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Acido desoxiribonudeico.

Acido 5-5 -ditiobis- 2- nitrobenzoico.
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Glidna

& gutamil-trangpeptidasa.
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Glutation reducido 6 & gutamil-cigeinil-glicina
Glutation oxidado o glutation disulfuro.
Glutation S-transferasa.
Cromatogrefialiquida de dta eficacia

23



Abreviaturas

IMP:
K-H:
LDH:
MDA:
NAD™:
NADH:
NADP":
NADPH:
NEM:
NOS:
PCA:
PMSF:
RNA:
RNS:
ROS:
r.p.m.:
SDS:

SOD:
SODec:
TBS.
TCA:
TRIS:

XDH:
XO:
XOR:

Inosna monofosfato.

Krebs-Hensdat.

L &ctico Deshidrogenasa.

Madondialdehido.
Nicotinamidaadenin-dinudedtido.
Nicotinamidaadenin-dinuc edtido reducido.
Nicotinamidaadenin-dinucledtido fosfato.
Nicotinamidaadenin-dinudedtido fosfato reducido.
N-eilmdemida

Oxido Nitrico Sintetasa.

Acido perclérico.

Fenilmetilsulfonil fluoruro.

Acido ribonudeico.

Especiesreactivas dd nitrégeno.
Especiesreectivas ddl oxigeno.
Revoluciones por minuto.

Dodexilsulfato sidico.

Serina

Superéxido dismutasa.

Superdxido dismutasa extracd ular.
Tampdn TRIS sdino.

Acido tiobarbitirico.

2-amino-2- (hidroximetil)- 1,3-propanodiol.
Ultravioleta

Xantinadeshidrogenasa.

Xantinaoxidasa

Xantinadxidoreductasa

24



INTRODUCCION






Introduccioén

1. INTRODUCCION.

11. CONCEPTO DE ESTRESOXIDATIVO.

La presente tesis es un  estudio que gira drededor del estrés oxidaivo. En la
introduccidn se describe d origen de los radicdes libres, asi como los mecanismos de
que disponen los organismos vivos para defenderse de dlos, ya que los radicdes
libres suponen un potencid pdigro de daque y dteracion de  cudquier molécula
cercana a dlos. La formacion de cierta tasa de radicaes libres en las cdulas es un
proceso normd e inevitable (Sater, 1984) ya sea como producto de desecho de una
reaccion quimica dada o como producto con una funcién bioquimica en € organismo.
Las cdulas s defienden de edtos radicdes libres por medio de gran cantidad de
mecanismos antioxidantes.  Cuando la capacidad de los mecanismos antioxidantes se
ve superada por las agresiones oxidativas, entonces e da la Stuacion denominada
“edrés oxidaivo’, que en mayor 0 menor grado, puede llegar a producir lesiones
cdulares reversbles o irreverdbles (Sies, 1986). En edas drcundancias, esta
indicado proteger d organismo incrementando U cgpacidad antioxidarte, es decir,
aumentando la cgpacidad defensva de la cdula mediante la adminigracion de
antioxidantes, ya sea como farmacos, 0 como complementos dietéticos (Ames, 1983).

El edrés oxidativo, debido a la dificultad exisente para detectar directamente
los radicdes libres, se puede conocer mediante la medicion de los productos de las
reacciones oxidativas (peroxidacion lipidica, oxidacion dd DNA, oxidacion de
proteinas), 0 mediante € conocimiento de la deplecion de sustancias antioxidantes.

Figura 1. Representacion gréficadd desequilibrio

que conduce d estrés oxidativo.
>
1 ‘ wn gensss
o dentesJ

Radicdeslibres

27



Introduccioén

1.2. BIOQUIMICA DE LOSRADICALESLIBRES.

1.2.1. CONCEPTO DE RADICAL LIBRE.

Un radicd libre, por definicion, es una molécula o un Unico &omo que posee
un electron desapareado, que s marca convenciondmente por un punto oscuro " .
Los dectrones desgpareados aumentan la reectividad quimica de dicha molécula

Para entender lo que dgnifica un dectron desgpareado, debemos indicar
previamente que los dectrones suden buscar la asociacion con otro eectron, de
manera que se puedan gparear sus sentidos de rotacion en un sstema de bga energia
Es decir, un eectron puede moverse en dos sentidos de rotacion. S un eectron dado
Se gparea con otro, entonces estos dos electrones desgpareados que tenian un sentido
de rotacidon opuesto, forman un nuevo puente, y por tanto un Sstema de bga energia
més edable.  Algunas veces, Sn embargo, puede resultar méas econdmico desde d
punto de vista energético, que dos eectrones prmanezcan desapareados, incluso en
la misma molécula En este caso, dos dectrones desgpareados tienen @ mismo
sentido de rotacion y se denomina un estado de triplete, 0 S estdn Stuados en
diferentes &omas, un birradica (Witmer y cols., 1991).

La presencia de eectrones desgpareados 0 de sentidos de rotacidn
desgpareados, tiene una importante implicacion, la dta reectividad de dichas especies,
lo cud dmplemente es la manifetacion de la tendencia dd radicd a conseguir d
estado més favorable energéticamente mediante @ empargamiento con otro dectron
con un sentido de rotacion opuesto, formando un nuevo puente entre dos &omos
portadores de un eectron desgpareado.  Asi pues, muchas reacciones radica-radicd,
y también radicd con otra molécula, tienen lugar tan pronto como las dos moléculas
de la reeccion s encuentran.  El tiempo que una reaccion tarda en completarse
depende de dos parametros. la congtante especifica de la reaccidn, y la concentracion
de las especies que reaccionan.  En los seres vivos, la concentracion de radicd libre
es normdmente muy bga y raamente adquiere vdores lo sufidentemente dtos
CcoOmo para provocar una reaccion radica-radicad que desbanque a una reeccion entre
d radicd y una moéoula ya que édtas estén normadmente presentes a una
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concentracion mucho mayor en su proximidad. Ad pues, cudquier reaccion radical-
radica es menos frecuente, aunque se da, como en @ caso de la reaccion dd Oxido
nitrico con € radicad superdxido, pero la keaccion con una molécula esta favorecida
por la congderablemente mayor concentracion de la molécula que va a reaccionar, en
comparacion con la concentracion del radica (Witmer y cols, 1991). La dta
reectividad de los radicades libres hace que su vida media sea muy breve, del orden de
milisegundos, variando seguin € radical libre de que setrate.

En los dgemas bioldgicos, los radicdes libres son habitudmente moléculas
de oxigeno o formadas en parte por édte, o cud hace que a ede conjunto de radicales
libres e les denomine en conjunto especies reactivas dd oxigeno (ROS). Asmismo,
exigen también radicaes libres nitrogenados o epecies de nitrégeno reactives (RNS)
o radicaeslibres centrados en otras moléculas, como € azufre.
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1.2.2. PRINCIPALESRADICALESLIBRES.

Exigen muchas dases de radicdes libres, dgunos de los radicaes libres més
importantes son:

1.22.1.  Anionsuperdxido (O2 ).

Se traa de un epecie rddivamente poco reectiva, pero potencidmente
toxica, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otros ROS que a su vez S on
muy reectivos. Este anion puede formarse como producto de muchas reecciones
cadizadas enzimaicamente, como en las reacciones de flavoproteinas (xantina
oxidasa, ddehido oxidasa, purina oxidasa, etc.) (Behar y cols, 1979; Korycka-Dahi y
cols, 1981), de oxidaesas e hidroxilasas (diamino oxidasa, gdactosa oxidasa,
ctocromo pasp, €c.) , también en reacciones no enziméicas dd oxigeno con la
cgeina (Séez y cols, 1982, Vifa y cols, 1983) o la rivoflavina (Baton y cols,
1970), o bien s produce en la cadena respiratoria mitocondrid (Boveris y cols,
1972).

H"+0+e > HO,y > Oy +H'
1.2.2.2. Perdxido de hidrégeno (H205).
El perdxido de hidrégeno no es un radicd libre, pero se debe tener en cuenta
por su facilidad para difundir a través de las membranas. En los medios biologicos s
formapor dos vias.
1. traslareduccion direda del oxigeno por dos eectrones,
Oz +2€ +2H" > H,0;

2. por ladismutacion dd ion superdxido.

202 "+ 2H" > H02 + O>
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Muches enzimas producen agua oxigenada a patir de oxigeno: xantina
oXidoreductasa, superdxido dismutasa, glucosa oxidasa, D-amino&cido oxidasa,
uricasa, etc. (Battaner y cols, 1990; Fridovich, 1986; Janolino y cals, 1975; Romero-
Alvira y cols, 1987) y también puede producirse por rescciones quimicas, como la
autooxidacion dd &cido ascorbico catdizada por @ cobre (Korycka-Dahi y cols,
1981). Lacadasalatransformaen agua.

1.2.2.3. Radicd hidroxilo ( OH).

Es la especie més reactiva, con una vida media estimada de arededor de 107
s (Liochev y cols, 1994). Su dta reactividad hace que su accion quimica quede
reducida a la edricta vecindad del lugar de produccion. Puede formarse in vivo a
consecuencia de radiacion de dta energia (rayos X, rayos @) la cud puede provocar
rotura homolitica dd agua corpord. La luz UV no tiene suficiente energia como para
extindir una molécula de agua, pero puede dividir d agua oxigenada en 2 moléculas
de radicd hidroxilo. Pero a nivel biolégico, € proceso de formecién dd radica
hidroxilo més importante esla reaccion de Fenton (Fenton, 1894):

H,O, +Fe* > Fe™" + OH + OH

También a partir de agua oxigenada y dd radica superdxido puede formarse
e radicd hidroxilo, por la reaccion de Haber-Welss (Haber y cols.,, 1932):
H202 + O > 02+ OH + OH
Edta reaccion es catdizada por metaes como d hierro o d cobre,

1.2.24. Radicd peroxilo (ROO).

Los radicdes peroxilos son probablemente los  radicdes més abundantes en
los dgtemas hioldgicos, no Sendo tan reactivos como otras especies de ROS.  Se
orignan a patir de la adicdon de oxigeno a préacticamente cuadquier radica
hidrocarbonado. Ede radicd tiene una vida media relativamente larga (dd orden de
segundos).

R + O =-> ROO
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1.2.25.  Oxigeno singlete (O,).

Es una forma exctada dd oxigeno molecular. No es un radicd libre y s
forma in vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno en presencia de
fotoactivadores como la riboflavina (Aurand y cols, 1977). Su vida media es
drededor de 10° segundos, dependiendo de la naurdeza de la matriz dircundante,
Puede interaccionar con otras moléculas trandfiriéndoles su energia de excitacion o
combinandose quimicamente con dlas. Puede formarse en la oxidacion de NADPH
en los microsomas, en la actividad de varias enzimas como la xantina oxidasa, la

lactoperoxidasa, lipooxigenasay prosanglandinsntetasa, entre otras.

1.2.2.6.  Oxidonitrico ( NO).

En los Ultimos afios se ha prestado particular atencion a esta epecie reactiva
dd nitrogeno. Es un gas lipofilico e hidrosoluble, de una vida mediade 3 a5 s Se
forma enziméicamente a partir de la argining, reaccion cadizada por la Gxido nitrico
gntasa NOS (Moncada y cols, 1991). Dicha enzima presenta tres isoformas. La
neurond NNOS (tipo 1) y la endotdid eNOS (tipo I11) se expresan conditutivamente
y U actividad esté regulada por la concentracion intrecelular de cacio (Bredt y cols,
1991; Lamas y cols, 1992). La inducible INOS (tipo Il) la expresan los macréfagos
cuando on  edimulados por  citokines, lipopolisac&idos u  otras  sudtancias
inmunoldgicas, sendo su expreson regulada tanto a nive  transcripciond como
posttranscripciond, en lo cud participan factores de transcripcion senshbles d estado
redox como d NF-kB o las MAPKinasas (MacMicking y cols, 1997). Juega un
papd fundamentd en la regulacion dd flujo sanguineo locd, inhibe la agregacion
plaguetaria, es un neurotransmisor y se produce por los macrdfagos activados
contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria. Otro efecto dd 'NO resde en «u
cgpacidad de reaccion con € hierro de proteines intracdulares, principdmente
mitocondrides, sendo inactivadas por € la mayoria de las enzimas que poseen un
grupo progtético hemo. Puede resccionar con &cidos nuclecos dando lugar a
muteciones y roturas dd DNA, y también puede producir necrods, entre otros

fendmenos.
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B 'NO posee una accion anttiinflamatoria importante, a la vez que tiene la
cgpacidad de promover la difuncon cdular y tisular a través de un efecto
proinflamatorio. Para entender este doble efecto Grisham y cols. (Grisham y cals,
1999) proponen que las efectos reguladores y antiinflamatorios dd Oxido nitrico
ocurren cuando éde tiene efectos directos sobre una molécula bioldgica, lo cud
ocurre en condiciones fisoldgicas, en las que la produccion de 'NO es bga  Sin
embargo, cuando las concentraciones de 'NO amentan, d 'NO tiene efectos
indirectos, a través de los metabolitos derivados de €, pudiendo reaccionar con €
oxigeno o d radica superdxido, lo cud ocurre en Stuaciones de inflamacion.

1.2.2.7. Peoxinitrito (ONOQO™).
El oxido nitrico puede generar anion peroxinitrito (ONOQO ') d reaccionar con
e anion superdxido (Gryglewdi y cols, 1986; Miles y cols, 1996), td como se
muestraen la siguiente reaccion:

0" + NO > ONOO + H = ONOOH = NOs

El peroxinitrito e en equilibrio con su &ido conjugado (ONOOH). En
soluciones neutras es un potente agente oxidante, cgpaz de oxidar grupos tioles o
tiéteres, capaz de nitrar residucs de tirosna, de nitrar y oxidar guanosing, de degradar
cabohidratos, de iniciar peroxidacion lipidica y de fragmentar DNA  (Beckmen y
cals, 1996; Beckmany cols,, 1994).

Laproduccion de Oz" y 'NO invivo espaciotempordmente es diferente, y se
solgpa escasamente, con o que la produccion de peroxinitrito ocurre sempre con
exceso de uno o de otro (Grisham y cols, 1999). Algunos autores establecen que
tanto las reacciones de oxidacion como de nitracion mediadas por € peroxinitrito
estédn influenciadas en gran medida por € flujo de produccion reativo de O,y 'NO
(Jourd’hevil y cols, 2001). Dichos autores establecen que las mas dtas tasas de
oxidacion se producen con exceso de 'NO, produciéndose la oxidacion a través de
dd OHy dd 'NO, formados a patir de peroxinitrito. Sin embargo, la reaccion dd
peroxinitrito con d CO, es la via méas importante por la que se descompone €
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peroxinitrito in vivo (Lymar y cals, 1995), formando d find NOs, que es un potente
agente nitrante,

Figura 2. Mecaniamos de inhibicion ddl peroxinitrito en Situacion de exceso
de NO. (Adaptado de Jourd"heuil, 2001).

N203 NOZ-+C02
'N(& /:O
‘NO, +CO;3 -

ONOO; —® NO; +CO,

?

NO+0; —» ONOO ;_> ONOOH ~P['NO; + ‘OH] —® HNOs

‘NO, + OH
‘NO ‘NO

N,O, HNO,

Ademas de las reacciones de oxidacion, d peroxinitrito tiene la capacidad
paa nitrar compuestos fendlicos en condiciones fisoldgicas, como los anillos de
tyrosna (Goldgein y cols, 2000). Los resduos de tirosna son  oxidados por los
radicdes derivados dd peroxinitrito formando d radicd tiroslo, que a su vez
reecciona con d 'NO paa formar 3-nitrotirosna La nitracion mediada por
peroxinitrito in vivo podria ser inhibida por un exceso de produccidn relativa de O,
debido a la competencia entre éte y d 'NO por d radicd tiroslo, por 1o que la
formadion de 3-nitrotirosna seria inhibida cuando la tasa de formacion de O;
perara la de 'NO (Goldgen y cols, 2000; Goldgtein y cols, 2000). Asmismo,
dgunos autores han presentado la reaccion de formacion del peroxinitrito como una
forma de dimincidon de O,” sn la congguiente formacion de H.O, , lo cud supone
un efecto detoxificante y atiinflamatorio (Granger y cals, 1996; Wink y cols,,
1998).
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1.2.3. FUENTESDE RADICALESLIBRES.

Exigen diversos caminos por los cudes d organismo se expone a los efectos
de los radicaes libres derivados del oxigeno. Los radicaes libres pueden producirse
a través de diversos procesos quimicos, tanto dentro como fuera dd organismo.
Atendiendo d origen de su produccion, podemos dadficar las fuentes en exdgenas y
enddgenas (Freeman y cols,, 1982):
> Exdgenas.

Muchos agentes antineopléscos (Deno y cols, 1982), tdes como la

adriamicing, bleomicina, daunorrubicina y dgunos antibidticos (Doroshow 'y

cols., 1982) que dependen de grupos quincides 0 de union a metdes para su

actividad. Algunos de los efectos de edas drogas s2 han dribuido a su

capacidad paa reducir € oxigeno a superdxido, perdxido de hidrogeno y

radicd hidroxilo.

La irradiacion de los organismos debido a las radiaciones dectromagnéticas

(rayos X y @) 0 debido a radiaciones de particulas (electrones, protones,

neutrones, deuteronesy particulasa y b) (Bidsky y cals, 1977).

Factores ambientdes, como contaminantes afreos fotoquimicos, hiperoxia,

pedicidasss, humo dd tabaco, solventes, anetéscos e hidrocarburos

aomaicos. EStos agentes, 0 bien poseen radicdes libres, como d humo dd

tabaco, 0 bien s convieten en radicdes mediante d metabolismo cdular y

los procesos de desintoxicacion (Mason, 1982).
> Enddgenas.

