.  Algunos autores han referido una disminución 

del GSH en sangre de ratas viejas y de humanos viejos (Kretzschmar y cols., 1991;     

Nuttall y cols., 1998; Samiec y cols., 1998), y a su vez, no encuentra diferencias en el 

GSSG con la edad . 

El comportamiento del glutatión en plasma no refleja el de los tejidos, de 

forma que el GSH no tiene por qué comportarse igual en sangre que en tejidos.  Así 

como el GSSG tiene el mismo comportamiento tanto en sangre como en tejidos, 

aumentando con la edad, a continuación podemos ver como las concentraciones de 

GSH de los distintos tejidos pueden diferir de las del plasma. 

El glutatión hepático tiene una gran importancia en la medida en que es la 

fuente de este tiol para muchos otros tejidos, siendo el origen del 90 % del GSH 

circulante (Ji y cols., 1998).  Nuestros resultados no muestran cambios en el GSH 

hepático con la edad, en la misma línea que algunos autores (Kretzschmar y cols., 

1991; Ravindranath y cols., 1989; Rikans y cols., 1988).   Algunos autores encuentran 

un aumento del GSH en hígado de ratas viejas, así como también en plasma y 

corazón (Barja de Quiroga y cols., 1990; Loguercio y cols., 1996; Ohkuwa y cols., 

1997).  Otros refieren una disminución (Christon y cols., 1995; Sanz y cols., 1997).  

En músculo esquelético no se han encontrado diferencias en el contenido de 

GSH en el vasto lateral profundo, mientras que en sóleo, el contenido de GSH 

aumenta con el envejecimiento (Leeuwenburgh y cols., 1994) al igual que el GSH de 

músculo cardíaco (Fiebig y cols., 1996).  Nuestros resultados muestran una ligera 
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tendencia a  aumentar  el GSH con la edad, que no llega a ser significativa, mientras 

que el GSSG si aumenta significativamente con el envejecimiento. 

Nosotros interpretamos estos resultados como que el músculo esquelético de 

los animales viejos sufre un mayor estrés oxidativo, lo cual ya ha sido demostrado 

por diversos autores mediante la medición de la peroxidación lipídica, la oxidación 

proteica y el daño al DNA (Cooper y cols., 1992; Goto y cols., 1995); (Starnes y 

cols., 1989).  Nuestros resultados coinciden con estos autores en la medida en que 

tanto la concentración de GSSG como el cociente GSSG/GSH aumentan como efecto 

de la edad, indicando que el músculo viejo se encuentra en un estado de mayor 

oxidación que el músculo joven.    A pesar de un aumento en la producción de 

radicales libres con el envejecimiento, que se manifiesta por el incremento del GSSG, 

el sistema de protección contra ellos no disminuye, sino que puede que tienda a 

aumentar para compensar esta mayor producción de agentes oxidantes, tal como 

apoyan otros autores (Ji y cols., 1992; Luhtala y cols., 1994; Oh-Ishi y cols., 1995).  

El mecanismo responsable de este aumento de las defensas antioxidantes no se 

conoce con claridad, pero algunos autores sugieren que los músculos de animales 

viejos, que son más sensibles al daño y por tanto a producir una respuesta de fase 

aguda,  posiblemente estén en un estado de inflamación crónica en el que la 

producción de radicales libres esté en un estado estable elevado (Cannon y cols., 

1994).  Posiblemente este incremento de las defensas antioxidantes a nivel basal sea 

la explicación a que el entrenamiento no provoque aumentos tan marcados de estas 

defensas en los viejos como en los jóvenes, lo cual hace pensar a algunos autores que 

el umbral de entrenamiento que provoca un aumento de las defensas antioxidantes es 

mayor en los viejos que en los jóvenes (Ji y cols., 1998). 

En conjunto, y en base al cociente GSSG/GSH como indicador de estrés 

oxidativo, vemos que el envejecimiento provoca un aumento de dicho cociente del 

200 % en sangre.  En hígado este aumento es sólo del 43 % y en músculo del 220 %.  

No debemos olvidar que el músculo esquelético es un tejido postmitótico y 

posiblemente este hecho haga que el envejecimiento le afecte en mayor grado.  

Probablemente el músculo esquelético juegue un papel central en el estrés oxidativo 

asociado al envejecimiento.   
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Durante las últimas décadas se ha venido proponiendo que el ejercico físico 

provoca un aumento de la producción de radicales libres por parte de los grupos 

musculares ejercitados (Brady y cols., 1979; Davies y cols., 1982; Dillard y cols., 

1978; Jackson y cols., 1985; McArdle y cols., 2001; McArdle y cols., 1995; McArdle 

y cols., 1999; Sjödin y cols., 1990).  Que estos radicales libres estén relacionados en 

la patogénesis del daño muscular asociado al ejercicio físico es un hecho que no está 

probado, aunque todas las hipótesis apuntan a su vinculación.  De hecho, se puede 

observar el comportamiento del cociente GSSG/GSH en músculo y la actividad LDH 

en plasma que se representa en la figura 41. 

 

Figura 41. Gráfico comparativo de la actividad LDH en plasma y del cociente 

GSSG/GSH en músculo  de los cuatro grupos experimentales. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y 
el símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), 
ambos con respecto al grupo control joven.  El símbolo “†” representa 
una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al 
grupo control viejo. El símbolo “#” representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado 
joven. 