Me gudtaria redtar antes de dtar las didintas fuentes endégenas, que una misma
célula tiene potencid mente mas de una fuente de produccion de radicaeslibres.

Autooxidacion de peguefias moléculas.

Exigen en la cdula una gran vaiedad de componentes solubles,
capaces de producir reacciones de oxidacionreduccion, taes como los tioles,
hidroquinonas, catecolaminas, flavines y tetrahidropterines.  En todos estos
casos, d radicd superdxido es @ radica primario formado por la reduccion
del dioxigeno por estas moléculas (Baccarini, 1978). Admismo, también s
produce perdxido de hidrogeno como producto secundario, a patir de la
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disnutacion dd radicd superGxido, bien espontaneamente, 0 bien cadizado
enziméticamente por lasuperdxido dismutasa (SOD).
Enzimas solublesy proteines.

Enzimes ocomo  xattina  oxidoreductesa,  ddehido  oxidasa,
dihidroorotato  deshidrogenasa, flavinprotein  deshidrogenasa 'y triptéfano
dioxigenasa, generan radicdes libres durante su cdo caditico (Aleman y
cols, 1967; Hiratay cols,, 1971; Massey y cols,, 1969).

Cadena de trangporte dectrénico mitocondrid.

En los tgidos sanos una de las principdes fuentes de radicaes libres
son las mitocondrias. ESto se debe a que estos organulos son responsables de
més de 90% dd consumo de oxigeno cdular y a que los radicdes libres en
los sgemas bioldgicos proceden Sempre, en Ultimo término, dd metabolismo
del oxigeno por laviaunivaente.

La produccion mitocondrid de perdxido de hidrégeno fue
iniciamente descrita por Jensen en 1966 (Jensen, 1966). Estudios pogteriores
demosraron que la mayor pate dd perdxido de hidrogeno mitocondrid,
procedia de la dismutacion ddl radical superdxido (Boveris y cols, 1975). La
generacion dd radicd superdxido por la mitocondria se produce cuando los
trangportadores de la cadena respiraoria, locdizados en la membrana
mitocondrid interna, estdn dtamente reducidos (Turrensy cals., 1980).

De los cuaro Complegjos responsables del trangporte eectronico en la
cadena respiratoria, se ha observado la produccion de radicdes libres en
mitocondrias aidadas en € complgo | (Turrens y cols, 1980) y en d
Complgo 11l (Boveris y cols, 1976). En d caso dd complgo I, los
candidatos més probables como generadores de radicales libres parecen ser los
centros hierro-sulfurados (Herrero y cols,, 1997), mientras que en @ caso dd
complgo Il se ha debatido intensamente sobre s podrian corresponder a la
semiquinona(Boverisy cols,, 1976) o d citocromo b (Nohl y cols., 1986).
Sgemas de trangporte dectronico dd reticulo endoplasmico y membrana
nuclear.
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Ambos sgemas de membranas intracelulares contienen los citocromos
Psiso ¥ bs que pueden oxidar &cidos grasos insaturados (Cgpdevila y cals,
1981) y xenobidticos (Chigndl, 1979). De hecho, los citocromos Pyso
(término usado para un nimero muy elevado de proteinas con grupas hemo,
ampliamente didribuidas entre los seres vivos) son los més poderosos
oxidantes in vivo, aunque también pueden actuar como agentes reductores.
Son monooxigenasas que actlan activando @ oxigeno molecular a especies
eectrofilicas de oxigeno (bien radicdes, o bien generadoras a su vez de
radicales) que pueden ser iberada en la cdula (Dolphin, 1988; Foder y cals,
1993).

Peroxisomas.

Los peroxisomas son potentes fuentes cdulares de produccion de
perdxido de hidrogeno debido a su dta concentracion en oxidasas, ninguna de
las cudes utiliza d superdxido como precursor del mismo.  Entre edtas
evzimes edén induides la D-aminc&cido oxidesa, urato oxidess, L-a-
hidroxiacido oxidesa y acil-graso-coenzima A oxidasa (Boveris y cals, 1972).
La cadasa peoxisomd es la enzima que meaboliza la mayor pate dd
peroxido de hidrogeno generado por las oxidasas de los peroxisomas
(Freemany cols, 1982; Frel, 1994).

Membrana plasméica

Los radicdes libres generados extracdularmente deben cruzar la
membrana plasmédica antes de reaccionar con otros componentes celulares y,
por tanto, pueden iniciar reacciones toxicas en la miama.  Los &idos grasos
insaturados presentes  en la membrana y las proteinas tranamembrana que
tienen aminc&cidos oxidables son susceptibles de s dterados por los
radicaes libres. Edas reacciones dteran las propiedades de las membranas de
td modo que cambian su fluidez, aumentan la permesbilidad de la membranag,
disminuyen € potencid de membrana, hacen perder las funciones secretoras e
inhiben los procesos metabdlicos cdulares, todo dlo provocado por la
peroxidacion lipidica, o la oxidacion de importantes proteinas estructuraes
(Freemany cols,, 1982).
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La enzima NAD(P)H-oxidasa presante en la membrana plasméica de
las cdulas fagociticas, es una importante fuente biolGgica de produccion de
radicdes libres, debido a la activacon de los polimorfonudeasres 'y
macréfagos que consumen gran cantidad de oxigeno, € cud sera
tranformado en radicd superdxido. Egtos radicdes libres de oxigeno pueden
dafiar a la propia cdula que los origina y a cdulas proximas a los fagocitos
edimulados (Weiss y cols, 1982). También s ha visto que la NADH oxidasa
es una importante fuente de radicdes libres en  cdulas musculares lisss
aterides y endotdio (Mohazzab y cols, 1994), en las cudes desempefian un
papd importante como sefides intracdulares.

Cabe dedacar la importancia de las enzimas unides a la membrana
plaamdica, tdes como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, en la produccion
de radicdes libres fruto dd metabolismo de su producto, € &cido
araguidonico, para dar potentes productos hbioldgicos  prostaglandings,
tromboxanos y leucotrienos (White, 1990).

1231 La ewzma xatina Oxidoreductasa como fuente de radicaes
libres

Dado que eda enzima juega un papd centra en este trabgo, hemos creido
conveniente dedicarle més espacio que d reso de fuentes de radicdes libres,
describiendo sus propiedades y caracterigticas en varios apartados.

La ewzima xatina Oxidoreductassa (XOR) es una ewzima desita
origindmente como una ddehido oxidasa en 1902 (Schardinger, 1902). Eda enzima
etd ampliamente didtribuida entre seres vivos de diginta complgidad, habiéndose
demodirado su exigencia desde organismos tan sencillos como las bacterias hadta los
mamiferos més evolucionados como € hombre. Eda enzima en las didintas epecies
cadiza la hidroxilacdon de una amplia gama de sudratos como purines, pirimidines,
pterines y ddehidos La enzima xattina Oxidoreductasa posee en las digdintas
especies un peso molecular Smilar y mantiene una estructura Smilar de los centros de
oxidecion-reduccion (Hille, 1996; Hille y cols, 1995). La xantina Oxidoreductasa es
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dntetizada como xantina deshidrogenasa (XDH, EC 11.1204) y = mantiene
mayoritariamente como td en la cdula, pero puede convertirse rgpidamente en la
forma xantina oxidasa (XO, EC 11322) mediante oxidacion de los resduos
alfidilo o mediante proteoliss. Esa converson solo ocurre en la xantina
Oxidoreductasa de los mamiferos, incuida la humana y la de rata (Hille y cdls,
1995), en contrgposicion a otras especies, como las aves, en las que no se ha vigo
converson a XoO.
1.23.11. Viesmeabdlicasenlasqueintervine.

En 1963 Bemne y Gerlach con sus colaboradores vieron que, en oOrganos
adados, los productos de degradacion de los nucledtidos de adenina se acumulaban
durante la hipoxia, y uno de los productos liberados desde la cdula ea la
hipoxantina
En los mamiferos, la enzima cadiza la hidroxilacon de esta hipoxantina a xanting, y
estaasu vez paradar lugar a&cido Urico.

La xatina oxidesa utliza hipoxaitina y oxigeno (como aceptor de

dectrones), para dar lugar a xantina (eventudmente &cido (rico) y a radicd
superéxido, mientras que la xantina deshidrogenasa, que es la forma predominante en
condiciones fisoldgicas, utiliza xantina y NAD' (como aceptor de dectrones) (Parks
y cols, 1988). La xantina deshidrogenasa es capaz de utilizar tanto e NAD" como d
oxigeno como aceptor de dectrones, aunque tiene preferencia por € primero.  La
xantina oxidasa s0lo es cgpaz de utilizar € oxigeno como aceptor de eectrones.
La vdocddad maxima de cadiss de la resccion cadizada por la xantina
deshidrogenasa (xantina y NAD™ como sugratos) es similar a la velocidad méxima de
la reeccion cadizada por la xantina oxidasa (xantina y O,) (Saito y cols, 1989), lo
cud interpretan dgunos autores como  muedtra de que @ paso limitante de la reaccion
eslaliberacion dd &cido Urico de laenzima (Schopfer y cols,, 1988).
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Figura 3. Viade degradacion de las purines,
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La reaccion de cadids de la XOR puede dividirse en dos pates, una
hemireaccion de reduccion de la enzima, en la cud dos dectrones a la vez son
tranderidos desde la xattina a la XOR, y otra hemireeccion de oxidecion de la
enzima en la que los dectrones e trandfieren desde la XOR d NAD" o d oxigeno
(Harrisy cols,, 1997).

La hemireaccion de reduccion de la enzima es amilar en la XO y en la XDH,
sendo d grupo Mo-OH (que no d Mo=0) d grupo caditicamente 1&il (Xiay cols,
1999) (véase edructura de la enzima). La hemireaccion de oxidacion de la enzima
difiere entre las dos formas de la enzima  Td como hemos dicho previamente, la XO
lo es cgpaz de reaccionar con € oxigeno, mientras que la XDH es capaz de
reaccionar tanto con e oxigeno como cond NAD".

La XO presenta una congante de cadiss (Kea) de 13/s (Harris y cols, 1994),
y produce 2 molesde O,y dosde H,O» por cadamoal de XO.
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La XDH presenta una congtante de catdiss Kea) de 2,1/s. para @ oxigeno y
de 6,3/s. para d NAD, ambos con xantina, lo cud explica la mayor importancia de
NAD" en la reaccion catdizada por laXDH (Hunt y cols, 1992). End caso dela
XDH de higedo de pallo, se producen 3 molesde O, y 1,5 de H,O, por cadamal
de XDH, mientras que en la XDH de leche de vaca es menor (Nishino y cols., 1989).
Por lo tanto, & oxigeno es un pobre competidor para  NAD" como sudtrato para la
XDH, aunque adquiere importancia en caso de haber una bga concentracion de
NAD".

Ad como en las aves y dgunos mamiferos la XOR sdlo exige en su forma
XDH, en los mamiferos ha evolucionado a una enzima cgpaz de reaccionar también
con d oxigeno, la XO, encontrandonoda en sus dos formas, XO y XDH (Krenitsky y
cols, 1986). Ademsas eda enzima es la Unica dd organismo cgpaz de sntetizar
&ido Urico. En € s humano y los primaes ede es d Utimo excddn en la
degradacion de las purinas, mientras que en otros mamiferos la via de degradacion de
é&tas Sgue a dantoing, &dido dantoico, acido glioxilico y findmente acido oxdico.
La enzima responsable de que continle eda resccidon es la uricasa, la cud no s
expresa en d hombre y hace que la concentracion de &cido Urico en plasma sea 10
veces mayor que la concentracion en las especies que S laexpresan (Cutler, 1984).

Otra reaccidén que es cadizada por la XOR es la oxidacion de NADH en
presencia de oxigeno, produciendo radica superdxido. Eda actividad NADH oxidasa
ha 9do escasamente estudiada aunque ya ha sido documentada en XO de leche de
vaca (Nakamura, 1991), en XDH de higado de pavo (Fheolain y cols,, 1976), en XDH
de higado de pollo (Fonadll y cals, 1980; Nishino y cols, 1989) y en XO y XDH de
leche humana y de vaca (Harris y cols, 1997; Sanders y cols,, 1997). Egtos Ultimos
autores establecen que la actividad NADH oxidasa de la enzima puede ser rdlevante
en cuanto a la produccion de ROS in viva, dirmando gque s la XOR de otros tgidos
humanos tiene propiedades smilares a la de la leche la activided NADH oxidasa
puede condderarse una fuente importante de ROS.  Sus resultados demuestran que la
concomitante produccion de Oz 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 de mismo

origen. Sin embargo  recuerdan que in vivo la proporcion de XO tisular es de
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drededor dd 20 % o menor del totd de XOR, y que en ciertos procesos, entre dlos la
isoquemia reperfusion, se produce una conversion dela XDH a X O.

Un hecho que podria dar protagonismo a la actividad NADH oxidasa in vivo
es d de gue la isguemia aumenta la concentracidon citosdlica de NADH. Dicho
aumento incrementa la actividad NADH oxidasa de la XOR, lo cud podria aumentar
la produccion de ROS por eda viaa Asmismo, establecen que la produccion de
radica superGxido por esta via depende linelmente de la concentracion de oxigeno
en un rango que va desde la dd tgido isquémico a la dd tgido normdxico, no
modrando evidencia de sauracion (Harris y cols, 1997). La XDH produce dos
moléculas de O,y una de H,O, por cada molécula de NADH oxidada (Sandersy
cols, 1997) . La oxidacion dd NADH y su congguiente produccion de superdxido
es claramente més rdpida por pate de la XDH que de la XO, tanto en humanos como

envacas (Sandersy cols,, 1997).

Figura 4. Reaccion de oxidacion dd NADH por laxantina oxidoreductasa.
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I

XOR

v
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Se sabe desde hace cas 100 afios que la enzima XOR cadiza ademés la
reduccion de nitrato a nitrito en condiciones anaerdbicas (Dixon y cols, 1924;
Fridovich y cols, 1962, Wedafidd y cols, 1959), y en la migna linea s ha
descubierto recientemente que la XO cadiza también la subsiguiente reaccion de
reduccion dd nitrito para la formacion de "NO en condiciones de hipoxia (Miller y
cols, 1997), y tanto en condiciones aerdbicas como en hipoxia (Zhang y cols, 1998).
Algunos estudios han viso que en casos de isquemia de adgunos tgidos, como €
corazdn, s produce Oxido nitrico (NO) a través de una via diferente a la Oxido
nitrico dntetasa (NOS), a partir de nitrito, sobretodo en dtuacion de acidods
(Samouilov y cals, 1998).
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Figura 5. Reacciones de reduccidn de nitrito a Oxido nitrico por laxantina
Oxidoreductasa
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Tanto la xantina como € NADH pueden ceder dectrones en la reaccion,
aungue la xatina es d més didente (Li y cols, 2001). El nitrito ¢ une d gtio
molibdeno de la enzima. Cuando la xantina es @ sudrato reductor, éte se une d Stio
molibdeno, mientras que cuando € reductor es e NADH, éte lo hace d stio FAD, d
cud trandiere los dectrones d dtio molibdeno, donde esa d nitrito (Li y cols,
2001).

As como un exceso de NADH no tiene efecto inhibitorio en la reaccion, un
exceso de xantina provoca la inhibicidn de la reaccion, probablemente por la union de
la xantina d dtio molibdeno, blogueando la union dd nitrito (Hille y cols, 1984) (Li
y cols, 2001; Rubbo y cols, 1991). Ademés, se ha demostrado que en pH &cido se
favorece la reaccion, por |0 que en condiciones anaerdbicas 0 hipdxicas la enzima XO
cadiza la formadion de "NO, formandose dos maléculas de 'NO por cada molécula
de NADH, d cud cede dos dectrones que reducen cada uno una molécula de nitrito.
En caso de ser la xantina d sudtrato reductor, por cada molécula de xantina oxidada
e produce una molécula de 'NO (Godber y cals., 2000), S bien otros autores refieren
gue son dos las moléculas de nitrito reducidas por cada molécula de xantina oxidada
(Liy cals, 2001).
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Bl nitrito es d sudrao limitante, habiendo dgunes fuentes que pueden
aumentar la concentracion tisular de nitrito, como la activacion previa de la NOS en
condiciones de inflamacion, dieta rica en nitrito, aumento farmacoldgico, o a partir de
las becterias. Todas dlas pueden modular la accion de la XOR en la formacion de
‘NO. Ademés d Oxido nitrico inactiva la catdiss de la reaccion, debido a la
desulfuracion de la enzima  (Ichimori y cols, 1999), afirmando otros autores que se
produce una suditucion de azufre unido d &omo de Moalibdeno por un &omo de
oxigeno (Godber y cols, 2000). Eda nueva configuracion hece que la drculacion de
electrones dd NADH cedidos desde d dtio FAD d gtio Molibdeno sea menos
favorable (Porrasy cols,, 1982).

Tanto la xantina oxidasa como la xantina deshidrogenasa puede formar "NO,
sendo eda Ultima 50 veces méas didente que la forma oxidasa (Godber y cols,
2000), lo cud hay que condderar teniendo en cuenta que in vivo la concentracion
intracdular de XDH es la forma predominante de la XOR. Ad, la formacion de "NO
por eda via puede dcanzar los niveles que dcanza la formacion de 'NO através de la
NOS. S <e tiene en cuenta que la NOS en condiciones de hipoxia y acidoss se
denaurdiza, primero reversblemente paa luego hecerlo de forma irreversble la
foomacidn de 'NO a través de la xantina Oxidoreductasa puede tener gran
importencia  Iniddmente d 'NO formado s acumularia durante @ periodo
isguémico, provocando una vasodilatacion compensatoria, mientras que en la fase de
reparfusdn, éste podria reaccionar con € anion superdxido para formar peroxinitrito,
e cud produce nitracion (nitrosilacion) de proteinas y dafio cdular (Beckman y cols,
1990; Wang y cols., 1996).

La reaccion de formadon de 'NO  a partir de nitrito es muy Smilar tanto 9§ es
catdizada por la XO como s 1o es por la XDH (Sanders y cals,, 1997). Cuando esta
reeccion es redizada en presencia de oxigeno, todo se complica por la formacién
concomitante de radica superdxido junto con  ‘NO. A medida que la tenson de
oxigeno aumenta, también o hace la produccion de radicd superdxido y disminuye la
produccion de "NO, efecto que es inhibido por la presencia de SOD  (Sandersy cols,
1997). Debemos citar aamismo, la airmacion de Sanders y cols. que comprueban
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una mayor actividad NADH oxidasa y por tanto también una mayor produccion de
radica superdxido por laXO humana que por lade vaca (Sandersy cols., 1997).

1.2.3.1.2. Didribucion orgdnica, cdular y transporte de laenzima.

La enzima xantina Oxidoreductasa e locdiza en d dtoplasma cdular y no
tiene igud expreson en todos los tgidos. La expresion de la enzima en los didintos
tgidos varia segin las especies, por o que hemos de tener en cuenta la especie
utilizada en los estudios para no caer en confusones o errores que pudieran limitar €
entendimiento de edta proteina y llevanos a conclusones eroness. La tabla 1
muedra la didribucion orgénica y cdular de la enzima en didintas egpecies  Td
cOmo e puede observar, s una enzima que eda ampliamente didribuida, sendo
paticularmente abundante en las cdulas epitdides de la glandula mamaia y en d
endotelio capilar de diversos érganos.

Tabla 1. Digribucidn orgénicay cdular de la enzima xantina Gxidoreductasaen
digtintas especies.

TipoCdular
Especie Organo donde s Técnica Autor
esudiado localiza la
XDH-XO

Hombre | Higado Hepatocitos  pert | Inmunohisogquimica (Linder y cals,
portdes cdulas 1999)
deKupffer

Higado Hepatocitos  peri | Higoquimica (Kooi] y cals,
portdes y peri | ezimdica 1992)
centrales, asl
como en cdules
snusoidaes
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Higado Espectrofotometria (Ddla Corte y
cals., 1969)

Higado Espectrofotometria (Krenitsky  y
cols, 1974)

Higado Radioguimica Engdman  y
cols.,, 1964)

Higado Radiogquimica (Wetts y coals,
1965)

Higado RIA (Bruder y cals,
1983)

Higado Espectrofotometria (Ramboer,
1969)

Corazon PCR (Sksda y
cols., 1998)

Corazon Ningun tipo | Inmunohigoguimica (Linder y cals,
cdular 1999)

Corazon Cantided  varios|PCR (Sksda y
ordenes inferior a cols,, 1998)
higedo'y yeyuno

Corazon Altaactividad Actividad enzimatica | (Waner y

cols,, 1989)

Corazon Bgaactividad Adivided ezimdica |[(de Jong vy

cols,, 1990)

Corazon Actividad no Actividad enzimatica | (Downey y
detectable cols., 1988)

Corazon Actividad no Adivided ezmdica |(Eddy y coals,
detectable 1987)

Corazon Actividad no Espectrofotometria (Ramboer,
detectable 1969)

Corazon Radioguimica (Wdts y cols,

1965)
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Yeyuno Enterocitos, [nmunohigoquimica (Linder y cols,
endotdio capilar 1999)
Y eyuno Enterocitos  en| Inmunohisogquimica (Moriwaki y
endotdio  capilar cols,, 1996)
no
Y eyuno Enterocitos, Higoquimica (Kooij y coals,
ezimdica 1992)
Y eyuno PCR (Sksda y
cols., 1998)
Y eyuno Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols,, 1974)
Yeyuno Radioquimica (Engdman y
cols,, 1964)
Y eyuno Radioguimica (Watts y cols,
1965)
Y eyuno Radioguimica (Watts y cals,
1965)
Y eyuno Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Bazo Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Rifion Endotdio capilar | Inmunohistoquimica (Linder y cols,
1999)
Rifion Espectrofotometria (Krenitsky  y
cols, 1974)
Rifion Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Rifon Radioguimica (Wetts y cals,
1965)
Rifion Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
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Pulmon Ningun tipo | Inmunohigoguimica (Linder y cols,
cdular 1999)

Pulmén Cantided  varios|PCR (Sksda y
Ordenes inferior a cols,, 1998)
higado y yeyuno

Pulmén Actividad no Espectrofotometria (Ramboer,
detectable 1969)

Pulmén Radioguimica (AFKhdida vy

cols., 1965)

Cerebro Ningun tipo | Inmunohigoguimica (Linder y cals,
cdular 1999)

Cerebro Cantided  varios|PCR (Sksda y
ordenes inferior a cols,, 1998)
higado y yeyuno

Musculo Endotdio  cgpilar | Inmunohisoquimica (Linder y cals,

esquelético y venular. 1999)

Musculo Endoteio [nmunohigoquimica (Helsten

eueéico capilar. Westing, 1993)

Musculo Radioguimica (Watts y coals,

esquelético 1965)

Glandula Cdulas acinares| Inmunohigoquimica (Linder y cals,

mamaia en conductos ter 1999)

lactante mindes  cdulas
epitdides de
gran des
conductos,
endotdio  capilar
y ateriolar.
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Glandula Cdulas adnares| Inmunohigoquimica (Linder y cals,
mamaia  nojen conductos 1999)
lactante termindes, endo
tdio cgla vy
ateriolar.
Pd Radioguimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Perro Higado Radiogquimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Higado Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols,, 1974)
Higado Espectrofotonmetria (Ramboer,
1969)
Corazon Actividad no Espectrofotometria (Ramboer,
detectable 1969)
Corazon Altaactividad (Waner y
cols., 1989)
Intestino Radiogquimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Intestino Espectrofotometria Krentsky  y
cols,, 1974)
Intestino Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Pancreas Radioguimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Colon Radioguimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Bazo Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Bazo Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)

49




Introduccioén

Rifon Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols, 1974)
Rifion Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Puimon Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Puimon Radiogquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Cerebro Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Musculo Radioguimica (AFKhdida vy
esquelético cals.,, 1965)
Mesenterio Radiogquimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Pd Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Tegido adiposo Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Tgido adrend Radioguimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Rata Higado Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols, 1974)
Higado Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Higado Espectrofotometria (Batdli y
cols, 1972)
Higado Radioquimica (Schoutsen  y
cols,, 1983)
Higado Hepatocitos (Ichikawa y
cols, 1992)
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Higado Hepatocitos Actividad ermmética | (Wiezorek  y
(dta), cdulas de cals., 1994)
Kupffer (bga) y
endotelio
snusoidd (bga).
Corazon Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Corazon RIA (Bruder y cals,
1983)
Corazon Espectrofotometria (Batdl y
cols, 1972)
Corazon Alta activided (Waner y
cols,, 1989)
Intestino Espectrofotometria (Krenitsky  y
cols, 1974)
Intestino Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Intestino Espectrofotometria (Batdl y
ods., 1972)
Pancress Espectrofotometria (Batdl y
cols, 1972)
Colon Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Bazo Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Bazo Espectrofotometria (Batdli y
cols, 1972)
Rifon Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols,, 1974)
Rifion RIA (Bruder y cals,
1983)
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Rinon Espectrofotometria (Batdl y
cols, 1972)

Pulmén Espectrofotometria (Krenitsky  y
cols, 1974)

Puimon Espectrofotometria (Ramboer,
1969)

Puimon RIA (Bruder y cals,
1983)

Pulmon Espectrofotometria (Batdl y
cols, 1972)

Pulmén Epitdio (Ghio y cals,
2002)

Cerebro Espectrofotometria (Ramboer,
1969)

Cerebro Espectrofotometria (Batdli y
cols, 1972)

Higado Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols,, 1974)

Raton Higado Espectrofotometria (Lee, 1973)

Higado Hepatocitos MRNA (Kuroski y
cols,, 1995)

Corazdn Espectrofotometria (Lee 1973)

Intestino Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols, 1974)

Intestino Espectrofotometria (Lee, 1973)

Eddmago Espectrofotometria (Lee, 1973)

Pancreas Espectrofotometria (Lee, 1973)

Colon

Bazo Egpectrofotometria (Lee, 1973)

Rifon Espectrofotometria (Lee, 1973)
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Puimon Espectrofotometria (Lee, 1973)
Cerebro Espectrofotometria (Lee, 1973)
Musculo Espectrofotometria (Lee, 1973)
esquelético
Lavado (Akake
broncodveolar cols.,, 1990)
Tegido adrend
Sangre
Suero
Higado Espectrofotometria (Krenitsky
cols, 1974)
Gao Higado Radiogquimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Corazon Radioquimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Intestino Espectrofotometria (Krenitsky
cols, 1974)
Intestino Radioguimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Pancreas Radioguimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Colon Radiogquimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Bazo Radioquimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Rifion Radioguimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Pulmon Radioguimica (Schoutsen

cols,, 1983)
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Cerebro Actividad no Radioquimica (Schoutsen
Jetectable cols,, 1983)
Musculo Actividad no Radioguimica (Schoutsen
esquelético detectable cals., 1983)
Mesenterio Radioguimica (Schoutsen
cols., 1983)
Pd
Tgido adiposo Radioguimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Tegido adrend Radioguimica (Schoutsen
cols,, 1983)
Higado Espectrofotometria (Krenitsky
cols,, 1974)
Vaca Higado Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Higado RIA (Bruder y cals,
1983)
Higado Radioquimica (AFKhdida
cols,, 1965)
Higado Endotdio capilar | Inmunohisogquimica (Jarasch
cols,, 1981)
Corazon Espectrofotonetria (Krenitsky
cols,, 1974)
Corazon Radioguimica (AFKhdida
cols,, 1965)
Corazon Endotdio capilar | Inmunohigogquimica (Jarasch
cols, 1981)
Intestino
Intestino Endotdio capilar | Inmunchistoquimica (Jarasch

cols, 1981)
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Bazo Espectrofotometria Krentsky  y
cols, 1974)

Bazo Espectrofotometria (Ramboer,
1969)

Bazo Radioguimica (AFKhdida vy
cols., 1965)

Rifon Espectrofotometria (Krenitsky vy
cols,, 1974)

Rifon Espectrofotometria (Ramboer,
1969)

Rifion Radioguimica (AFKhdida vy
cols., 1965)

Puimdn Espectrofotometria (Ramboer,
1969)

Pumon Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)

Pulmones Endotdio capilar | Inmunohioguimica (Jarasch y
cols,, 1981)

Musculo Radioguimica (AFKhdida vy

esquelético cals., 1965)

Musculo Endotdiocgpilar | Inmunohigogquimica (Jarasch y

esquelético cols, 1981)

Glandula Radioguimica (Wetts y coals,

mamaia 1965)

lactante

G. Mamaial Cdulas Inmunohigogquimica (Jarasch y

lactante epitdides cols, 1981)

endotdio capilar
Glandula Radioquimica (Watts y cols,
mamaia  no 1965)

|actante
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Pd Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Tegido adiposo Radioguimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Tegido adrend Espectrofotometria (Ramboer,
1969)
Higado Radiogquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Ovga | Corazon Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Eddmego Radioguimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Pancress Radiogquimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Colon Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Rinon Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Pulmén Radioguimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Cerebro Radioquimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
Musculo Radioguimica (AFKhdida vy
esquelético cols,, 1965)
Mesenterio Radiogquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Rd Radiogquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Tegido adiposo Radioguimica (AFKhdida vy
cols., 1965)
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Tegido adrend Radioquimica (AFKhdida vy
cols,, 1965)
Musculo Endotdio capilar | Inmunohisoquimica (Hdlsten
esquelético Westing, 1993)
Cabdlo |Lavado (Ilkuta y cols,
broncodveolar 1992)

Los edudios de locdizacion intracdular de la enzima  redizados con
microscopio de luz y dectronico muestran que la XOR es una enzima bascamente
ctosdlica en las cdulas endotdides de capilar de vaca (Jarasch y cols, 1981) y en
cdulas endotelides de higado de raa (Angemuller y cols, 1987; Dikov y cals,
1988). Ademés, Ichikawa y cols. conduyen gue la enzima no se asodia a ningln
organulo intracdular, como d aparato de Golgi, d reticulo endopléamico, los
lisosomas 0 los peroxisomas (Ichikawa y cols, 1992).  Utilizando microscopio
confocd = ha vigo que la enzima se didribuye en todo € citoplasma cdular de las
cdulas endotdides y epitdides humanas, pero con una concentracion  mayor
drededor dd nideo, lo cud puede dgnificar una locdizacion edratégica paa la
activacion de factores de transcripcion nucleares (por . NFKB) a través de los
radicades libres que produce la enzima (Rouquette y cols, 1998). Ademés, estos
autores han demodirado la presencia de la XOR en la cara externa de la membrana
cdular, en la que muestra una digtribucion polarizada, de forma que se concentra en
la superficie que tiene contacto con cdulas vecinas, 1o cud podria favorecer también
la tranamison de sefides entre cdulas a través de los radicaes libres formados por la
enzima

La presendia de la enzima en la superfide extena de la membrana se explica
por un mecanismo de secrecion no clésico propuesto también para otras proteinas, ya
que para secrefarse por € mecanismo désico a través dd reticulo endoplaamico y €
goarato de Golgi se necedita la presencia de un péptido sefid, ddl cud carece la XOR
(Ichida y cols, 1993) (Xu y cols, 1994), y ademés, por la via dasca, la proteina es
glicoslada, 10 que no s ha demostrado en @ caso de la XOR. Rouquette y cols.
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explican la presencia extracdular de la enzima mediante un mecanismo de secrecion
no désico y pogerior unidén a glicosaminglicanos de la supefide cdular (Rouquette
y cols,, 1998).

La union de la enzima a la supeficie cdular edd respeldada por la
demosgtracion tanto de la enzima como de las consecuencias de su actividad en tgidos
que origindmente presentan poca actividad XOR, de forma que tras aumentar la
liberacion de esta enzima en otros Organos, agudlos presentan un incremento de
dafio producido por la XOR trangportada a través de la sangre (Teraday cols,, 1992;
Terada y cols, 1991), y ademés son protegidos por inhibidores de la XOR (Gardner y
cols, 1983; Grum y cols, 1986; Sarnesto y cols, B96; Zimmerman y cols, 1988).
Ad pues, la XOR liberada desde 6rganos isquémicos es capaz de producir efectos en
Oorganos a disgancia como d puimén (Wenbroum y cols, 1995). Los nivdes
plasmdicos de XO aumentan tras la isquemia-reperfuson de la region esplacnica o
tras shock hipovolémico, pero § ademas se adminisra una perfusion intravenosa de
heparing, alin aumenta més (Tan y cols, 1995; Tan y cols, 1993). La concentracion
de XO unida a la membrana cdular o en d egpacio interdticid puede aumentar miles
de veces, y desde ahi, los productos de la reaccion enzimética pueden actuar (Houston
y cols, 1999). E hecho de que la unidn de la enzima no sea inhibida por suero o
dbimina , ad como que la cinéica de union sea compaable con la de otras
moléculas que = unen especificamente, sugiere d menos que la union no es
inegpecifica (Shimada y cols, 1981). Eda union a la luz vascular es una union
reversble, ya que, taito en humanos como en moddos de shock hemorrégico en
ratas, la adminigracion de heparina provoca € aumento de la cantidad de XO en
plasma sh estar este aumento provocado por lesion adiciond (Adachi y cols, 1993;
Tany cals, 1993).

La wion de la XO d endotdio s rediza por union de esta a Stios de union
heterogéneos que incluyen proteoglicanos ricos en condroitin sulfato  (Hougton 'y
cols, 1999). El desplazamiento de la union de la XO ante la presencia de heparina €
aribuye a la capacidad de ésta para unirse a Stios cationicos de la XO, compitiendo
ad la hepaina con € condraitin sulfato y otros glicosaminglicanos (Houston y cols,
1999).
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Por otra pate la union de la XO a la supeficie cdular influye en las
propiedades caditicas, en la cgpacidad de producir agentes oxidantes y en la
edabilidad de la propia XOR (Radi y cols, 1997). Un proceso samilar sufre la
enzima cuando es liberada d plasma, cambiando sus propiedades. La XOR antes de
ser liberada por las cdulas, contiene cierta actividad XDH, y d liberarse d plasma se
convierte inmediatamente en XO (Kooij y cals, 1994; Tan y cols, 1993). De forma
que, tanto la liberacion de la enzima a la circulacion como la subgguiente union a las
células promueven la produccion de ROS.

Una vez unida a la membrana cdular de cdulas endotdides la XOR =
incorpora d interior cdular por endocitoss (Houston y cols, 1999). Ademés, la XO
unida d endotdio va sSendo inactivada y rdiberada, de una forma smilar a lo que
ocurre con la SOD extracdular y la lipoproteina lipasa (Ohta y cols, 1994;
Robinson-White y cols,, 1985; Shimaday cols,, 1981).

A lo anteriormente citado se suma que d radica superdxido producido por la
enzima unida a la supefice cdular es resgente a la neutrdizacion por la SOD,
viendose como la capacidad oxidaiva de la XO en soluddon es inhibida
completamente por la CuZn-SOD, mientras que § eda enzima antioxidante esta
unida a la cdula, sdlo es cgpaz de neutrdizar la cgpacidad oxidante de la enzima en
un 28 %, y en un 17 % 9 en vez de la CuZn-SOD <e trata de la MnSOD. En edta
faceta la SOD extracdular (EC-SOD) es capaz de neutrdizar los productos de la
enzima en un 40 %, aunque a mucha menor concentracion que las dos anteriores
(Houston y cols, 1999). Los autores aribuyen estos hechos a que la CuzZn-SOD es
repelida por la superficie cdular debido a las fuerzas dectrodéicas (Barlow y cols,
1966) con lo gue los radicdes producidos por la XOR unida d endotdio estan en un
microambiente protegido contra la SOD. Dado que € radicd superdxido producido
por la XO unida d endotelio reacciona con @ Oxido nitrico a una tasa 10 veces mas
rgpida que su neutrdizacion por la SOD para dar peroxinitrito, edta reaccion dificulta
la actuacion dd éxido nitrico para llevar a cabo la vasodilatacion a través de cGMP,
y por tanto, puede provocar disfuncion vascular.