 

La mayor parte de los estudios sobre el aumento de la producción de 

radicales libres durante el ejercicio físico están hechos en base a parámetros 

indirectos.  No obstante, algunos autores han intentado demostrar las especies 
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reactivas que están implicadas en el ejercicio físico.  En esta línea, el radical 

superóxido ha sido la especie detectada por algunos autores (Kolbeck y cols., 1997; 

Reid y cols., 1992), mientras que otros han detectado radical hidroxilo en el propio 

músculo (Díaz y cols., 1993) ó en los vasos musculares (O´Neill y cols., 1996).  El 

origen exacto de dichos radicales libres no ha sido bien definido todavía, ya que en el 

tejido muscular, además de las células musculares, existen otros tipos celulares como 

células endoteliales, fibroblastos y linfocitos, los cuales pueden contribuir a la 

producción de radicales libres (McArdle y cols., 2001).  Estos mismos autores 

sugieren que  las células musculares producen radicales libres rápidamente incluso en 

el transcurso de ejercicio que no produce daño celular o que lo produce escasamente, 

y seguidamente se produce una oxidación de las proteínas musculares para 

posteriormente producirse una respuesta adaptativa de la actividad de las enzimas 

antioxidantes y de las “Heat Shock Proteins” (HSP). 

En cuanto al origen subcelular de los radicales libres, algunos estudios 

sugieren que el radical superóxido proviene de las mitocondrias de la célula muscular 

(Jackson, 1996; Reid, 1996), aunque otros autores argumentan que es poco probable 

que la mitocondria libere radical superóxido al citoplasma in vivo (Forman y cols., 

1997) o que el radical superóxido producido en ella atraviese la membrana 

mitocondrial y celular hasta el espacio extracelular (McArdle y cols., 2001).  Las 

alternativas al origen mitocondrial de estos radicales libres son las oxidasas unidas a 

la membrana celular o la xantina oxidasa citosólica (Reid y cols., 1992). 

 El hecho de que el glutatión se oxida con el ejercicio físico agotador ha sido 

observado por varios grupos de investigación (Gohil y cols., 1988; Ji y cols., 1992; 

Lew y cols., 1985; Pyke y cols., 1986; Sastre y cols., 1992; Sen y cols., 1994; Viguie 

y cols., 1993).  

En este trabajo, hemos observado como el ejercicio físico agotador provoca un 

aumento tanto del glutatión oxidado como del cociente GSSG/GSH en la sangre de 

los animales jóvenes, lo cual coincide con los resultados aportados por  Lew y cols.  

(1985), Sastre y cols. (1992) y Viña y cols. (2000a) realizados en ratas y  por Gohil y 

cols. (1988), Duthie y cols. (1990), Sastre y cols. (1992), Sen y cols. (1994) y Viña y 

cols. (2000a) en seres humanos.  Algunos de estos autores refieren que el ejercicio 
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físico provoca una disminución de la concentración de GSH en sangre, es decir, el 

ejercicio físico agotador consume las reservas del tiol no proteico más abundante de 

la célula.  Nuestros resultados muestran una tendencia a disminuir la concentración de 

GSH en sangre con el ejercicio físico, en la misma línea que otros autores (Viña y 

cols., 2000a). Es sobretodo el grupo “Agotado Viejo”  el que muestra la mayor 

tendencia a disminuir, aunque esta tendencia no llega a ser significativa.  

Posiblemente si aumentáramos el nº de muestras del estudio las diferencias llegarían 

a ser significativas.  

En cuanto al comportamiento del estatus del glutatión en el hígado, nuestros 

resultados muestran una ligera tendencia no significativa a aumentar el GSH como 

efecto del ejercicio físico, tanto en los animales jóvenes como en los animales viejos.  

Posiblemente esta tendencia sea debida a un aumento de la síntesis hepática de 

glutatión en respuesta al ejercicio físico.  El GSSG y el cociente GSSG/GSH se 

encuentra aumentado significativamente (p < 0,05) en el hígado de animales jóvenes 

como efecto del ejercicio físico, tal como refieren otros autores (Viña y cols., 2000a).  

Sin embargo, en los animales viejos el ejercicio físico no provoca aumento de estos 

parámetros con respecto al grupo “Control Viejo”.  Una posible explicación al 

diferente efecto del ejercicio sobre el estatus del glutatión en hígado sea el hecho de 

que los animales jóvenes presentan un tiempo de agotamiento mayor que los animales 

viejos, pudiendo esto conllevar una mayor disminución del flujo sanguíneo al 

territorio esplácnico, provocando así un mayor grado de isquemia al hígado en los 

animales jóvenes que en los animales viejos.  De hecho, tal como referimos en el 

primer punto de la discusión, el tiempo de agotamiento de los animales jóvenes 

representa un 200 % con respecto al grupo viejo. 

En el músculo esquelético, el ejercicio físico agotador también aumenta el 

grado de oxidación , tanto de los animales jóvenes como de los viejos, en la medida 

en que, tanto el GSSG como el cociente aumentan significativamente en ambos 

grupos de edad en respuesta al ejercicio físico agotador.  Otros autores han 

encontrado similares resultados.  Bejma y cols. en 1999 observaron que el estatus del 

glutatión cambiaba como consecuencia del ejercicio físico agotador en ambos grupos 

de edad, y que este cambio era similar en los animales jóvenes y en los viejos, y lo 
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mismo ocurría con la peroxidación lipídica, aunque el ejercicio provocaba una mayor 

producción de agentes oxidantes en los animales viejos que en los jóvenes (Bejma y 

cols., 1999).  No debemos olvidar que este aumento de la oxidación del glutatión por 

efecto del ejercicio físico agotador  en el grupo agotado viejo ocurre a pesar de que la 

duración del ejercicio en dicho grupo es menor que en los animales jóvenes. 