Por ditimo, dtar que ademés de drcular por d plasma de forma libre la
enzima drcula también formando inmunocomplgos.  De hecho, la activided XO en
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plasma humano es escasamente detectable en condiciones normdes (Giler y cals,
1975; Grum y cols, 1987), en pate debido a que la XOR humana forma
inmunocomplgos con los anticuerpos IgM, dendo d 3% de edos anti-XOR
(Benboubetray cols,, 1997).

1.2.3.1.3. Edructuraenziméica

La xantina oxidoreductasa es d producto de un Unico gen (Amayay cols,
1990). En d radn tiene goroximadamente 70 kilobases con 36 exones. El gen s
encuentra en  d cromosoma 17 de raon (Cazzaniga y cols, 1994) y en d
cromosoma 2 del ser humano.

La secuencia completa de aminoacidos que componen las didintas xantina
Oxidoreductasas ha sdo deducida mediante secuenciacion de  sus respectivos cDNAS
0 genes. Todas estan condituidas por dos subunidades idénticas y catditicamente
independientes.  Cada subunidad la forman 1333-1358 aminoécidos, y esta estructura
enzimdica descrita s consarva filogenéticamente sn grandes  variaciones, Sendo
todas las enzimas de digintas especies de la escaa filogenéica bastante homdloges
entre §.  Por gemplo, la xantina Oxidoreductasa de la leche de veca tiene una
identided dd 90% con la xantina Oxidoreductasa de higado humano (Berglund y
cols, 1996; Hille y cols, 1995; Ichida y cals, 1993), y la de pallo y Drosophyla de
un 70% Yy un 52% respectivamente con las XOR de los mamiferos.

La forma activa de la enzima etda compuesta por dos homodimeros
(subunidades) y tiene un peso molecular de 290 kd en conjunto. Cada homodimero
tiene actuacion independiente en la cadiss y contiene un cofactor de
molibdopterina, dos centros (2Fe-2S) espectroscopicamente didtintos, y un cofactor
FAD.

La XOR purificada de leche humana ;¢ manifieda ante una dectroforess en
condiciones ndtivas (Sn desnaturdizar la proteind) como una Unica banda de 300 kd
goroximadamente, Sn que agparezca otra banda Sn embago, cuando se
desnaturdiza la proteina heciendo la dectroforess en SDS-PAGE agparece una banda
principad de 143 kd (133-157) gproximadamente, ademas de dgunas bandas menos
importantes de 125 (115-138), 87(82-93) y 59 (54-64) kd (Sarnesto y cols,, 1996). S
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la preparacion de XDH-XO se digiere con tripsna, las bandas de 143 y 125 kd
desgparecen, la de 87 kd disminuye su intenddad y  gparecen varias bandas de menor
intensdad (Sarnesto y cals,, 1996)

La xantina oxido-reductasa de leche de vaca muestra una edtructura con los
dos homodimeros que le dan forma de mariposa, td como se puede observar en la

figura 6. La gran digancia exigente entre los &omos de los cofactores de las dos
subunidades (més de 50 A) hace poco probable que haya trandferencia de eectrones
entre dlos durante lacatdiss (Enroth y cols,, 2000; Hilley cols,, 1995).

Figura 6. Representacion tridimensiona de la estructurade laXOR.

B

Fan

Fars

Fe'S |

Cada mondmero esta formado por tres dominios (Enroth y cols., 2000):
» El dominio correspondiente d fragmento N-termind (residuos 1-165) de 20
kd que contiene dos grupos Fe/S.
» E dominio correspondiente a fragmento central (resducs 266-531) de 40 kd
esd que contiene d cofactor FAD.
» H dominio correspondiente d fragmento C-termind (residuos  590-1332) de
85 kd esd que contiene & cofactor de Molibdo-pterina
El dominio correspondiente d fragmento N-termind contiene dos grupos F&/S
digintos, entre otros aspectos, en cuanto a su potencid redox. El resduo 43 de
cigeina es d ligando de uno de los &omos de hiero, y 9 es sudituido por serina
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cambia @ potencid redox del grupo Fe'S. Una mutacion similar en € resduo 51 de
cgeina, d ligando dd &omo Fe dd otro grupo F&/S no provoca cambios en d
potencid redox (lwasaki y cols, 2000). La digposcion geomélrica y los paencides
de oxidacionreduccion de estos grupos F&'S y d dd cofactor de molibdopterina
indican que los eectrones se trandfieren desde € Moalibdeno a los dos grupos F&/S
mediante un proceso termodinamicamente favorable. Como las digancias entre los
centros y d cofactor de molibdopterina son menores de 14 A, d mecanismo més

probable por € que se trangportan los dectrones es d “tunnding” (Page y cals,
1999).

El dominio FAD presenta una profunda hendidura donde e locdiza d FAD, en la
gue queda alin suficiente espacio para dbergar una molécula de NAD (Enroth y cals,
2000).

En d dominio de Mdlibdo-ptering, & Molibdeno egta unido a la cadena de
aminoacidos mediante un doble enlace a un &omo de azufre, un doble enlace a un
aomo de oxigeno y un enlace smple a un &omo de oxigeno (Hille, 1996). Este
oxigeno unido mediante un smple enlace es d que debe s tranderido d sudrato
durante la cadiss, para ser repuesto posteriormente del agua (Xia y cols, 1999). En
las enzimas en que d &omo de azufre unido mediante enlace covdente d &@omo de
molibdeno es sudtituido por un &omo de oxigeno, @ cofactor Molibdo-pterina es
inactivo.

Figura 7. Representacion gréficade los enlaces dd &omo de molibdeno.
S
I\<o= O

OH
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Ege dominio es d dominio con € gue interacciona la xantina en la reeccion de
cadiss (Enroth y cols, 2000), donde actla d dopurinol para inhibir la enzima
[Massey , 1970 #94], y donde se une d nitrito paraformar oxido nitrico.

Por otra parte, y dado que la XOR ha sdo consderada por adgunos autores como
una fosfoproteing, es de destacar en cuanto a su edructura que posee dos grupos
fodao en d gdtio FAD y uno en d stio de Mdlibdopterina (Davis y cols,, 1984;
Edmonson y cols, 1984; Schieber y cols, 1993). ESos grupos fodfato pueden estar
implicados en laregulacion de la actividad enzimética

1.2.3.1.4. Conversdn de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa

Ambas formas enziméticas, la XDH y la XO, son d producto de mismo gen,
tienen un tamaio dmilar, d mismo n° de subunidades y requieren los mismos
cofactores (Hilley cals, 1995).

As como la Xantina Oxidasa se relaciona con diversos procesos patoldgicosy
produce un dafio oxidetivo a los tgidos, la Xantina Deshidrogenasa puede ser un
importante componente de la defensa dd organismo contra € dafio provocado por las
ROS a través de la accion antioxidante del &cido Urico, que es un potente antioxidante
(Becker, 1993).

Laenzima, in vivo, eta mayoritariamente en la forma deshidrogenasa, y edta
enzima puede trandormarse en la forma oxidasa en cietas condiciones (Stirpe y
cols,, 1969):

1. proteoliss.
. cdentamiento a37 °C.
. dmacenamiento a—20°C.

2
3
4. anaerobiogs.
5. adgunos solventes organicos
6. incubacion con fracciones subcdulares
7. reactivos aulfidrilo.
Dela Corte y Stirpe propuseron gue la enzima también exise en una forma
mixta que es capaz de utilizar tanto d NAD™ como € oxigeno como aceptores de

dectrones (Dela Corte y cols, 1972). Ademds, inmunologicamente Waud y
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Rgagopaan indicaron que exisen dos formas diferentes de xantina oxidasa O, una
gue deriva de la deshidrogenasa D y otra Smilar, pero no derivada de esta Ultima
(Waud y cols, 1976). Lo certo es que la XDH puede convertirse en XO, bien a
través de un proceso reversible o bien através de un proceso irreversible.

La converson de XDH a XO de forma reversble s lleva a cabo mediante
cdentamiento 0 mediante oxidacion de los grupos tiol de los residucs de cigeina para
formar puentesdisulfuro (Stirpey cols,, 1969; Waud y cols,, 1976).

Cuando la conversdn de la Xantina Deshidrogenasa en Xantina Oxidasa es
por oxidacion se acompaia de la oxidacion de ciertos resducs de cigeina (Waud 'y
cols, 1976). Rasmusen y cols vieron que s modifican 6 de los 38 resduos
encontrados. los residuos 169, 170, 535, 992, 1371 y 1325, de los cudes e 535y d
992 sugieren que son los candidatos més firmes, mientras que otros resducs cigeina
< locdizan demadado lgos de los cofactores (Nishino y cols, 1997; Rasmussen y
cols, 2000). Ademés de la oxidacidn de dichos residuos aminoacidos, la converson
también se acompaiia de pérdida de afinidad por d NAD' (Hille y cols, 1995),
dteracion de las propiedades redox y de la cinética enzimética (Hunt y cols, 1992,
Sato y cols, 1989) y cambios conformeciondes en @ stio de union dd FAD
(Massey y cals,, 1989; Saitoy coals., 1989), td como se puede apreciar en lafigura 8.

Figura 8. Representacion dd cambio conformaciond en d stio FAD en laXDH
cuando se convierte en XO.
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Por otro lado, la converson de la enzima de forma irreversible se produce por
proteoliss (Amaya y cols, 1990; Stirpe y cols, 1969; Waud y cols, B76), la cud,
llevada a cabo con tripsina corta la enzima tras € residuo de lisna 551, o 9 s lleva a
cabo con pancredtina corta la enzima tras los resducs leucina 219 y lisna 569
(Enroth y cals, 2000). Se ha observado que la quimotripsina corta la cadena proteica
de la enzima tras € resduo de fenildanina 560 s0lo cuando se encuentra en la forma
oxidasa, mientras que en otros puntos de la proteina corta por igud la forma
deshidrogenasa que la oxidasa. ESto sugiere que la conversion de una a otra implica
cambios edructurdes y conformaciondes globdes que sacan a la supeficie dgunos
resducs que en la forma deshidrogenasa no ean accesbles a la quimotripsna
(McManaman y cols, 2002) y gpoya las congderaci ones de McKdvey y cols. cuando
afirman que la trandformacion de xantina oxidasa de higado y rifion de rata a su forma
deshidrogenasa  reversble precede la formacion de éta de forma irreversble
(McKelvey y cols, 1988). Agmisno edablecen eos mismos autores que la
converson a xantina oxidasa revershle viene precedida por la deplecion de GSH
(McKelvey y cols, 1988). El dtado resduo de fenildanina 560 parece edtar Stuado
cerca dd limite dd dominio FAD y dd de molibdoptering, pudiendo ocurrir que la
formacion de puentes disulfuro en los resduos de cigeina provoque cambios
conformaciondes que afecten d gtio de union dd FAD (McManaman y cols,, 2002).

Figura 9. Vias de converson dela XDH en XO.

Oxidacion de .
los residuos Proteoliss
alfidrlo limitada
Xantina Xantina Oxidasa Xantina Oxidasa
Deshidrogenasa (formareversible) (formairreversible)
Proteoliss
directa
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A pesr de edas diferencias entre la Xantina Deshidrogenasa y la Xantina
Oxidasa, no se obsarvan cambios dgnificativos en los dos centros F&/S 0 en su
proximidad, ni tampoco en @ centro de Molibdoptering, 1o cua se ha corroborado a
nivel cinético, no encontrando diferencias en la unidn y catdiss a nivd de ete Uitimo
centro d comparar la XDH con la XO (Enroth y cols, 2000). H stio de union d
FAD es la pate de la enzima que muestra mayores diferencias cuando se comparan
las dos formes de la enzima Los cambios conformaciondes que se producen
provocan cambios dectrogtéticos en d entorno dd FAD. Sn embargo,  FAD no
canbia edructurdmente en la converson de Xantina Deshidrogenesa a Xantina
Oxidasa y dmplemente sufre un ligero desplazamiento. El cambio edructurd dd
entorno bloquea & acceso dd NAD" a su Stio de union, reduciendo
consderablemente & poder reductor del par FAD/FADHo.

Se ha asumido durante largo tiempo que adgunos procesos en los que
interviene la xantina Oxidoreductasa, como los procesos de isguemia-reperfuson se
acompafian de conversgdn in vivo de la forma deshidrogenasa a la forma oxidasa
(Batteli 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 converddn in vivo no tiene especid relevancia, SNO gue €S, en gran
pate, un atefacto producido in vitro mientras £ redizan los homogenados
(Frederiksy cols., 1996; Kooij y cols., 1994).

1.2.3.1.5. Procesos en los que tiene una participacion rdevante.

Derivado de la cgpacidad de la forma oxidasa de la enzima para generar
especies reectivas dd oxigeno, la xantina Oxidoreductasa ha sdo estudiada como
mecanismo patofisoldgico en d dafio tisular por isquemia-reperfusion, infato de
miocardio, hipertenson, ateroscleross (Grace, 1994; Jeroudi y cols, 1994; Schwartz
y cols, 1993), ateioscleross hipercolesterolémica (Granger, 1994; White y cols,
1996), fdlo rend (Pdler y cols, 1991), dafio endotdid provocado por
lipopolisacarido (Rinddo y cols, 1990), neumonia de origen vird (Akake y cols,
1990), sepsis (Gdley y cols, 1996), fotosenshilidad cuténea a hematoporfirines
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(Athar y cols, 1989), hepatitis, sindrome de distrés respiratorio dd adulto (Grum y
cols, 1991) (Quinlan y cols, 1997), edema pulmonar (Jackson y cols, 1989) y
pancrditis aguda (Gomez Cambronero y cols,, 2002; Lankischy cols,, 1989).

1.2.3.1.6. Regulacion delaexpresony delaactivided enzimética

No toda la XOR exigente en d organiamo eda en la migma forma, sno que
exige una forma activa de la enzima y una forma inectiva Eda Utima no tiene
actividad catditica debido d no funcionamiento dd Stio molibdeno.  Puede ser por
dos razones, por deficiencia en d @omo de molibdeno (demolibdo-XOR) o por
deficiencia dd grupo Mo=S, que es sudituido por un grupo Mo=O (desulfo-XOR)
(Bray y cols, 1999; Godber y cols, 1997). La presencia de estas formas inactivas de
la enzima aln no s ha aclarado, pero se sabe que por gemplo en los hepatocitos de
rata laforma desulfo es muy abundante (Ikegami y cols,, 1986).

Figura 10. Representacion grafica de los centros molibdeno dela XOR y laforma

desulfo-XOR
S O
| I
I\<o= O > I\<o= O
OH OH

Los inhibidores por excdencdia de la XOR son d dopurindl o € oxipurinol
(doxanting) [Massey , 1970 #94; Moorhouse, 1987 #219]. El dopurinal actiia como
un agente reductor, oxidéndose d mismo a oxipurinadl, d cud e une fuertemente a la
enzima redudda Se utilizan también d amflutizad (Werns y cols, 1991) o € BOF-
4272 (Okamoto y cols, 1995). Es dectivo aamismo paa inactivar la enzima d
pretratamiento con tunggeno (Johnson y cols, 1974); (Teraday cols,, 1992). Todas
edas sudancias inhiben la actividad de la enzima uniéndose d Stio molibdeno, donde
£ unen la xating la hipoxating y también d nitrito, con lo cud inhibe las
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reecciones de la enzima en las que paticipan dichos sudratos. EStos inhibidores
modifican d stio molibdeno, oxidéndolo, de forma que la enzima pasa a estar en su
forma desulfo, que es inactiva para las reacciones citadas ariba, y eda Stuacion s
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 & Oxido
nitrico, ya que en edta reaccion d NADH se une d gtio FAD, que no e ve aectado
por los citadosinhibidores.

Hay un inhibidor inepecifico, d DP (difenileniodonio), que inactiva € stio
FAD de la XOR, d igud que de otras flavoenzimas, como la NAD(P)H oxidasa
Egteinhibidor S es capaz de inhibir laactividad NADH oxidasa que presentala XOR.

El ayuno de 24 horas, as como una digta hipogproteica, disminuyen la
actividad enzimética totd en higado de rata, Sn que ede efecto sea debido a un
aumento de la degradacion de la proteing, Sno a una inactivacion pogt-traducciona
(Frederiksy cols., 1996).

Un factor que condgderamos importante en la regulacion de la actividad
enzimdtica es la hipoxia, hebiéndose demostrado que éta provoca un aumento de la
actividad de la XOR (Hassoun y cols, 1994; Kayydi y cols, 2001, Poss y cols,
1996; Terada y cols, 1997), ad como un aumento en la expreson dd mMRNA
(Hassoun y cols,, 1994; Terada y cols, 1997) y de la expreson de la proteina in vivo
(Hassoun y cols, 1998) e in vitro (Terada y cols, 1997). La produccion de NO
cadizada por la XO disminuye a medida que la concentracion de oxigeno aumenta
(Godber y cals., 2000).

Aunque la xantina es d sudrato reductor mas efectivo en la formacion de NO
por la XO (en comparacion con d NADH), dtas concentraciones de xantina provocan
inhibicion de la reaccion mediada por sustrato (Li y cols, 2001). También € producto
de la reaccion puede regular la activided enziméica  Ad, d NO reacciona con €
aomo de azufre dd centro molibdeno y también provoca la inectivacion de la enzima
a convertirlaen su forma desulfo, aunque € mecanismo no estadd todo claro.

Sn embargo, € NO en condiciones agrdbicas inhibe s0lo a la XDH y escasamente a
la XO. Ede hecho sugiere que en stuaciones de reoxigenacion, sdlo la XDH se verd
inhibida, no sendo inhibidalaXO (Ichimori y cols,, 1999).
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B pH también influye en la regulacion de la attivided de la XO en la
reduccidn de nitrito para formar NO, de forma que en condiciones &idas, aumenta la
formacion de NO y en condiciones dcdinas s inhibe, con cudquiera de los sudratos
reductores (xanting, NADH) y en condiciones anagrébicas (Li y cals,, 2001).

Otro factor importante que regula la XOR es d hierro.  Este metd aumenta la
actividad total xantina dxidoreductasa, Sn dterar € porcentge de activided de la XO
con respecto a la actividad totd XOR. Eda regulacion esta controlada a nive
transcripciond, dado que d aumento de hiero en € tgido pulmonar provoca,
ademés dd aumento de la actividad enzimética, d aumento rgpido de la cantidad de
enzima (Ghio y cols, 2002). El mecanismo a través dd cud actla no se conoce. Los
citados autores especulan con que la reaccion de hierro con € urato hace que éte
dltimo no acte inhibiendo la enzima, lo cud explicaria d aumento de la actividad,
pero no d aumento de la cantidad de proteina AS pues, los queantes dd hierro
provocan indirectamente unaiinhibicion de la xantina Oxidoreductasa

Por dltimo, es de destacar que la actividad enzimédica pueda ser modulada por
fodforilacion 'y que las kinasas implicadas, como la p38 kinesa, estén implicadas en
e proceso de inflanacion sugiere que la XOR juega un papd en la reaccion
inflamatoria  Ademés de la p38 kinasa, que es una MAP kinasa que s activa ante
dertos esimulos de estrés, también se ha vigo que en la fodorilacion de la XOR
eda implicada otra kinasa, la CK2 (caseina kinasa Il) (Kayydi y cols, 2001). Eda es
una proteina kinasa que juega un papd importante en la regulacion de la replicacion
dd DNA vy en la transcripcion as como en la regulacion dd crecimiento cdular y del
metabolismo. La p38 kinasa por s sola no es capaz de fodforilar la XOR, habiéndose
epeculado que d posible mecanismo de actuacion es la interaccion directa de la p38
kinasacon [aCK2 (Kayydi y cols, 2001).

No debemos olvidar, en rdacién con lo anterior, que la actividad xantina
Oxidoreductasa es inducida por @ factor de necross tumord (TNF), € inteferdna
(IFN-8), la interleucina-1 (IL-1) y la interleudna-6 (IL-6), un paron smilar d de la
repuesda de fase aguda Edos mediadores aumentan la transcripcion de RNA
mensgero para xantina oxidoreductasa (Pfeffer y cols, 1994). Ghio y cols sugieren
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la exigencia de una proteina represora de vida media corta o una proteina 1&bil con
actividad RNAsa (Ghioy cals, 2002).
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1.3. CONSECUENCIAS DEL ESTRES OXIDATIVO: DEL DANO
OXIDATIVO A LA TRANSMISION DE SENALES.

Actudmente, en la comunidad cientifica etd ampliamente aceptado que los
radicdes libres participan en muchos procesos hioldgicos, en dgunos de dlos con un
paped decisvo.  En los seres vivos, la presencia de radicdes libres es dgo muy
naurd. Sin embargo, no es importante sOlo la exigencia 0 no de estos radicaes
libres como un aspecto meramente cuditativo, SN0 que es de especid importancia la
cantidad de edtos radicaes libres.  Por dlo, debemos destacar que una cantidad
excesva de dguna especie concreta de radicdes puede ser perjudicid para un
determinado Sstema bioldgico, mientras que, por otra parte, hay Stuaciones en las
gue una cantidad insuficiente de radicaes libres es tambiénindesesble.

Los radicades libres estan implicados en numerosos procesos degenerativos,
gue induyen d envgedmiento, d cancer, enfemedades cardiovasculares,
aterioxcleross, enfermedades neuroldgicas, procesos irritetivos de la pid, e
inflamaciones. Admigmo las ledones por isqguemia-reperfuson, s caracterizan
también por laformacion de radicaes libres.

Redmente, cudquier pate dd metabolismo que englobe rescciones de tipo
redox es, per se, una posble fuente de produccion continua de radicaes libres. Esto,
permite extrapolar la condusdn de que cudquier Stuacion de edrés, entre las cudes
s induye la redizacion de gercido fisgco, implica la poshilidad de una excesva
produccion de radicaes libres, con todas las consecuencias quimicas asociadas que
este exceso puede conllevar.

La accion de los radicdes libres viene determinada, por una pate, por su
reactividad quimica, y por otra parte, por la digponibilided de un sudtrato susceptible
en la vecindad de donde se produce € radica. Asmismo, no podemos dgar de citar
en eda introduccion, que la acumulacion de compuestos dterados por d resultado de
la reaccion dd radicd libre es a menudo la explicacion de efectos a largo plazo, los
cudes son dificlmente demostrables como relacion causa-efecto de la reaccion de los
radicdes libres, pero las reacciones de los radicaes libres provocan unos productos

cuyo efecto es acumulétivo.
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Todo lo anterior explica que los organiSmos posean UNOS Mecanismos de
defensa contra los radicdes libres, los antioxidantes, sudancias que son cgpaces de
retrasar 0 inhibir la oxidecion de sudratos oxidables. El bdance entre los agentes
prooxidantes y antioxidantes determinara findmente d estado redox, determinando
una “homeodasis redox” o estado de eguilibrio de las condiciones de oxidacion-
reduccion.

Fndmente, d desequilibrio de ede esado redox tiene unas consecuencias
bioguimices de forma que dtera cietas vias de trangmison de sefides cuya
conscuencia es la activacion de mecanismos compensatorios para restablecer la
“homeostasisredox”.

1.3.1. Accionesdelos radicaes libres sobre las macromoléculas,

1.3.1.1. Acciones sobrelos glicidos.

Los radicdes libres aacan a los glicidos de forma vaigble.  Los mono y
disacaridos resgen la accion de los radicdes libres de oxigeno. La glucosa
condtituye un captador dd radica superdxido, d retenerlo e impedir su accién sobre
otras moléculas. La manosa y d manitol son diminadores dd radicd hidroxilo. Sin
embargo, los polisacaidos son despolimerizados por los radicdes libres  (Bord 'y
cols,, 1988). El acido hidurdnico es atacado y fragmentado por € radicad superdxido.
Se ha obsarvado que la superdxido dismutasa es cgpaz de proteger frente a la
despolimerizacion dd &cido hidurdnico, en d liquido snovid (McCord, 1974). Los
proteoglicanos estdn sujetos a rotura oxidativa de forma smilar  (Greenwdd y coals,
1980).

Se ha observado una rdacion directa entre los radicaes libres y € edrés
oxiddivo con la didbetes mdlitus una enfermedad inicidmente caracterizada por una
pérdida en la homeostass de la glucosa, asi como también, con las complicaciones
didbéticas. Se podula que una anormd regulacion en d metabolismo de los
peroxidos y los metdes de trandcidn colabora en d edablecimiento de la
enfermedad, as como en las complicaciones que gparecen a largo plazo (Oberley,
1988; Wdlff y cols, 1987; Walff, 1993).
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1.3.1.2. Acciones sobreloslipidos.

La accidén de los radicdes libres de oxigeno sobre los lipidos tiene lugar
fundamentalmente sobre los &cidos grasos poliinsaturados (Cross, 1987), provocando
U peroxidacion y produciéndose en las membranas de las que forman parte una
pérdida de flexibilidad y de las funciones secretoras, as como la ruptura de los
gradientes idnicos transmembrana

Eda reaccion puede iniciarla @ radicd hidroxilo, d radicd hidroperoxilo 'y
quiza € oxigeno singlete, pero no d radicad superdxido o d perdxido de hidrégeno,
gue son menos reactivos.  El radicd libre extrae un &omo de hidrogeno de uno de los
carbono metileno de la cadena dd &cido graso, dgando un éectrén no gpareado, con
lo cud s genera un radicd lipidico. Egte radicd lipidico rdpidamente sufre un
reordenamiento molecular para producir un dieno conjugedo, que reacciona con €
oxigeno molecular produciendo un radicd hidroperoxilo. Edte radicd puede a su vez
extraer un &omo de hidrogeno de un carbono metileno de otro &ido graso
poliinsaturado para formar un nuevo radicd lipidico y un hidroperdxido lipidico.  El
radicd lipidico entonces s2 combina con otra molécula de oxigeno y continua la
reaccion en cadena

Los productos findes de este proceso de peroxidacion lipidica son adehidos,
gesss  hidrocarbonados y  varios resduos quimicos, incdluyendo d maondiddehido
(MDA). Esos productos de degradacion pueden difundir lgos de su lugar de
produccion y producir edema cdular, ademas de influir sobre la permesbilided
vascular, inflamadon y quimiotaxis  AImismo, dlos pueden dterar la activided de
fodolipesas e inducir la liberacion de &cido aaguiddnico, con la subsguiente
formacion de prostaglandinas y endoperdxidos.

El mdondiddehido, a su vez, puede reaccionar con lipidos y proteinas durarte
la peroxidacidon lipidica para formar bases de Schiff conjugadas, productos
fluorescentes insolubles que se acumulan en d interior de los lisosomas, formando €
pigmento de envgecimiento conocido con & nombre de lipofucsna  (reconocido
marcador morfologico de envegecimiento ya que se acumula en los tgidos con la
edad) (Sohd y cols, 1989).
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Exigen varias técnicas expaimentdes para d edudio de la peroxidacion
lipidica

1. Visudizacidn de lipofucsna en los depddtos  tisulares,
especid mente en corazdn y cerebro.

2. Cromatogrefia de gases de eano, pentano y otros dcanos
exhdados por d diento.

3. 4-hidroxidkendes (4 HNE).

4. Cuantificacion de madondiddehido, d cud reacciona con € &ido
tiobarbitlrico (TBA) dando un aducto MDA (TBA,) susceptible de
s medido  egectrofotoméricamente y  andizarse  por
cromaografia liquida de dta eficacia (HPLC). El MDA es un
producto find obtenido de la hidrdliss &cida de los lipoperdxidos y
esta congderado como un buen marcador dd dafio oxidativo en las
membranas bioldgicas (Wong y cols,, 1987).

5. Medida de hidroperdxidos de fodfolipidos por deteccion
guimioluminiscente pogtcolumna, tras separecion mediante HPLC
(Cadenasy cals,, 1996; Miyazaway cols., 1994).

1.3.1.3.  Acciones sobrelas proteinas.

La accidn de los radicaes libres sobre las proteinas se gerce sobre los enlaces
insaturados, los anillos arométicos y  los grupos tiol (SH). De esta forma, proteinas
ricas en deerminados aminoacidos (triptéfano, tirosing, fenildaning,  hidtiding,
metionina y ddgeind pueden sufrir modificaciones edructurdes y funcondes. El
triptéfano, tirosna, hididina y cigeina son paticulamente sensbles a los ROS
(Davies y cols, 1987; Davies y cols, 1987; Stadtman, 1993). Los grupos sulfhidrilo
(-SH) pueden s transformados en puentes disulfuro (S=S), produciéndose la
inactivacion enziméica (9 la proteina es una enzima). En otros casos, en los que las
proteinas son edructurales, como @ colageno, las fibrillas se pueden romper por €
radical superdxido e hidroperdxido, proceso que puede condiituir € punto de partida
para la accién de proteasas y facdilitar 1a pérdida de estructura de la triple hdlice dd
colageno (Cross, 1987).
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Muchos egtudios, entre los que destacan los liderados por @ grupo de
Sadtman, han llegado a la conduson de que d H,O, y las formas reducidas del
hiero y @ cobre, generados por oxidasas de funcion mixta, interaccionan en los Stios
de union de estos metdes a las proteinas, produciendo radicdes libres que oxidan
inmediatamente a los resduos de aminoécidos vecinos.  Este proceso se conddera
por tanto, epecifico dd dtio de union dd metd. En muches enzimas, ede gtio de
union de medes puede s d centro activo. Como consecuencia se forman grupos
carbonilo, 0 se producen conversones de unos aminoacidos en otros.  Los grupos
carbonilo gparecen en varios Ssemas de oxidacion in vitro, como los relacionados
con € citocromo Piso, l0s 9gemas metd/ascorbato, o los que utilizan xantina oxidesa
(Smithy cals, 1991).

En d caso de las hemoproteinas, como la oxihemoglobina, € radicd
uperdxido o d perdxido de hidrogeno pueden reeccionar con @ hierro para formar
metahemoglobina y otros productos de oxidacion.  Otra importante hemoproteing, la
cadasa, esinhibida por d radica superdxido.

En presencia de ciertas peroxidasas con grupo hemo, @ perdxido de hidrdgeno
es capaz de oxidar hdogenuros como d ion doruro, dando é&cido hipacloroso,
compuesto  extremadamente toxico para las becterias, virus y cdulas  El &ddo
hipodoroso puede reaccionar con aminas, dando lugar a las doraminas, més
lipofilices y las probables responsables directas de la toxicidad cdula.  Un
mecanignmo sEmejante lo produce @ perdxido de hidrogeno con € ion SCN-
(tiocianato), dando lugar a SCNO-(oxitiocianato), un potente bactericida

El perdxido de hidrogeno, producto de la dismutacion del radicd superdxido
puede inhibir la superdxido dismutasa (SOD) citosdlica (forma cobre-zinc). Bl efecto
de los radicdes libres sobre una determinada proteina depende de su composicion en
aminoécidos, de la importancia y locdizacion de los aminoacidos que median la
conformacion y actividad de la proteina, asi como de la poshilidad de reparacion de
lalesion (Freeman'y cols,, 1982; Fridovich, 1978; Romero-Alviray cols,, 1987).

El grupo de Davies demostrd que la oxidacion de las proteinas por radicdes
hidroxilo provocaba la rgpida desnaturdizacion de la proteina y un aumento de su
hidrofobicidad, que se seguia de la degradacion de la proteina (Davies y cals, 1987).
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El proceso dependia de la magnitud de la desnaturdizacion y de la hidrofobicided, la
cud parece ser la principa sefid para d inicio de la proteoliss (Davies, 1993). Una
leve modificacion oxidetiva de la proteina provocaba un incremento lined de la
desnaturdizacion y  hidrofobicidad. Sin embargo, una oxidacion mas intensa
(generdmente en ausencia de oxigeno) provocaba la estabilizacion de las proteines,
debido a puentes cruzados tanto intra como intermoleculares, lo cud previene la
desnaturdizacion (Davies, 1993).

1.3.1.4. Acciones obrelos &cidos nudeicos

Los radicdes libres pueden reaccionar con todos los componentes dd DNA.
En presencia de oxigeno, se forman radicdes peroxilo por adicion de oxigeno a las
bases 0 d azlcar del DNA. Las reacciones poderiores de los radicaes formados en
e DNA dan lugar a un gran nUmero de productos. También se forman puentes
cruzados DNA-proteina. Muchos de estos productos encontrados “in vitro”, también
goaecen en d DNA de tgidos animdes tras d traamiento con sudancias que
edimulan la generacion de radicdes libres.  Segin estudios redizados por Ames y
cols, € dafo oxidativo d DNA y la mutagénesis son dos causas importantes del
cancer (Amesy cals,, 1993).

El ndmero de productos dd ataque a las bases de DNA por redicdes libres
upera la ventena  Uno de los primeros en vaorarse por HPLC con deteccion
ultravioleta fue la timina glicol. La bga sendbilidad de ede tipo de deteccion ha
dado lugar en los Ultimos afios a la vaoracion de gran nimero de productos por
comatografia  de gasesespectrometria de mesass, o de la  8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG) por HPL.C con deteccion eectroquimica.

La 8OHdG es la dteracion que s obsarva con més frecuencia, y su
importancia reside en su dto efecto mutagénico, ya que la 8-OHAG duraite la
replicacion dd DNA, = empaga con adenina en vez de hacerlo con citosna
(Kasa y cols, 1984; Shibutani y cols,, 1991)

Al mencs en d caso dd DNA nucdear se cree que d hierro juega un pape
importante en @ dafio oxidaivo. S d pedxido de hidrogeno llega a nideo,
reecciona con d hierro ferroso, generando d radicd hidroxilo, que ataca en ese
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mismo lugar d azlicar 0 a la base, produciendo roturas de la hebra y modificaciones
en las baxes Edas ledones pueden dar lugar a mutaciones y a fendmenos
carcinogénicos (Simic, 1994).

El dafo oxidativo d DNA mitocondrid es unas 15 veces superior d dd DNA
nudear (Richter y cols, 1988). Esto se debe, sobretodo, a la cercania de dicho DNA
d lugar principd de generacion de radicdes libres en la cdula sana, la cadena de
trangporte eectrénico mitocondrid.  También se debe a que ete DNA carece de
histonas y poliaminas que puedan protegerlo, y su capacidad de reparacion es minima
en rdacion con la dd DNA nudear. Como consecuencia de todo edto, las
deecciones y mutaciones dd DNA mitocondrid también son mayores que en €
DNA nudear.

Las mitocondrias de animaes vigos liberan radicaes libres. Las raas vidas
poseen drededor de 66.000 lesiones oxidativas en su DNA par cdula La oxidecion
del DNA es debida a que las defensas antioxidantes no son perfectas. Edas defensas
antioxidantes incdluyen vitamines C y E y carotenoides procedentes de frutes y
vegddes de la diga  Una digminucion de su ingesta aumenta d grado de oxidacion
del DNA, y por lo tanto € riesgo de cancer (Amesy cols, 1997).