El ejercicio físico provoca un incremento del cociente en sangre del 124 % y 

del 228 % en animales jóvenes y viejos respectivamente. Sin embargo, en hígado el 

efecto del ejercicio físico es mayor en los animales jóvenes que en los viejos. Cabe la 

posibilidad de que la mayor duración del ejercicio físico juegue un papel importante 

en el mayor estrés oxidativo del hígado joven de animales agotados con respecto al 

hígado viejo, lo cual sería la manifestación de que el factor tiempo o duración del 

ejercicio sea determinante en el daño oxidativo asociado al ejercicio físico. 
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5.3.  La xantina óxidoreductasa contribuye al estrés oxidativo provocado por el 

ejercicio físico  y el envejecimiento. 

 

Tal como hemos visto en el apartado anterior, el ejercicio físico se asocia a un 

aumento del estrés oxidativo.  El origen de las especies reactivas que provocan dicho 

estrés oxidativo ha sido predominantemente atribuido a la mitocondria de la fibra 

muscular (Jackson, 1996; Reid, 1996).  Sin embargo algunos autores han puesto en 

duda que los radicales libres producidos en la mitocondria difundan  fuera al 

citoplasma in vivo (Forman y cols., 1997) y que sean capaces de difundir también a 

través de la membrana muscular (Halliwell y cols., 1989).  Según datos obtenidos de 

mitocondrias aisladas de músculo, éstas no presentan ni una mayor producción de 

peróxidos, ni una mayor oxidación de glutatión, ni una mayor lipoperoxidación en 

animales jóvenes (Viña y cols., 2000a) y tampoco una mayor producción de radicales 

libres en respuesta al ejercicio, ni en animales jóvenes ni en viejos (Bejma y cols., 

1999). Si consideramos que el estrés oxidativo repetitivo, como el provocado por el 

entrenamiento estimula las defensas antioxidantes allí donde aquel se produce, el 

entrenamiento debería promover el aumento de las defensas mitocondriales del 

músculo esquelético.  Sin embargo, aunque varían las defensas antioxidantes 

citoplasmáticas, las mitocondriales no varían ni con el entrenamiento, ni con la edad 

(Navarro-Arévalo y cols., 1999).   Por lo tanto otras fuentes de radicales libres deben 

contribuir al estrés oxidativo asociado al ejercicio físico tanto en jóvenes como en 

viejos.  La xantina óxidoreductasa desempeña un importante papel en el daño 

muscular que ocurre durante el ejercicio físico, ya que las condiciones fisiológicas del 

músculo esquelético durante el ejercicio agotador se asemejan a las de un tejido 

isquémico, con degradación de nucleótidos de adenina a hipoxantina y xantina. Otros 

autores ya han estudiado el papel de la xantina oxidasa en el ejercicio físico (Hellsten, 

1994; Heunks y cols., 1999; Radak y cols., 1995; Viña y cols., 2000a). 

Por otra parte, el envejecimiento también se asocia a un mayor estrés 

oxidativo, hasta el punto de postularse la teoría de los radicales libres en el 
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envejecimiento.   El hecho de que la mitocondria sea un sitio de producción de 

radicales libres hizo que Miquel y colaboradores propusieran la teoría mitocondrial 

del envejecimiento (Miquel y cols., 1980).  De acuerdo con estos autores, es esencial 

la presencia de las mitocondrias para que se produzca el envejecimiento celular 

(Miquel y cols., 1986).  El papel de la mitocondria en el fenómeno del envejecimiento 

celular ha sido considerado central en la medida en que el envejecimiento provoca 

cambios en la morfología y función de estos orgánulos, provocando un cambio en el 

estatus del glutatión en el sentido de una mayor oxidación en mitocondrias (García de 

la Asunción y cols., 1996) y daño oxidativo al DNA mitocondrial, a proteínas y a 

lípidos (Shigenaga y cols., 1994).   El papel de las mitocondrias viejas en el 

envejecimiento celular ha sido apoyado también por la degeneración que aquellas han 

provocado al microinyectarlas en fibroblastos (Corbisier y cols., 1990).   

El hecho de que los radicales libres producidos por la mitocondria jueguen un 

papel importante en el proceso de envejecimiento no descarta la contribución de otras 

fuentes de radicales libres (Sastre y cols., 2000), como puede ser la xantina 

óxidoreductasa, cuya contribución al estrés oxidativo asociado al ejercicio físico está 

ampliamente aceptada.  Sin embargo, el centro de atención del estrés oxidativo 

asociado al envejecimiento sigue manteniéndose sobre las mitocondrias. 

Para ver el comportamiento de la xantina óxidoreductasa en el ejercicio físico 

y en el envejecimiento la hemos determinado su actividad en plasma, hígado, 

músculo esquelético y aorta. 

Hellsten plantea dos vías por las que esta enzima puede estar implicada en el 

daño muscular inducido por el ejercicio físico.  Una primera posibilidad es que ella 

misma sea la que inicie el daño provocando peroxidación de los lípidos de la 

membrana, con la consiguiente liberación de componentes citosólicos, pérdida de 

viabilidad celular e incluso posible necrosis.  Esta hipótesis requiere que el ejercicio 

induzca la conversión de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa y una suficiente 

concentración del sustrato de la reacción enzimática, la hipoxantina.  La otra 

alternativa es que la xantina oxidasa actúe una vez se ha producido el daño muscular 

debido a otros mecanismos, como la disrupción mecánica de las fibras musculares o 

el daño oxidativo por radicales libres procedentes de otro origen.  En este caso la 
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formación de radicales libres por parte de la xantina oxidasa funcionaría como un 

mecanismo de amplificación para desencadenar un proceso inflamatorio (Hellsten, 

2000). 