El nimero de modificaciones en la molécula de DNA producides diariamente
es badante sgnificativo. En generd, se ha estimado entre 10*-10° dteraciones de
DNA por diay cdula (Fraga y cols, 1990). Las bases dteradas son sudtituidas por
las correctas por diferentes sstemas intracelulares de reparacion del DNA y después
diminadas extracdulamente (Sancar, 1990). Por lo tanto, las dteraciones ded DNA
S pueden determinar, bien midiendo la presencia de bases modificadas y excretedas
por la cdula en sangre y oring, 0 bien extrayendo € DNA dd tgido y midiendo
directamente su contenido en bases dteradas (Aruoma y cols, 1987, Shigenaga y
cols,, 1989).
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132 Edraegias cdulaes contra los radicdes libres  Sdemas
antioxidantes.
Una sudancia antioxidante es aguella que, a concentraciones redivamente
bgas, es capaz de competir con otros sudraos oxidables y, por tanto, retrasar o
inhibir la oxidacion de dichos sudratos (Haliwel y cols, 1989). En eda definicion
s engloban tanto los antioxidantes enzimaicos como los no enzimdicos. No
obstante, también hemos de decir que exgen sudancias que tienen poca activided
epecifica  antioxidante, pero que, a dtas concentraciones,  contribuyen
dgnificativamente a potencid antioxidante de una cdula o sdema Ejemplos de

ete Ultimo caso son los aminoécidos, péptidosy proteines.

1.3.21. Antioxidantes enziméicos
Las cdulas digponen de enzimas especificas para la neutrdizacion de diversas
especies reectivas, como son la superdxido dismutasa (SOD), la catdasa (CAT) vy la
glutation peroxidasa (GPX). No obgantte las Oxidoreductasas de grupos tioles y
disulfuros, como la tioredoxina y la glutaredoxing, estén adquiriendo importancia en
laprevencion del estrés oxidetivo cdular.

1.3.2.1.1. Superdxido dismutasa (SOD).
La primera defensa contra € radicad superoxido es la SOD, la cud lo
transforma en agua oxigenada.

20,7 + 2H' > HO, + O

En d ser humano y otros mamiferos exigen tres isoenzimas, la CuzZn-SOD, la
MnSOD y la ecSOD. La primera s locdiza en € citosol, mientras que la segunda
S ubica en la mariz mitocondrid (Grisham y cols, 1986, Hdliwdl y cols, 1989;
Ohno y cols, 1994), y la tercera, que también es una CuZn-SOD, es extracdular
(Strdin y cols, 1995). En d sa humano la CuZn-SOD es un dimero de un peso
molecular de 32 kDa 'y la Mn-SOD es un tetrdmero con un peso de 88 kDa (Ohnoy
cols, 1994). La concentracion intracdlular de SOD es de 410 nM mientras que la
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intramitocondrid es de 20 mM aunque varia segin los tgidos. Por gemplo en €
muasculo esquelético @ 15-35 % de la actividad totd SOD esta en la mitocondria,
mientras que d restante 6585 % en d citosol (J y cols, 1988). Ademéds, los
muUsculos con mayor metabolismo oxidativo (con dto porcentge de fibras lentas)
tienen mayor actividad SOD tota que los musculos con bga cgpacidad oxidativa (con
dto porcentge de fibras rdpidas). La ecSOD supone de 1/3 a ¥de la actividad SOD
end endotdio (Stréliny cols, 1995).

1.3.2.1.2. Glutation peroxidasa
Eda enzima reduce d agua oxigenada o d hidroperoxido organico a agua y
dcohol respectivamente, y para dlo utiliza en ambos casos d glutaion reducido
(GSH) como donante de dectrones (Haliwell y cals, 1939):

@ 2GSH + H0, > GSSG + 2H,0

() 2GSH + ROOH > GSSG + ROH

La GPX es una enzima sdenio dependiente muy especifica para € GSH pero
sn embargo poco especifica para los hidroperoxidos.  Eto, junto d hecho de que la
GPX s ubique tanto en d dtosol como en la mitocondria, como en la membrana
cdular, la hace sar un mecanismo de proteccion cdular importante contra € dafio
oxidativo producido a lipidos de membrana, proteinas y &cidos nucleicos (Ji, 1995).
Su concentracion varia seguin los tgidos. En @ misculo esqueéico por gemplo, €
45 % de su actividad es cditosdlicay d 55 % es mitocondrid, y ademés , las fibras
lentas presentan mayor activided GPX que las rdpidas (J y cols, 1988; Powers y
cols., 1994).

La GPX necesta GSH para poder redizar su funcion, oxidandolo a glutation
oxidado (GSSG). Por dlo, las cdulas digponen de una via capaz de regenerar este
GSH. Eda via es catdizada por la enzima glutation reductasa (GR), la cud consume
NADPH pararegenerar € GSH.
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Figura 11. Ciclo de oxidacion-reduccion dd glutation.

H,0, N ﬁ GSSG NADP

GPX R

2H,0 M% 2GSH NADPH

En muchos tgidos d NADPH es producido en grandes cantidades por la
glucosa6-fodfato deshidrogenasa.  En d musculo esqueético ademas, d NADPH es
producido fundamentalmente por laisocitrato deshidrogenasa.

La GR tiene una didribucion cdular smilar a la de la GPX. Por tanto, aunque

la GR no se conddera una enzima antioxidante, hay que reconocer que su funcidn es

eencid parad buen funcionamiento de la GPX.

1.32.13. Cadasa
La catdasa es un tetramero de un peso molecular de 240 kDa con un cofactor
férrico (Fe 3) que debe estar unido d stio activo de la enzima (Haliwel y cols,
1989). Su funcidn es la descompodicion dd agua oxigenada tal y como se muestra en
la Sguiente resccion:

2H,O- - 2H,O + O,

Aungue rediza la misma funddn que la GPX, é&ta Utima tiene mayor
dinidad por d H,O,, es decir, a bgas concentraciones, la GPX juega un papd mas
importante que la catdasa.

La cadasa s didribuye en toda la cdula, aunque se encuentra en grandes

concentraciones en los peroxisomas y en las mitocondrias (Hdliwel y cols, 1989), y
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d igud que la SOD y la GPX, aunda més en los misculos kentos que en los rdpidos
(Powersy cols,, 1994).

1.3.21.4. Tioredoxina

El ssema antioxidante de tioredoxina et compuesto por tres proteines. la
tioredoxing, latioredoxina reductasay |a tioredoxina peroxidasa.

La tioredoxina es una Oxidoraductasa que catdiza la reduccién de puentes
disulfuro, con lo que juega un papd importante en la regulacion dd estado redox de
lostioles de las proteinas (Sen, 1998).

La tioredoxina posee una secuencia de aminoacidos en @ gtio catditico que
induye dos resducs de ciseina  Estos pueden ser oxidados reversblemente
formando un puente disulfuro, d cud puede ser a su vez reducido por la tioredoxina
reductasa en presencia de NADPH (Pfefier y cols, 1986). De esta forma, la
tioredoxina  interviene en la reparacion de proteines con  grupos  sulfhidrilo
(Holmgren, 1989; Starke y cols, 1997). En concreto, d sstema de la tioredoxina
estd implicado en la prevencion de la oxidacion y/o reparacion de dgunas enzimes
metabdlicas como la glucosa6 fodfato deshidrogenasa, la fodfofructokinesa, la
fodfoglicerato kinasay lapiruvato kinasa (Starke 'y cols., 1997).

La tioredoxina reductasa es cgpaz ademas de regenerar d ascorbato, € cud es
un antioxidante no enzimético de gran importancia(May y cols,, 1997).

Por su pate, la tioredoxina peroxidesa es una enzima citosdlica cgpaz de
trandformar d H,O, vy los dkilohidroperdxidos en agua y dcohol (Netto y cals,
1996), as como de limpiar losradicaestiilo delascdulas

1.3.2.15. Glutaredoxina
La glutaredoxing, d igud que la tioredoxina es una Oxidoreductasa implicada
en la proteccion y reparacion de los tioles proteicos y no proteicos (Holmgren, 1989;
Starke y cols, 1997). La glutaredoxina forma un ddo con d glutetion y la  glutation
reductasa.
Ademéds, ¢ ha especulado la poshilidad de que d glutation oxidado sea
reducido también por laglutaredoxina (Starke y cols., 1997).
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Aungue la glutaredoxina y la tioredoxina parecen tener una misma funcion,
parece ser que la afinidad por digintos sudratos es diferente, de forma que ambas s
complementan en la reparacion de los tioles de proteinas y de tioles no proteicos
(Starkey cols,, 1997; Y oskitake y cols,, 1994).

1.3.2.2.  Antioxidantes no enziméticos.
13221 Gluaion.

El glutation reducido (GSH) es la fuente més dbundante de tioles no proteicos
en las cdulas (més dd 90%) (Megter y cols, 1983). El GSH es d tripéptido &
dutamil-agenil-glicna Esa molécula tiene dos caracteridicas fundamentdes la
presencia de un grupo tiol en la cigteing, y la presencia ddl enlace & peptidico que lo
hace resstente a las peptidasas presentes en la cdula, las cuales solo actlian sobre los
enlaces &amino-acilo. Este enlace &glutamilo entre d glutamato y la dgteina slo es
hidralizable por la enzima & glutamil trangpeptidas (GGT), presente en la membrana
plaamdica

El contenido de GSH en los digtintos tejidos varia dependiendo de la funcion
dd tgido. Es de interés conocer que las fibras musculares oxidativas contienen una
concentracion de GSH 6 veces mayor gue lafibras musculares rgpidas (Ji, 1995).

Dado que es un tripéptido, tras su ingesta es degradado en d intestino
delgado, por lo que su contenido en la digta no influye en los nivdes cdulares de
GSH.

La sintesis y degradacion de GSH forma d ciclo del aglutamilo. El GSH es
dntetizado en d higado por la accion de dos enzimas, a-glutamil cdgeina Sntetasa 'y
laglutation Sntetasa (Meigter y cols,, 1983).

Laa-glutamil cigeinasntetasa catdizala siguiente reaccion:

L-gutamico + L-cigeina+ ATP >  &glutamil cdgteina+ ADP+ Pi
Para llevar a cabo la reaccion, la & glutamil sintetasa requiere la presencia de

iones Mg?*, es la etgpa limitante en la sintesis de GSH y es inhibida por € glutation
mediante un mecanismo de retrodimentacion negativo.  La cigeina es d sudrao
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limitante de la resccion de dintess dd GSH, de forma que aumentando la
disponibilidad de cigeina mediante la adminigracion de N-acetilcdigeina se aumenta
la concentracion intracelular de GSH (Anderson, 1997).

Laglutation sintetasa catdizad sguiente paso:

&glutamil cdgeina+ L-gicdna+ ATP > GSH+ ADP+ Pi

Parallevarse a cabo estareaccion serequieren iones K.

El GSH, unavez sntetizado, se transporta alos tgidos através de la sangre.

La degradacion dd GSH tiene lugar fuera de la cdulay es llevada a cabo por
la &glutamil trangpeptidesa y por las dipeptidasas, las cudes eséan unides a la
superficie externa de la membrana cdular. Los sudratos para la degradacion pueden
ser tanto d GSH, como d GSSG como Sconjugados dd GSH.  La trangpeptidacion
requiere de la presencia de aminoécidos, obteniendo como resultado & -glutamil
aminoacidos, los cudes son trangportados d interior celular, donde son los sudtratos
de la ezima intracdular &-glutamilcicdlotranderasa, que da lugar a 5-oxoprolinay d
correspondiente aminoécido libre.  La 5-oxopralina es transformada a glutamato por
la 5oxoprolinesa. A su vez, la sintesis de GSH puede redizarse sdtando la reaccion
de aglutamil dgeina sntetasa mediante la interndizacion d interior de la cdula de
la &glutamil cidina extracdular, para ser reducida en la cdula y formar cigeina y
aglutamil cigeina Edtas son sudrato para laa-glutamil dgdeina dntetasa y para la
GSH dntetasa respectivamente (Anderson y cols., 1983).

Algunos autores han podulado que € cido dd &glutamilo es un Sgema de
trangporte de aminoécidos a través de la membrana.  Edta forma de trangporte se ha
corroborado en eritrocitos (Cornell y cols, 1976), gldndula mamaia de rata lactante
(Vifay cols, 1983; Vifiay cols, 1983a), enrifidon (Megter y cals, 1983), y en otros
tipos cdularesy tgidos (Meiger y cals,, 1983).

Bl GSH es una susancia que tiene otras funciones importantes. Una de elas
es U fundon antioxidante. El GSH interactUa fadlmente con una amplia gama de
radicdes libres cediendo un proton (Yu, 1994). Una de las funciones antioxidantes
més importantes dd GSH es la diminadion de H,O, y perdxidos orgénicos en la
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reaccion catdizada por la GPX, en la que dos moléculas de GSH donan dos &omos
de hidrégeno para dar lugar a glutation oxidado (GSSG), d cud pogeriormente es
reducido por la GR para restaurar € GSH. La concentracion ce GSSG en la cdula se
mantiene a nivdes muy bgos (Asuncion y cols, 1996); (Vifiay cols, 1995). El GSH
et implicado también en la reduccion de varios antioxidantes cdulares, como por
demplo d radicd vitamina E y d radicad semidehidroascorbato (radicd de la
vitaminaC) (Niki y cols,, 1995).

Ademds, d GSH eda implicado en la sintess dd DNA. En este proceso los
ribonucledtidos son  trandformados a  desoxiribonucledtidos por la  enzima
reibonucledtido reductasa. Los agentes reductores en esta reaccién son la tioredoxina
o laglutaredoxina (Holmgren, 1979), que es dependiente asu vez del GSH.

La sintess y degradacion de las proteinas también se ve afectada por d GSH,
de forma que las fases de iniciacion y eongacion dd proceso de traduccion que
tienen lugar en la sintesis proteica se inhiben cuando d GSH e oxida (Ochoa, 1983;
Zenavi-Willner 'y cols, 1970). Los regponsables de la inhibicion de la sintesis
proteica pueden ser tanto la deplecion dd GSH, como d incremento dd GSSG como
ambos a la vez (Kosower y cols, 1983). Por otra pate, d GSH contribuye d
mantenimiento del estado redox cdular, d cud son sensbles las proteines  Edas
cambian su funcdon y conformacion ante cambios en d estado redox, sSendo més
susceptibles de degradacion cuando éste es mas oxidante (Droge, 2002). Por tanto, y
debido d cambio de conformacion que pueden sufrir adgunas proteinas enziméticas
gue dteran su funcion, d GSH, en la medida en que mantiene los tioles proteicos de
aqudlas pamite mantener la conformacion y regular la actividad enziméica de
enzimas metabdlicas importates,  evitando la formacion de disulfuros mixtos y
puentes disulfuro. Un gemplo es la glucdgeno sintetasa D, la cud es inactivada por
e GSSGy reactivada por € GSH (Ernest y cals,, 1973).

Por otra parte, la deplecion de GSH en hepatocitos aidados de rata ayunada
produce una disminucion de la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato y otros
precursores (Séez y cols, 1985). La explicacion a este hecho es que dgunas enzimas

de eda via requieren dd GSH para su actividad normd, como la fosfoenolpiruvato
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caboxiquinesa, aunque exigen también ofras enzimas gluconeogénicas con grupos
tioles que pueden verse afectadas por la deplecion de GSH.

Ademas, d GSH actlla como cofector para dgunas enzimas, como la
gioxdasa | y Il, en las cudes d GSH s consume en la primera reaccion y se
regenera en lasegunda (Racker, 1951).

B glutaion cumple ademas una funcidn importante como dmecén y forma
de trangporte de cigeinas (Meigter, 1995). La cigeina, incluso a concentraciones no
excesvamente dtas, es toxica para la cdula (Vifiay cols, 1983; Vifiay cols, 1983a).
Una forma de dmacenar tioles no proteicos es hacerlo en forma de glutation, en lugar
decigeina(Vifiay cols., 1986).

El GSH edta también mplicado en otras funciones como la detoxificacion de
xenobidticos (Chasseaud, 1974), como la metabolizacion dd paracetamol (Mason'y
cols, 1986; Vifia y cols, 1980), con lo que d traamiento con metionina y N-acdtil
cigeina por via ord podria etar indicado en d tratamiento de la hepatotoxicidad por
paracetamol (Vifia y cols, 1986), y también en d control dd crecimiento cdular
(Terradez y cals,, 1993) y en laregulacion de la gpoptosis (Estevey cols,, 1999).

1.32.22. VitaminaE.

La vitamina E es d antioxidante més abundante en la naturdeza El término
vitamina E aglutina d menos ocho isimeros edructurdes de tocoferoles 'y
tocotrienoles.  Entre dlos, d &toocoferol es d més edudiado y d que tiene mayor
actividad antioxidante (Burton y cols., 1990; Janero, 1991).

Debido a su dta liposolubilidad, la vitamina E se asocia a membranas ricas en
lipidos, como la membrana mitocondrid, la de reticulos plaaméico o la membrana
plasmdica Aungue hebitudmente la cantidad de vitamina E en las membranas es
bga la suplementacion digética de eda vitamina puede aumentar su contenido
(Janero, 1991).

La accion atioxidante de la vitamina E resde en su capacidad paa
neutrdizar los radicdes superoxido, hidroxilo y lipoperoxilo a formas menos
reectivas, ademas de ser cgpaz de romper la reaccién en cadena de lipoperoxidacion
que ocurre en € dafio oxidativo alas membranas (Burton y cols,, 1990).
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La neutrdizacion por la vitamina E de un radicd provoca la formacion dd
radicd vitamina E, disminuyendo d contenido cdular de vitamina E (Burton y cols,
1990; Janero, 1991; Packer y cols, 1979). Por su pate d radicd vitamina E es
recidado a vitamina E a coda de diversos antioxidantes, como d glutation o d
ascorbato (Burton y cols,, 1990; Packer y cols., 1979).