 

Figura 42. Gráfico comparativo de la actividad XO en los distintos órganos 

estudiados: hígado, músculo y aorta. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y 
el símbolo “**” una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01), 
ambos con respecto al grupo control joven. El símbolo “#” representa 
una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) y el símbolo “##” 
una diferencia estadísticamente significativa (p<0,01) ambos con 
respecto al grupo agotado joven. 

 

Los resultados que hemos observado en plasma corroboran que el ejercicio 

físico agotador en animales jóvenes provoca un aumento de la actividad plasmática 

xantina oxidasa, provocando  un aumento del 27 %, algo inferior al 42 % encontrado 

en estudios previos (Viña y cols., 2000a), pero igualmente estadísticamente 

significativo. Lo lógico sería pensar que, si es el músculo esquelético el que está 

activo y se daña, no tendría por qué aumentar la actividad en plasma.  Sin embargo, la 

hipoxantina no se acumula en grandes cantidades en el músculo ejercitado durante el 

ejercicio físico intenso, sino que difunde a través de las membranas y pasa al plasma, 
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donde actúa como sustrato de la xantina óxidoreductasa (Hellsten, 2000).  Además, 

en plasma de rata la xantina óxidoreductasa sólo existe en su forma oxidasa, no 

detectándose actividad deshidrogenasa, por lo que cualquier aumento de la 

concentración de sustrato es metabolizado por la forma oxidasa, y por tanto, se 

producen radicales libres en la reacción.  En los animales viejos se observa un 

aumento en la actividad xantina oxidasa plasmática del 12 % con el ejercicio, que no 

llega a ser estadísticamente significativa.  El hecho de que en los animales jóvenes el 

ejercicio físico provoque un aumento de la actividad xantina oxidasa, mientras que en 

los animales viejos no,  lo podemos explicar mediante dos alternativas.  La primera es 

que el factor duración del ejercicio no sea suficientemente alto en los animales viejos 

como para provocar el aumento que provoca en los animales jóvenes.  La segunda es 

que, dado que basalmente en los animales viejos ya está aumentada la actividad, el 

posible efecto del ejercicio físico es menor. 

El envejecimiento por sí sólo también provoca un aumento de la actividad 

xantina oxidasa en plasma en reposo, tal como se puede observar en el apartado de 

resultados, mostrando un aumento del 25 %.  Salvo error u omisión, este es el primer 

trabajo que encuentra una mayor actividad xantina oxidasa  en plasma de animales 

viejos en comparación con animales jóvenes.  Las únicas referencias respecto a la 

actividad xantina óxidoreductasa y el envejecimiento las encontramos en estudios 

realizados en rata.  La única referencia, que tengamos conocimiento, afirma que en 

riñones de ratas viejas la actividad total XOR aumenta con la edad hasta un máximo a 

los 18 meses. Este aumento corresponde tanto a la XO como a  la XDH, lo cual es 

coincidente con nuestros resultados. Además, el porcentaje de actividad XO con 

respecto al total, también aumenta con la edad, incrementándose hasta más allá de los 

24 meses (Chung y cols., 1999).  Estos mismos autores refieren que la expresión de 

proteína y de RNA mensajero son paralelos a la actividad enzimática total XOR, lo 

cual apoya también nuestros resultados.  Otro estudio relaciona la actividad xantina 

óxidoreductasa durante el desarrollo comparando la actividad enzimática en músculo 

cardíaco entre ratas recién nacidas y adultas (Schoutsen y cols., 1987).  Este rango de 

edad no coincide con el nuestro, ya que no se trataría de un estudio de 

envejecimiento.  No obstante, nos parece interesante resaltar aquí los resultados que 



Discusión 

213  

obtiene, viendo que la xantina óxidoreductasa es mayor en músculo cardíaco de 

adulto que de recién nacido, lo cual se relaciona con la mayor resistencia de éste a la 

lesión por reperfusión.  Por tanto, consideramos estos resultados novedosos y de gran 

importancia en la medida en que puede ser una fuente importante de radicales libres y 

puede contribuir con ello al estrés oxidativo sistémico asociado al envejecimiento, ya 

que , tal como hemos mostrado en el apartado de resultados, esta enzima produce 

mayor cantidad de radical superóxido en aortas de ratas viejas que de jóvenes. 

La explicación a este hecho nos presenta varias posibilidades.  La primera es 

que los animales viejos presenten algún grado de isquemia en algunas áreas de tejidos 

periféricos, con la consiguiente hipoxia, lo cual sería debido probablemente a la 

presencia de cierto grado de arteriosclerosis.  Con la isquemia provocaría un aumento 

de la concentración de hipoxantina y por tanto aumento de la actividad xantina 

oxidasa.   

La segunda es que en los animales viejos, por el hecho de presentar un mayor 

estrés oxidativo, se induce la conversión de xantina deshidrogenasa a oxidasa 

La tercera, la presencia de cierto grado de inflamación o inducción de 

proteasas, que haría aumentar la actividad xantina oxidasa en los animales viejos con 

respecto a los controles jóvenes. 
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5.4.  Origen de la actividad xantina óxidoreductasa plasmática. 

Para conocer el origen de la xantina oxidasa plasmática, nos planteamos medir 

la actividad XO y  XDH en distintos órganos, pensando sobretodo en el hígado como 

gran candidato para liberar  la enzima al torrente sanguíneo, dado que es un órgano 

que tiene unas actividades enzimática XO y XDH muy altas en comparación con 

otros órganos, tal como se puede observar en la figura 42. 

En el hígado observamos cómo el ejercicio físico tiene tendencia a aumentar 

la actividad total XOR en los animales jóvenes, aunque no de forma estadísticamente 

significativa. Este aumento se produce sobretodo por el aumento de la actividad 

xantina deshidrogenasa, ya que la actividad XO permanece en los mismos valores que 

el control.   Ello hace que el porcentaje de actividad XO con respecto a la actividad 

total XOR disminuya significativamente con respecto al control.  Por su parte, el 

envejecimiento no provocaba ningún cambio en ninguna de las variables relacionadas 

con la XOR hepática.  Este hecho nos sorprendió, ya que esperábamos que en el 

hígado los cambios ocurrieran en el mismo sentido que ocurren en la sangre.  Por 

ello, nos planteamos una posible explicación a este hecho. Teniendo en cuenta que el 

hígado es capaz de liberar xantina oxidasa al torrente sanguíneo (Yokoyama y cols., 

1990) en procesos de isquemia reperfusión hepática, cabía  la posibilidad de que este 

hecho ocurriera también tanto como consecuencia del ejercicio físico agotador como 

por el propio envejecimiento, y que el hígado contribuyera al aumento de actividad 

XO en plasma sin que se reflejara un cambio en la actividad enzimática en el propio 

tejido. 

Con la intención de aclarar este hecho llevamos a cabo la perfusión hepática 

en ratas controles jóvenes y viejas, entre las que no encontramos diferencias en 

ninguna de las variables estudiadas. El comportamiento de cualquiera de estas 

actividades enzimáticas en el eluato podría ser la manifestación de la liberación de la 

enzima  o por el contrario podría ser la manifestación de la liberación de esta y otras 

proteínas intracelulares como consecuencia de que los hepatocitos se estaban 

dañando.  Para comprobar que los hepatocitos liberaban XOR por sus características 

y no por un daño que provocara la liberación inespecífica de cualquier enzima, 
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medimos en el eluato la concentración de LDH, una enzima intracelular.  Vimos que 

el comportamiento de ambas enzimas era superpuesto, lo cual indicaba que se estaba 

produciendo un daño hepático que hacía imposible sacar conclusiones acerca de estos 

datos.  

Descartado el papel del hígado, nos quedaba por comprobar que el músculo 

esquelético, el órgano más abundante del organismo, estuviera relacionado con el 

comportamiento de la actividad xantina oxidasa en plasma.  Para ello medimos la 

actividad enzimática en homogenados de músculo gastrocnemio, pudiendo observar 

cómo el ejercicio físico no tenía ninguna influencia sobre la actividad XOR, pero sin 

embargo, el envejecimiento sí presentaba una gran influencia, provocando aumentos 

de casi el 100 % tanto en la actividad XO, como en la XDH, como en la XOR total. 

El porcentaje de actividad XO con respecto a la actividad total XOR permanece 

constante en los cuatro grupos. Estos resultados tienen una gran importancia, ya que 

si tenemos en cuenta las posibles fuentes de radicales libres del músculo esquelético, 

la XOR es una de las más importantes.  Según Li y cols., el músculo esquelético 

dispone de 4 fuentes de radicales libres aparte de la mitocondria:  

1.-microsomas, 

2.-el complejo citocromo P450, 

3.-los peroxisomas que producen H2O2 como producto de la oxidación de 

aminoácidos, y 

4.-los neutrófilos activados y fagocitos que producen radicales libres para digerir 

las células dañadas.  

Dado que las células musculares tienen escasa cantidad de microsomas y 

peroxisomas, las tres fuentes más importantes de radicales libres son la mitocondria, 

la xantina oxidasa y los neutrófilos, con una contribución variable dependiendo de las 

condiciones fisiológicas (Li y cols., 2001).  Los resultados aquí presentados 

subrayarían la importancia potencial de la XOR muscular en el estrés oxidativo 

asociado al envejecimiento.  Estudios posteriores deberán dilucidar su contribución al 

estrés oxidativo sistémico y considerar el fenómeno de atrofia muscular 

consustantcial al envejecimiento humano. 
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5.4.1. Los vasos sanguíneos contribuyen al aumento de la XOR que ocurre 

durante el proceso de envejecimiento. 

 

Dado que la bibliografía existente refleja que la localización de la XOR es 

vascular, decidimos estudiar el comportamiento de esta enzima en un vaso, la aorta de 

la rata. En él observamos un comportamiento parecido al que se observa en el 

músculo esquelético, es decir, el ejercicio físico agotador no modifica la actividad 

XO mientras que el envejecimiento lo aumenta.  Vemos un incremento de la 

actividad XO del 108 %, mayor que el incremento del 79 % que se observa en el 

músculo esquelético. Si bien la actividad en valores absolutos es casi un orden de 

magnitud mayor en aorta que en músculo.  Estos datos siguen apoyando la hipótesis 

de que en el músculo esquelético son sobretodo los vasos los que contribuyen a la 

mayor actividad XO que presentan los homogenados de músculo, en los cuales están 

incluidos también los vasos que nutren el músculo.  La actividad XDH en la aorta 

presenta el mismo comportamiento que en el músculo, pero este aumento que se 

asocia a la edad no llega a ser estadísticamente significativo, aunque sí lo 

suficientemente importante como para contribuir junto con el aumento  de la 

actividad XO al aumento de la actividad total XOR.  Sin embargo, la gran diferencia 

que encontramos en la aorta con respecto al resto de tejidos es que en la aorta sí se 

observa que cambia el porcentaje de actividad XO con respecto a la actividad total.  