1.32.2.3. VitaminaC.

La vitamina C (&cido ascorbico) es hidrofilica, y & contrario que la vitamina
E, funciona mgor en medios acuosos. A pH fisoldgico la forma predominante es d
anion ascorbato (Yu, 1994). El ascorbato estd presente en todos los tgidos, pero es
epecidmente abundante en d tgido adrend (Yu, 1994).

La vitamina C como antioxidante tiene una doble importancia  En primer
lugar como agente antioxidante cgpaz de neutrdizar los radicdes superdxido,
hidroxilo y lipohidroperdxido. En segundo lugar, como agente fundamental en la
regeneracion de la vitamina E (Packer y cols, 1979). Al recidar la vitamina E, s
consume € ascorbato pasando a radicd ascorbato, € cua puede ser a su vez reciclado
por la NADH semiascorbil reductasa o por tioles celulares como d glutaion o
&cido dihidralipoico (Sevanian y cols,, 1985).

El incremento de los nivdes cdulares de vitamina C aumenta la proteccion
contra los radicdes libres, Sn embargo, en concentraciones dtas, la vitamina C tiene
un efecto prooxidante en presencia de metales de transicion como & Fe ** o & Cu?*.
La accion prooxidante de la vitamina C resde en su capacidad para reducir € hierro
férico a ferroso, € cud es un potente inductor de radicdes. Es por todo €lo que la
utilizacion de megadosis de vitamina C ha ddo cuestionada por agunos autores (Y,
1994).

1.3.2.2.4. Acidoa-lipoico.
B é&cido a-lipoico (@-LA) es un compuesto naturd que actla como cofactor
de complgos a-dehidrogenasa y participa en reacciones de transferencia de grupos
que contienen azufre (Packer, 1994). Se encuentra en muy bgas concentraciones en
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los tgidos animdes, unido habitudmente a complgos enziméticos, por |0 que no eta
disponible habitudmente como antioxidante (Packer, 1994). No obstante, € &cido
a-lipoico exégeno y libre (no unido a complgos enziméicos) puede tener un papd
importante como antioxidante y participando en d recidge dd ascorbato  (Kagany
cols, 1992; Packer, 1994). Tras la ingedta, d é&cido a-lipoico se reduce a &cido
dihidrolipoico (DHLA), d cud es un potente antioxidante contra los radicdes més
importantes, ademas de paticipar en € reciclge de la vitamina C, proceso por d que
e DHLA es conveatido a acido a-lipoico. El &ido a-lipoico puede ser reconvertido a
DHLA mediante procesos enziméticos celulares (Packer, 1994).

Figura 12. Engrangje de varios dstemas antioxidantes en colaboracion para
neutrdizar losradicales libres

GSSG NADP*
R VitamnaE"
GSH NADPH
o Acido
R VitaminaE
VitaminaC* y Addo.
dihidrolipoico

1.3.2.25. Carotenoides.
Los carotenoides son antioxidantes liposolubles Stuados principamente en las
membranas. Las propiedades antioxidantes de los carotenoides redden en su

edructura, formada por largas cadenas de dobles enlaces conjugados. Eda
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digposcion pamite neutrdizar diversos ROS, induido d radicd superdxido y
radicaes peroxilo (Briviba y cols, 1994; Krinsky, 1994; Krinky y cols, 1982; Yu,
1994). De hecho, los carotenoides son capaces de reducir la  peroxidacion lipidica
provocada por los radicaeslibres (Krinsky y cols,, 1982).

Al igud que ocurre con la vitamina C, los acarotencs pueden funcionar tanto
como antioxidantes como prooxidantes, comportandose como  antioxidantes a
presiones parciales de oxigeno fisologicas y como prooxidantes ante ambiente
hiperdxico (Burtony cals,, 1984; Pdozzay cals.,, 1997).

1.3.2.2.6. Acido Urico.

El &ddo Urico es @ producto find dd metabolismo de las purinas en d ser
humano y otros primates, ya que carecen de la enzima uricasa, la cud hace que
continlie la degradacion haesta dantoinay ureae Como consecuencia de o anterior,
e ser humano presenta una concentracion plasmética de écido Urico més de 10 veces
uperior a la encontrada en la mayoria de los mamiferos (Cutler, 1984). El anidn
monovaente urato es la forma en que se encuentra més dd 99% dd &cido Urico a pH
figoldgico (Smicy cols, 1989)..

La dieta puede ser una importante fuente de &cido Urico, ya que la ingestion de
purines hace que edas seen trandormadas en acido Urico por la xanitina
Oxidoreductasa presente en la mucosa intestind, de forma que las purinas ingeridas
no gparecen en lasangre, Sno su derivado € &cido Urico (Stoney cols,, 1991).

Ademés, @ &iido Urico y € urato = filtran y secretan en la nefrona, pero
90% normamente se regbsorbe (Amesy cols,, 1981; Stoney cals., 1991).

Es por todo lo anterior por lo que € &cido Urico no parece que sea
smplemente un producto de desecho de una via meabdlica, y ademds se ha
corrdlacionado positivamente la concentracion de &cido Urico en plasma de didtintas
especies con su esperanza de vida(Cutler, 1984) .

Desde 1960 se conoce que € addo Urico es un antioxidante. La concentracion
plasméica de acido Urico varia condderablemente de un individuo a otro, pero en
promedio es mayor en los hombres que en las mujeres (Gresser y cols, 1991), y en
relacion con otros antioxidantes no enzimaticos, como la vitamina C, la vitamina E, €
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glutation u otros, la concentracion plasméica de acido Urico es dta (Cutler, 1984;
Haliwel y cols, 1989; Stocker y cols,, 1991).

Algunes autores han esimado que d 30-65 % de la capacidad dd plasma para
neutrdizar radicades peroxilo es debida d acido Urico (Frei y cols, 1988; Wayner y
cols, 1987), y en cuanto a la cgpacided de neutrdizar d radicd hidroxilo en plasma,
se ha estimado que € &cido Urico es responsable en un 10 a 15 % (Thomeas, 1992).

La mayor concentracion de &cido Urico es d interior de la cdula endotdid
(Becker y cols, 1987), sendo estas cdulas endotdides d stio de mayor produccion
de &cido Urico en d dgema cadiovascular (Jarasch y cols, 1986; Jarasch y cals,
1981); (Ness y cols,, 1985). Desde este lugar de produccion, @ &cido Urico se libera
tanto a la sangre como a otros compartimentos extracdulares (Obst y cols,, 1990).
Eda es una caacteridica importante que diferencia d &cido Urico dd reto de
antioxidantes enzimaticos, y es U presencia en  todos los compartimentos ddl liquido
extracdular, habiéndose demostrado su presencia, ademés de en d plaama, en la
linfay & liquido gnovid, d liguido interdicid, fluidos intraoculares liguido
amnidtico y secreciones nasdes (Hdliwel y cols, 1989; Peden y cols, 1990; Stone y
cols, 1991).

Ademés, dgunas cdulas son capaces de incorporar a U interior @ acido Urico
formado por otras cdulas, por gemplo, son capaces de hacerlo los eritrocitos (Greger
y cols, 1976; Lassen, 1961; Lucas-Heron y cals, 1979; Tiemeyer y cols, 1986), los
hepatocitos (Giesecke y cols, 1984), y probablemente las cdulas musculares
cardiacas (Kolassay cols,, 1970; Kroll y cals., 1992).

El &cido Urico se ha demodtrado in vivo como un agente antioxidante, aunque
en algunos casos 0lo e presencia de otros antioxidantes, habiéndose demostrado su
interaccion con la vitamina C (Aruoma y cols, 1989), y también habiéndose
propuesto que con la oxidacion de la vitamina C se previene la oxidacion dd &cido
urico, efecto andogo d que ocurre con la vitamina C y E respectivamente (Esterbauer
y cols,, 1989; Frel y cols.,, 1988; Stocker y cols,, 1991).
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Figura 13. Colaboracion entre d urato y lavitamina C en la detoxificacion
dd redicd hidroxilo.

OHX Urato’ VitaminaC"
OH Urato VitaminaC

Ademés de todas estas propiedades neutrdizadoras de radicades hidroxilo, del
oxigeno dnglete, de oxidantes oxohemoglobinicos, de radicdes hidroperoxilos y ded
&cido hipocloroso, citados también por Becker (Becker, 1993), € &cido Urico escapaz
de formar complgos estables en proporcion 2:1 con iones fétricos, actuando como
protector contra las oxidaciones cataizadas por € hierro (Daviesy cols., 1986).

Por ultimo, € &cido Urico es capaz de prevenir, por i solo y a corcentraciones
fidologicas, la inactivadon de dgunas enzimes importantes  Stuadas en d endotdio
vacular entre otras locdizaciones, las cudes disminuyen su actividad por la
oxidacion de la propia enzima, como es d cao de la cddooxigenasa (Bourgan y
cols, 1982; Deby y cols, 1981; Ogino y cals, 1979; Pincemail y cols, 1986), o dela
ECA (enzma convetidora de la angiotensna), la cud presenta vaios grupos
funciondes sensbles a la oxidacion en su centro activo, y por tanto inhibiendo la

converson de angiotendna | en angiotensna 1l, un potente vasocondrictor (Leperty
cols,, 1992).

132.2.7. Otros.

Exigen otros muchos antioxidantes no enzimaticos, muchos de dlos presentes
en las plantas, y cuya descripcion stbrepasa los limites de este trabgo, pero no por
dlo dgan de s importantes en deata medida Entre dlos no podemos ignorar €
amplio grupo de los pdlifendles, la hilirrubing las ubiquinonas, la mdatonina 6 €
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Ginkgo, dd cud s han redizado edudios en este laboraorio en rdacion con €
envgecmiento (Sastrey cols,, 1998).

1.3.3. Acciones de losradicaeslibres como sefides.

A dtas concentraciones, los radicdes libres son pejudicides y td como
hemos vido anteriormente, producen dteraciones dafines en las macromoléculas
Sn embargo, a concentraciones moderadas juegan un importante pgpd  como
reguladores en los procesos de comunicacion y sefidizacion intra e intercdular.  Los
radicdes libres tienen efectos beneficiosos en los seres vivos los cudes son
fundamentamente los Sguientes

1- deencadenan  respuedtas tendentes d restablecimiento  del
equilibrio del estado “redox” (homeostasis redox),

2- desencadenan  respuestas fisoldgiceas  bendficiosass  para  d
organismo 'y

3 paticipan en las cascadas de sefidizacion que regulan digtintas

funciones y vias metabdlices.

Como gemplo de dgunas respuedtas tendentes d mantenimiento de la
homeostasis redox podemos citar la inactivacion de la Oxido nitrico sntetasa (NOS)
por su propio producto, € éxido nitrico (Abu-Soud y cols,, 1995; Bugay cols,, 1993);
(Griscavage y cols, 1994), la activacion de la expreson de dgunos genes implicados
en la defensa antioxidante, como la MnSOD, la cadasa, la glutation reductasa, la
tioredoxing, la glutaredoxing, la NADPH:ferrodoxin Oxidoreductesa, la glucosa6-
fodao deshidrogenasa, la hemooxigenasa=1 (HO-1), d transportador de cigtina %y
otras (Godon y cols, 1998; Hassan y cols, 1977; Ishii y cols, 1999; Kuge y coals,
1994; Nakamura 'y cols, 1994; Nakamura 'y cols, 1997; Sato y cols, 1999; Schnell y
cals, 1992; Shull y cols,, 1991; Y ashpe-Purer y cols, 1977).

La activacon de linfodtos T en la amplificacion de la respuesta inmune es
activada fuertemente por los ROS y/o un desequilibrio del estado redox ceular
(Hehner y cals, 2000), viéndose que d desequilibrio redox es cgpaz de aumentar la
sefid edimuladora desde @ receptor dd antigeno, pero no es cgpaz de reemplazar la
sfid que viene dd receptor, por lo que los ROS de un ambiente inflamatorio
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disminuyen d umbrd de activacion de las cascadas de sefidizacion activadas por los
antigenos unidos a sus receptores.  Por otro lado, dependiendo del estado redox
intracelular de los macréfegos, edtos vaian en gran medida la liberacion de
progaglandinas, interleukina6 e interleukina-12, regulando asmismo d rdio de
linfocitos T Helper 1y 2 (Hamuroy cols,, 1999).

Los ROS también participan en las vies de sefidizacion rdacionadas con la
gpoptosis, habiéndose obsarvado que un ambiente prooxidetivo no es un prerequisito
genard para la muerte cdular programada (Castedo y cols., 1996; Jacobson y cals,
1994), sn embargo, dtas concentraciones de ROS inducen apoptosis en varios tipos
cdulaes (Dumont y cols, 1999, Sater y cols, 1995). E NO también eta
relacionado con la apoptoss, viéndose que la gpoptosis inducida por NO s asocia a
un descenso en la concentracion de cardiolipina y en la actividad de la cadena de
trangporte  eéectronico mitocondrid, as como a la liberacidon de citocromo ¢
mitocondria d dtosol (Umansky y cols, 2000; Ushmorov y cols, 1999). Algunos
tipos cdulares son resgtentes a la gpoptosis inducida por NO y bgjas concentraciones
de NO protegen de la gpoptosis a dgunos tipos cdulares por inactivacion de ciertas
cagpasas (Cohen, 1997; Kim y cols, 1997; Li y cols, 1997; Maurice y cols,, 1998).
Altas concentraciones intracdulares de GSH s asocian a una mayor ressencia a la
gpoptoss mediada por NO (Umansky y cals,, 2000).

92



Introduccioén

14. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO.

1.4.1. DELIMITACION CONCEPTUAL.

B envgecimiento es un fendmeno fisoldgico complgo, influido por muches
varidbles, es un proceso largo, y ademés = aocia frecuentemente con ciertas
enfermedades.

El edudio dd devenir dd envgecmiento, multifectorid, y por tanto,
multidisciplinar, ha esado presate en las dvilizaciones desde tiempo inmemorid.
Egte estudio se ha llevado a cabo desde didtintas perspectivas y en didintas especies
animdes. Por lo tanto, hablamos dd proceso de envgecimiento como un complego
proceso que agunos autores definen de lasguiente forma

Kirkwood y Audad lo definen como la progresva pédida de funcidn
acompafiada de pérdida de fertilidad y aumento de la mortdidad que se produce a
medida que aumenta la edad de los organismos (Kirkwood y cols., 2000).

Harman lo define como la acumulacion de cambios responssbles de las
dteraciones secuencides que acompafian d aumento de edad y € aumento progresvo
del riesgo de enfermar y morir asociado. El mismo autor afiade que estos cambios se
pueden aribuir a la enfermedad, d entorno, y a un proceso congénito. Egte Ultimo
provoca cambios propios de envgecimiento a un ritmo gparentemente indterable, que
aumenta exponencidmente a medida que aumenta la edad. Los cambios que provoca
e proceso de envgecimiento son pocos a edades tempranas, y aumertan con la edad
debido alanaurdeza exponencid de proceso (Harman, 1991).

Beckman y Ames entienden que no hay un Unico proceso de envgedimiento
ni una Unica causa (Beckman y cols, 1998). Esto ha hecho necesario € definir las
dteraciones que son comunes a la mayoria de las cdulas, tgidos y especies animdes,
pero sempre manteniendo y respetando las diferencias, afirmando que en @ proceso
de envgecimiento, se cumplen dos criterios (Johnson y cols., 1999):

1. Laprobabilidad de morir aumentacon laedad del organismo.

2. El fenotipo de todos losindividuos sufre cambios alo largo ded tiempo.

Benard Strehler, desde d campo de la gerontologia, define € envgecimiento
mediante estas 4 caracteridticas.
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1. El envgecdmiento es universa, es dedir, cudquier cambio asociado d proceso
de envgecimiento debe darse en menor o mayor medida en todos los
individuos de unaespecie.

2. El envgecimiento es intrinseco, es dedir, las causas que lo provocan deben de
ser de origen enddgeno, no sSendo provocadas por factores externos o de
origen ambientdl.

3. Bl envgecimiento es progresvo, los cambios que s asocian d envgedmiento
e dan de manerapaulatinaalo largo delavida

4. H envgecimiento es deletéreo, es decir que un delerminado fenOmeno e
consderara parte del proceso de envgecer S es dafino.

Por su pate Droge dirma que los organismos multicdulares en generd  sufren
cambios cuditativos con la edad que se manifietan por una degeneracion progresiva
de las funciones bioldgicas, un aumento de la susceptibilided a las enfermedades y un
aumento de la probabilidad de morir (Droge, 2002).

Por tanto, como parte dd proceso de envgecimiento, la mayoria, § no todas, las
funcdiones fidolOgicas pieden didencia Es d caso de la fuerza, la resgencia, la
coordinacion motora, la filtracion rend, la ventilacion pulmonar, la audicion, la
vigon, la memoria y en gened, la cgpacidad de mantener la homeodass,
asociandose una mayor sendhilidad a aidquier estrés, como cambios de temperatura,
infecciones, traumatismos, as como una menor tolerancia a la glucosa  En conjunto,
e parénquima de todos los drganos sufre una atrofia progresiva, que no solo afecta a
las cdlulas, Sno también alos dementos extracel ulares, como € colégeno.
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1.4.2. TEORIASDEL ENVEJECIMIENTO.

El hecho de que @ proceso de envgecimiento sea un fendmeno multifactorid
ha hecho que durante mucho tiempo exigan teorias mitiples y variadas, poco
unificadoras.  Entre dlas, exponemos aqui la dadficacon que hacen Tirosh y
Reznick (Tirosh y cols,, 2000):

1.Teoriasmolecularesy cdulares.

1.1.Teorias genéticas.
1.1.1 Teoriade lamutacion somética
1.1.2.Teoriade control genético.
1.1.3.Teoriadd error catastréfico.
1.2.Teorias no genéticas.
1.2.1.Teoriadelosradicaeslibres.
1.2.2.Teoriade “wear and tear”.
1.2.3.Teoriadelamembrana
1.2.4.Teoria de |os puentes cruzados moleculares intrace ulares.
2.Teorias Stémicas y fisoldgicas.
2.1 Teoriainmunolégica
2.2.Teoria SNC-hormord.