Es decir, así como en el resto de tejidos, a pesar de haber diferencias entre la 

actividad XO, XDH y total XOR, el porcentaje de actividad XO se mantenía similar 

en todos los grupos experimentales, en la aorta los animales viejos presentan un 

mayor porcentaje de la enzima en su forma oxidasa que los animales jóvenes (ver 

figura 45).   Por tanto, las aortas de los animales viejos, no sólo tienen mayor 

actividad XOR, sino que de ésta, una mayor proporción es actividad XO, y por tanto, 

se supone una mayor formación de radicales libres en aorta de rata vieja que de rata 

joven.  Para comprobar esto se midió la producción de radical superóxido en aorta de 

rata joven y vieja.  Los resultados confirmaron la hipótesis y están en consonancia 

con otros autores cuando afirman que la XO circulante se ha visto que produce lesión  
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en el endotelio capilar, activa los procesos inflamatorios y provoca un aumento de 

metabolitos reactivos (Grisham y cols., 1986; Yokoyama y cols., 1990).   

Consideramos además interesante hacer un “western blot” de XOR para ver si 

el aumento en la actividad XOR con el envejecimiento era provocado por un aumento 

de la expresión de proteína o sólo por un aumento de la actividad.  Para ello se 

utilizaron muestras de ratas jóvenes y viejas, observando en los resultados como el 

envejecimiento provoca un aumento del 91 % estadísticamente significativo (p < 

0,05).  Se puede observar pues, que el envejecimiento se asocia a un incremento en 

expresión de la enzima.  La interpretación de estos resultados junto con los de 

actividad enzimática nos permiten concluir que el incremento de la expresión de la 

proteína contribuye al aumento de la actividad enzimática. 

El porcentaje de actividad XO con respecto a la actividad total no se ve 

afectado por el envejecimiento, independientemente del comportamiento de las 

restantes variables, en hígado y músculo.   Esto hace que nos llame la atención el 

hecho de que en aorta, el envejecimiento sí aumenta este porcentaje.  Para explicar 

este hecho pensamos que, al menos en parte, la XOR que encontramos en la aorta 

puede tener su origen en otros órganos, tal como han observado otros autores cuando 

argumentan que la XOR liberada desde órganos isquémicos es capaz de producir 

efectos en órganos a distancia, como el pulmón (Weinbroum y cols., 1995).  Es bien 

conocido que los niveles plasmáticos de XO aumentan tras la isquemia-reperfusión.  

En nuestro caso, no sabemos si es por un mecanismo de isquemia-reperfusión, pero el 

hecho es que los niveles plasmáticos de la enzima aumentan con el envejecimiento, 

probablemente de origen en el músculo esquelético.  Esta enzima circulante cambia 

sus propiedades (no tiene actividad XDH) tal como afirman otros autores (Kooij y 

cols., 1994; Tan y cols., 1993), y la unión posterior a la superficie celular también 

afecta a sus propiedades catalíticas (Radi y cols., 1997).  Por lo tanto, tanto la 

liberación de la enzima a la circulación como la subsiguiente unión a las células 

promueven la producción de ROS.  Estos hechos nos darían la explicación de por qué  

el porcentaje de actividad XO con respecto a la actividad total está aumentado en la 

aorta con respecto a los otros órganos. 
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Figura 43. Gráfico comparativo del porcentaje de actividad XO respecto a la 

actividad total en los distintos órganos estudiados: hígado, músculo y aorta. 
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Los valores se expresan como media ± desviación estándar. El símbolo 
“*” representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) 
con respecto al grupo control joven. El símbolo “#” representa una 
diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo 
agotado joven. 

 

¿Por qué está aumentada la XOR en los animales viejos?  Caben dos 

posibilidades.  La primera es que la enzima esté aumentada secundariamente a algún 

cambio en alguno de los factores que la regulan, sin tener una función fisiológica 

clara, sino siendo la consecuencia del cambio con el envejecimiento de aquello que la 

regula.  La segunda opción es que la enzima tenga una función fisiológica importante 

y debido a ello se modifique alguno de los factores que la regula.  ¿Cuáles son los 

factores reguladores candidatos para aumentar la XOR en los animales viejos?  Un 

hecho que hemos demostrado en este trabajo es que no sólo se ve afectada la 

actividad enzimática, sino también la expresión de la enzima.  Interpretamos que la 

hipoxia o el hierro son los factores que pueden hacer que  haya más XOR en los 

animales viejos que en los jóvenes, ya que son dos factores que regulan la expresión 

de la enzima.  Entre ellos pensamos que la hipoxia debe jugar un papel importante, en 

la medida en que posiblemente, por la arteriosclerosis que acompaña al 
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envejecimiento se queden regiones poco perfundidas que aumentan la expresión de la 

XOR.   

Por otra parte, se ha visto que algunos parámetros del estatus del hierro 

aumentan con el envejecimiento  en humanos (Cook y cols., 1974; Walters y cols., 

1973; Yip, 1994) , lo cual también puede influir en una sobreexpresión de la xantina 

óxidoreductasa, provocando un aumento de su expresión y actividad.  Este hecho 

puede adquirir importancia si tenemos en cuenta que un exceso de hierro ha sido 

propuesto como factor de riesgo para sufrir cororonariopatía (Halliwell y cols., 1990; 

Salonen y cols., 1992; Salonen y cols., 1994; Sullivan, 1981) y que tanto el hierro 

como la xantina oxidasa han sido demostrados en material aterosclerótico (Swain y 

cols., 1995). Ghio y cols. en el 2002 observaron que el hierro regula la actividad 

xantina óxidoreductasa en el pulmón incrementando la actividad total más que 

provocando la conversión de XDH a XO, y lo hace, al menos en parte, a nivel 

transcripcional.  Lo mismo ocurre a nivel intestinal, donde un alto nivel dietético de 

hierro provoca un aumento de la actividad xantina oxidasa (Furth-Walker y cols., 

1987; Hamalainen y cols., 1985; Kelley y cols., 1984). 

En cuanto a la posible función fisiológica que desempeña la XOR en los 

animales viejos, además de degradar las purinas, no debemos olvidar que el ácido 

úrico, el producto final de la reacción de degradación de las purinas es un buen 

antioxidante, pudiendo desempeñar un papel importante en la neutralización del 

estrés oxidativo asociado al envejecimiento.  Por otro lado, pensamos que puede tener 

una importante función en la regulación del flujo sanguíneo a través del óxido nítrico 

que es capaz de sintetizar.  No debemos olvidar que con la edad aumenta tanto la 

forma XO como la forma XDH,  y ésta es 50 veces más eficiente que la primera en la 

formación de óxido nítrico a partir de nitrito, pudiendo ser esta reacción de formación 

de óxido nítrico tan importante como la que lleva a cabo la NOS (Godber y cols., 

2000).   

Con el envejecimiento se desarrolla arteriosclerosis e insuficiencia 

circulatoria, la cual hace bajar el pH, debido a que se produce un aumento del ácido 

láctico, producto del metabolismo anaeróbico, y esta acidificación activa la reacción 

de reducción del nitrito a óxido nítrico catalizada por la XOR.  Este óxido nítrico 
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formado por el endotelio de los vasos sanguíneos es una importante ayuda para 

regular el flujo en un vaso cuya producción por la NOS (óxido nítrico sintetasa)  en 

condiciones de hipoxia y acidosis no funciona en toda su capacidad.  El óxido nítrico 

desempeña diversas acciones antiaterogénicas por vasodilatación, inhibición de la 

agregación plaquetaria, de la proliferación de las células musculares lisas y de la 

adhesión leucocitaria a las células endoteliales de la pared vascular (Knowles y cols., 

1994).   Por otra parte, la microcirculación del músculo esquelético es responsable de 

gran parte de la resistencia periférica a la circulación, y la producción de óxido nítrico 

por parte de la la xantina óxidoreductasa podría jugar un papel importante para evitar 

el aumento de la tensión arterial que se produce fisiológicamente con el 

envejecimiento.  

El papel que juega la regulación del flujo sanguíneo en el ejercicio físico es 

fundamental, en la medida en que se ha demostrado que el entrenamiento provoca 

cambios adaptativos en el sistema cardiovascular (Scheuer y cols., 1977); 

(Bloomqvist y cols., 1983).  Más recientemente se ha visto que el ejercicio físico de 

moderada (no baja) intensidad y de esprint protege el tejido muscular cardíaco de la 

lesión por reperfusión (Bowles y cols., 1992); (Bowles y cols., 1995; Korge y cols., 

1990); (Paulson y cols., 1988).  Entre los cambios que produce el entrenamiento se 

encuentra la modificación de la función del endotelio y del músculo liso vascular 

(Rogers y cols., 1991); (Delp y cols., 1993; Edwards y cols., 1985; Wang y cols., 

1993) en grandes vasos, pero es el endotelio y no el músculo liso vascular el que 

responde y se adapta al entrenamiento en los vasos musculares periféricos (Koller y 

cols., 1995), provocando este entrenamiento un aumento de la sensibilidad 

vasodilatadora vascular en respuesta a un aumento del flujo como el que ocurre al 

realizar ejercicio físico.  También se ha observado que la lesión por isquemia-

reperfusión se reduce si ésta se produce tras un período de entrenamiento (Libonati y 

cols., 1997) y que la actividad muscular  crónica provoca un aumento de la 

capilarización muscular (Skorjanc y cols., 1998). 

¿Cuál es el punto en común entre el envejecimiento y el ejercicio físico que 

hace que en los animales jóvenes sometidos a ejercicio físico también esté aumentada 

la actividad xantina oxidasa en plasma?    Nosotros pensamos que el vínculo es la 
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regulación del flujo sanguíneo muscular. Durante el envejecimiento se produce 

disfunción vascular que provoca cierto grado de hipoxia. Esta situación supone que el 

gasto energético del tejido (entre ellos el tejido muscular) sobrepasa el suministro de 

ATP que puede obtener por la vía aeróbica, con lo que se activa la vía metabólica 

anaeróbica, con la consiguiente acidosis.   Durante el ejercicio físico, tanto al inicio 

de cualquier ejercicio como durante el ejercicio físico de alta intensidad (por encima 

del Umbral Anaeróbico) se produce una situación similar.  El músculo esquelético 

que se está contrayendo está consumiendo energía a un mayor ritmo del que es capaz 

de suministrarle la vía aeróbica, con lo cual se activa la vía anaeróbica y se produce 

ácido láctico, con la consiguiente disminución del pH.  La solución a ambas 

situaciones consiste en aumentar el suministro de oxígeno al tejido, para lo cual se 

debe producir una vasodilatación, en la cual el óxido nítrico juega un papel 

fundamental.  

¿Por qué no está aumentada la actividad xantina óxidoreductasa en los 

homogenados de músculo y aorta de los animales sometidos a ejercicio físico 

agotador?  El ejercicio físico al que han sido sometidos los animales es un ejercicio 

físico agudo, mientras que el envejecimiento es un proceso crónico.  Si entrenáramos 

a los animales durante un tiempo, posiblemente observaríamos que el entrenamiento 

provoca un aumento de la xantina óxidoreductasa en el mismo sentido en el que lo 

provoca el envejecimiento.  A favor de la importancia del óxido nítrico en el ejercicio 

físico está el hecho de que el entrenamiento aumenta la expresión de la SOD 

extracelular en vasos sanguíneos.  Los autores interpretan este hecho como un sistema 

de neutralización del  radical superóxido para evitar que interaccione con el óxido 

nítrico formado por la NOS, consiguiendo así que haya mayor concentración de éste 

y por tanto mayor efecto vasoregulador (Fukai y cols., 2000).  Al mismo tiempo se 

consigue evitar la formación de peroxinitrito.  Esta regulación de la SOD se lleva a 

cabo inicialmente por el óxido nítrico a través  de la vía de la guanilato ciclasa y a 

través de las vías dependientes de la MAP-kinasa p38. 

El hecho de que la XDH sea más eficaz en la síntesis de óxido nítrico y que no 

forme radical superóxido la hace una enzima beneficiosa para luchar contra la 

aterosclerosis.  Sin embargo, la XO que da lugar a radical superóxido es una enzima 
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que a priori es perjudicial, ya que neutraliza la acción del óxido nítrico y además 

produce radical superóxido y agua oxigenada que provocan estrés oxidativo. Tal 

como se muestra en nuestros resultados, la aorta de los animales viejos presenta una 

mayor actividad total XOR, y un mayor porcentaje de actividad XO con respecto a la 

actividad total.  Esto se traduce en una mayor producción de radical superóxido, tal 

como se puede observar en el apartado de resultados.  Otros autores coinciden a la 

hora de demostrar que la aorta de rata vieja produce más radical superóxido que la 

aorta de rata joven (Csiszar y cols., 2002; Hamilton y cols., 2001; van der Loo y cols., 

2000). La aorta vieja, reúne unas características favorables para desarrollar 

aterosclerosis, desde el punto de vista del estrés oxidativo, más favorables que la 

aorta de animales jóvenes. Esta afirmación estaría de acuerdo con el hecho de que la 

actividad xantina oxidasa en pacientes con coronariopatía está elevada con respecto a 

aquellos sin enfermedad (Harrison y cols., 2003). También se ha observado que los 

pacientes con insuficiencia cardíaca crónica presenta hiperuricemia debido a una 

disminución del flujo sanguíneo periférico, el cual mejora tras la administración de 

alopurinol, un inhibidor selectivo de la XOR (Doehner y cols., 2002).  Estos mismos 

autores comprueban que la administración de alopurinol mejora la vasodilatación 

dependiente del endotelio, pero no la independiente de éste, lo cual apoya nuestra 

hipótesis de que es el endotelio, que es donde se ubica la xantina óxidoreductasa, 

juega un papel importante en la regulación del flujo sanguíneo tanto en el ejercicio 

como en el envejecimiento. 

Que el estrés oxidativo está vinculado al ejercicio físico es algo que está 

universalmente aceptado.   Que el estrés oxidativo está vinculado al envejecimiento 

también está ampliamente aceptado, independientemente de que  sea la causa o no. 

Que la  xantina óxidoreductasa contribuye al estrés oxidativo en el ejercicio físico, 

también está cada vez más aceptado.  Nosotros proponemos aquí que la xantina 

óxidoreductasa contribuye al estrés oxidativo asociado al envejecimiento.  
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6. CONCLUSIONES. 

 

1. Se ratifica que el ejercicio físico agotador provoca un aumento de la 

actividad plasmática de enzimas intracelulares del músculo tanto en 

animales jóvenes como en viejos. 

2. El envejecimiento se asocia a estrés oxidativo en sangre, en hígado y 

en músculo esquelético. 

3. El ejercicio físico agotador provoca un aumento del estrés oxidativo en 

sangre.  Este es mayor en animales viejos que en jóvenes. 

4. El ejercicio físico agotador provoca un aumento del estrés oxidativo en 

músculo, de igual magnitud en animales viejos que en jóvenes. 

5. El ejercicio físico agotador aumenta el estrés oxidativo en hígado de 

animales jóvenes, mientras que en viejos no cambia.  

6. El envejecimiento se asocia a una mayor actividad xantina oxidasa en 

plasma, músculo esquelético y aorta.  Este aumento en la actividad se 

corresponde con un aumento de la expresión proteica de la enzima, 

tanto en músculo como en aorta.   

7. Los vasos sanguíneos de animales viejos presentan una mayor 

producción de radical superóxido por la xantina oxidasa que los 

animales jóvenes. 

8. El ejercicio físico agotador provoca un aumento de la actividad xantina 

oxidasa, sólo en plasma, y además sólo en animales jóvenes. 
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