Sn embago, d intentar edablecer teorias unificadoras que permitieran
reducir d nimero de dlas haria posble entender y tratar € proceso de enveecimiento
de forma méas fédl y daa En ete sentido, en la linea unificadora, agunos
investigadores creen que un pequefio NUMero de mecanismos deteriorantes, de forma
dedoria pueden explicar € envgecimiento, mientras que otras abogan por las teorias
dd envgecmiento “programado’, en € cud la senescenda es d dedino find dd
proceso de desarrallo.

En medio de todas edtas corrientes y teorias, cieto nimero de investigadores
ha aglutinado una serie de ideas que han desembocado en la teoria de los radicaes
libresen d envgecimiento.
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1.4.3. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO SEGUN LA TEORIA DE
LOSRADICALESLIBRES.

En 1956, Denham Haman goreci0 cietas Smilitudes entre d proceso de
envgecimiento y los efectos de la radiacion ionizante, y propuso que los radicaes
libres producidos durante € metabolismo aerdbico causdban un dafio oxidetivo
acumulativo, provocando d envgecimiento y la muete (Harman, 1956). Ademés,
por aqud entonces e habia descubierto que la irradiacion dd agua generaba radica
hidroxilo (OH) (Stein y cols, 1948) y que habia radicd hidroxilo (OH) en la
materiaviva (Commoner y cols,, 1954).

Eda teoria gand crédito con la identificacion en 1969 de la enzima
antioxidante superdxido dismutasa (SOD) (McCard y cols., 1969), lo cud dgnifico la
primera evidencia de la exigencia de formacion endégena de radica superdxido Oy
') in vivo. La utilizacién de la SOD como hearamienta para encontrar locaizaciones
subcdulares generadoras de Oz dianzo la teoria de los radicdes libres en d
envgecmiento d deleminar a la mitocondria como la principd fuente de ROS
endégenos (Boveris y cols, 1973; Chance y cols, 1979). Fue Harman de nuevo
quien en 1972 sugirié que las mitocondrias podrian congiderarse como reloj bioldgico
dd envgecimiento, ya que la tasa de consumo de oxigeno podria determinar la
acumulacion de dafio mitocondrid producido por las reacciones de los radicaes libres
(Harman, 1972). Més tarde Miqud propuso la teoria mitocondrid dd envgecimiento
cdular (Miqud y cols, 1980). Eda teoria propone que € envgecimiento cdular es
una consecuencia dd aegue oxidativo d genoma mitocondrid de las cdulas
pogmitéticas fijas. Las mitocondrias de las cdulas pogmitdticas utilizan € oxigeno a
dta veocidad, liberando ROS, superando edos las defensas antioxidantes. La
importancia de las mitocondriss en € envgecmiento cdula = deriva de
expeimentos en los que las cdulas a las que s les microinyectan mitocondrias
procedentes de fibroblastos de ratas vigjas degeneraban (Corbiser y cals,, 1990).

El hecho de que las egpecies con mayor tasa metabdlica tuvieran menor
esperanza de vida potencid  (Rubner, 1908), es decir, que € consumo de energia per
2 ea @ responsable dd envgecimiento, hizo aparecer la hipdtess de la tasa de vida
(“rete of living” hipdtess) (Pearl, 1928; Rubner, 1908; Sohal, 1976). La observacion
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de que la produccién de energia por la mitocondria era llevada a cabo por oxidacion,
y étta provocaba la produccion de radicaes libres, provocd la integracion de ambos
conceptos,  “the rate of living” y la teoria de los radicdes libres, gpareciendo €
concepto de que cuanta mas respiracion (por tanto mas produccion de radicdes
libres), més s acdera d envegecimiento.  En linea con los resultados anteriores, en la
década de los noventa se vio la rdacion inversa entre la tasa de produccidon de
peroxido de hidrégeno y le esperanza de vida méxima de las egpecies (Barja de
Quiroga, 1999; Sohd y cols., 1996).

Por lo tatto, y retomando € concepto de edtrés oxidativo descrito

anteriormente, la dave dd envgecimiento estaria en € equilibrio entre tres aspectos.
-formacion de agentes oxidantes.
- proteccion por agentes antioxidantes.
-reparacion de dafio oxidativo producido.

En este sentido, a pesar de que la interpretacion més ambiciosa de la teoria de
los radicdes libres en d envgecimiento pretende afirmar que € edtrés oxidativo eda
directamente implicado en la esperanza de vida, de lo que no cabe duda es que €
estrés oxidativo juega un papd decisvo en d proceso de envegecimiento, sendo un
agpecto importante en lafisopatologiadd envgecimiento.

S damos un paso més, y atendemos d pape que juegan los radicdes libres en
la regulacion de las funciones fisoldgicas, nos damos cuenta que éstos afectan los
nivees de mas de 100 proteinas en levaduras Saccharomyces cerevisiae) (Godony
cols, 1998) y también muchas en los mamiferos entre las cudes s encuentran
dgunas enzimas importantes en la regulacion de las vies metabdlicas, como la
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, o la aconitasa. Edo Sgnifica que los radicdes
libres no son S9lo productos intermedios dd metabolismo, Sno que son también
reguladores de la tasa metabdlica (Finkd y cols, 2000), con lo que se cierra d circulo
en d gue la tasa metabdlica determinaria € nivel de produccidn de radicdes libres, y
é30s a U vez, modularian la tasa metabdlica

Laevidenciade que € envgecimiento s asociaa

-un aumento de la produccion de agentes oxidantes
-unadisminucion de la solidez de las defensas antioxidantes

97



Introduccioén

-unadisminucion de la efectividad de |os mecanismos de reparacion y

-un aumento de productos findes ddl dafio oxidativo,
refuerza la teoria de los radicdes libres en d envgecimiento (Beckman y cols,
1998).

Otro eemento que juega a favor de la teoria de los radicdes libres es la
comparacion entre especies, donde se puede observar que las especies con mayor
epaaza de vida potencid manifietan una menor produccion mitocondrid de
agentes oxidantes (Beckman y cols, 1998). En este proceso han gudado a aclarar
adgunas discordancias los trabgos de Baja y cols. d demostrar que no es solo €
consumo de oxigeno la vaiable que s rdaciona con la longevidad maxima, sno la
produccion mitocondrid de radicdes libres en rdacion d oxigeno consumido, la cud
varia seglin la epecie, y explica que las aves tengan un consumo de oxigeno dto y a
U vez unaesperanzadevidalarga(Barjay cols., 1994).

Por lo tanto, se ha demostrado que los radicaes libres estan muy relacionados
con d proceso de envegecimiento, lo cud no sgnifica que seen la causa

La teoria de los radicdes libres aboga porque éstos son la causa dd
envgedmiento. S se entiende edta teoria como que los radicdes libres contribuyen
dgnificativamente d proceso de envegecimiento, la teoria se ha confirmado. S se
entiende que los radicdes libres determinan la esperanza de vida méxima de la
epecie, entonces los datos disponibles no permiten alin confirmar la teoria, aunque st
hay un amplio cuerpo de conocimiento que la gpoya (Beckman y cols,, 1998).
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15. EL EJERCICIOFISICO.

1.5.1. TIPOSDE EJERCICIO FiSICO.

B geacdo fidco es una aividad inherente d movimiento, y que nos
permite desarrollamos y llevar a cabo nuedtras funciones vitdes.

El gercicio fidco lo podemos dasficar segin diferentes criterios, con 1o que,
orienténdolo a estudio de los radicdes libres, vamos a dadficalo segin € sudrao
energético que utiliza Ad, aungue la energia necesaria para la contraccion muscular,
consumida por las micdna-ATPasas, S0lo la pueden obtener de ATP, éde puede
obtenerse a través de varias vias metabdlicas. S d gercicio es de bga intensdad, y
la cadena respiratoria de la mitocondria produce suficiente ATP, éda sera la fuente
principd de ATP. Sn embargo, 9§ d geacicdo es de més dta intenddad y la
mitocondria no puede Sntetizar todo & ATP que s eda catabolizando, entonces s
obtiene ATP por la via de la glucoliss anaerdbica, que es una via mas rgpida en la
sintesis de ATP, pero cuya eficiencia no es tanta como la dd metabolismo aerdbico, y
ademés, no puede estar mucho tiempo sintetizando ATP y acumulando &cido |éctico.
Otra via de obtencion de ATP es la que lo obtiene a partir de los depdsitos de
fodfocredting, la cual es desfosforilada por la creatina-kinasa para formar ATP a partir
de ADP, también sin necesidad de oxigeno. Por tanto, atendiendo a la via metabdlica
mayoritariamente  implicada en la obtendon dd  ATP, diginguimos  entre
metabolismo aerdbico y anaerdbico.

S utlizamos un citeio fiSco o0 mecanico, podemos dadficar las

contracciones musculares en trestipos

-contraccion concéntrica, en la que € muasculo se activa y se acorta (sus dos
inserciones se acercan durante la contraccion).

-contraccion isométrica, en la que d muasculo e activa y no puede vencer la
resstencia que tiene, con lo que su longitud no cambia

-contraccion excentrica, en la que d muisculo se activa pero la resgencia le

vence, y se edtira (sus dos inserciones se dgjan durante la contraccion).
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Eda dadficacion es importante, porque los gercicios se dadficardn segin €
tipo de contraccion que predomine, y se ha obsarvado que € gercicio excéntrico
produce més dafio oxidativo que @ concéntrico (Newham y cols, 1983; Newham y
cols,, 1986; Armstrong, 1986; Armstrong, 1990).

Tabla 2. Caracteridticas de diferentes tipos de actividad contractil.

Excéntrico Isométrico | Concéntrico
Movimiento dd musculo Alargamiento Edéico Acortamiento
Fuerzasmecanicas Altas Baas Baas
Actividad eéctrica Bga Alta Alta
Coste metabalico Bgo Alto Alto
Tendenciaainduar dafo muscular Alta Baa Baa
Tendencaainduar faiga Alta Bga Bga
Tendenciaaindudir dolor Alta Baa Baa

Segln d grado de agotamiento, S @ gercicio se rediza hagta € agotamiento o
no, se denomina gercicio fisco agotador (exhaudtivo) o gercicio fisco no agotador

(no exhaudtivo), respectivamente.

Un criterio que esta adquiriendo importancia es d de la continuidad o no dd
gedcio, didinguiéndose d geacddo continuo dd gecico intemitente  Ede
consgte en la redizacion de varias repeticiones con intervaos de descanso entre dlas,

en los cudes puede que se produzcan procesos gque d gercicio continuo no permita,
como por gemplo la expreson de proteinas de choque térmico que pueden proteger a

lamitocondria (Tonkonogi y cals., 1999).

Algunos autores también dasifican d gercicio fisico seglin su duracion.
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1.5.2. PRODUCCION DE RADICALES LIBRES DURANTE EL
EJERCICIOFiSICO.

B gercicio fisco agotador se ha viso que aumenta la produccion de radicales
libres (Davies y cols, 1982; McArdle y cols, 1995; McArdle y cols, 1999; Sodin y
cols, 1990). Edos radicdes libres esdn rdacionados con la fatiga muscular y
provocan ciertos cambios indicativos de edrés oxidativo no s9lo en d muisculo
exqueético, sno también en otros drganos, como € higado. De hecho d gercicio
fidco exhaudivo provoca @ aumento dd cociente GSSG/GSH en las cdulas
musculares de rata (Lew y cols, 1985; Sen y cols, 1994) as como en sangre de
humanos (Duthie y cols, 1990; Gohil y cols, 1988; Sedre y cols, 1992; Sen y cols,
1994). Ademés s ha vigo que la adminisracion de N-acdtil cigeina, megjora d edrés
oxiddivo en € gecico fidco en humanos (Sestre y cols, 1996). Las posbles

fuentes de estos radicdes libres en d gercicio fisico se eshozan a continuacion.

1521  Lacadenade trangporte ectronico del musculo esquelético.

El 85 % dd oxigeno utilizado por la cdula se consume en la cadena de
trangporte dectronico, actuando éste como aceptor de eectrones en @ proceso de
respiracion mitocondrid (Chance y cols, 1979; Shigenaga y cols, 1994). De 4, un
2-5% sufre una reduccion, dando lugar d radicd superdxido. Una reduccion mas de
ede superdxido da lugar a lo formacion de perdxido de hidrogeno, € cud e libera en
la mitocondria aidada (Boveris y cols, 1973; Loschen y cols, 1974). Para evitar €
dafo oxidativo, la mitocondria esta dotada de una enzima mitocondrid especifica, la
uperéxido dismutasa que previene € dafio que podria producir € radica superoxido.
Admismo, también s ha evidendado la presencia de radicd hidroxilo en la
mitocondria de misculo esquelético gercitado, d cud parece estar rdlacionado con la
tens n desarrollada por € musculo (Barclay y cals, 1991; O'Neill y cols,, 1996).

Durante d gercicio fisco d consumo de oxigeno par parte de masculo puede
aumentar mas de 100 veces (Tonkonogi y cols, 2002) y d consumo de oxigeno de
organismo entero puede aumentar 20 veces (Meydani y cols, 1993). Edte hecho junto
con la observacidn de que € gercicio fisco se asodia a un aumento de la produccion
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de radicdes libres hizo pensar que édtos provenian de la cadena de trangporte
eectronico de la mitocondria Sn embargo, Chance y cols demostraron que la
formacion de radicdes libres por la mitocondria cuando édta eda en edtado 3, es
decir, cuando esta consumiendo oxigeno activamente (hay ADP), es indgnificante, y
més tarde Pgpa dio una explicacion molecular a este hecho (Papa y cols., 1997). Otros
autores no han encontrado evidencia de que d aumento de la produccion de radicaes
libres en gercicio pliomérico provenga de la cadena de trangporte dectrénico
mitocondrid (McArdley cals,, 1999).

En cuanto d efecto dd gercido sobre la fundon mitocondrid, los resultados
son controvertidos. En estudios redizados en animaes se ha propuesto que la funcién
mitocondrid se ve afectada S d gercicio redizado es de dta intensgdad (Chen y
cals, 19%4; Gollnick y cols, 1990; Willis y cols, 1994). Egudios morfoldgicos
demuedtran cambios en la ultraestructura mitocondrid tras redizar gecco de dta
intensdad (McCutcheon y cols, 1992; Nimmo y cols, 1982, Schmid y cals, 1983).
Egtos cambios han sdo interpretados como adgptaciones normdes d aumento de la
demanda energética 0 como un tipo de dafio mitocondrid. Otros autores no han
encontrado evidencia de que la funcon mitocondriad se vea afectada por € gercicio
prolongado o de dta intenddad (Heunks y cols, 1999, Madsen y cols, 1996;
Tonkonogi y cols, 1999; Vifiay cols, 2000b), o por € gercicio excéntrico (Wdshy
cols, 2001) y otros han vido que la funcidn mitocondrid aumenta tras gercicio
intermitente  (Tonkonogi y cols, 1999) y tras gercico prolongado a moderada
intensdad (Tonkonogi y cols,, 1998).

1522, Metabolismo delos prostanoides.
Las progtaglandines parece que sean liberadas dd mlsculo esquelético sujeto
a varios tipos de edtrés, induida la excesiva contraccion (McArdle y cols, 1991,
Rodeman y cols, 1982; Smith y cols, 1982). La converson dd é&cido araquidonico a
progtaglandines implica una serie de reacciones que llevan implicita la produccion de
radicdes libres como productos intermedios.  La capacidad de producir radicaes
libresen d gercicio por etaviano etaaln dara
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1523. Catecolaminas.
La liberacion de catecolamines estd aumentada durante € gercicio.  Se ha
comunicado que las caecolaminas pueden autooxidarse formando radicaes libres
(Jewett y cols., 1989).

15.24. NAD(PH oxidasa
Eda enzima se sabe que actla en los neutrdfilos y en otros tipos cdulares
(Babior, 1984; Rosd, 1986). Sin embargo, no eta daro S eda enzima eta presente
enlacdulamuscular, ni § seriainfluidapor laactividad contréctil (Duncan, 1991).

1525  Xantinaoxidoreductasa

En d muisculo esquelético sometido a gercicio fisco aerdbico, no agotador, la
demanda de ATP es satisfecha por la cadena e trangporte dectronico mitocondrid,
la cud adapta su produccion de ATP a la demanda dcanzando un estado estable
(steady state. Sin embargo, 5 d gercicio es lo sufidentemente intenso como para
que edta fuente de suminidro de ATP no pueda satifacer la demanda, entonces
aumenta la  concentracion de ADP, y otros metabolitos de las purines en € plasma
(Bangsho, 1994). Eda drcundancia, junto a la dteracion de la homeodass de
cdcio que puede edimular las proteasas cacio-dependientes y d hecho de que €
endotelio capilar de los musculos posea la enzima XOR hace que durante d gercicio
fisco agotador eta enzima tenga las condiciones favorables para producir radicaes
libres. La participacion de la XOR en d edrés oxidativo asociado d gercicio fisco
ha sdo demostrada en nuestro laboratorio (Heunks y cols,, 1999; Vifiay cols, 2000
Vifay cols, 2000b).

El misculo esquelético posee escasa cantidad de XOR, y eda s locdiza en d
endotdlio de los vasos musculares.

En cuatto d cdco, diversos edudios demuestran que d metabolismo ded
cdco s dtera durante una excesva actividad contractili en  mulsculo esqueéico
(Claremont y cols, 1984; McArdle y cols, 1992) y que d dafo inducido por la
actividad contréctil puede reducirse o prevenirse modificando los nivdes de cddo
en musculo (Jones y cals, 1984), o la inhibicion del proceso petoldgico mediado por
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d cdcdo (Jackson y cols, 1984). La evidencia de que la proteasa cdcio-dependiente
es activada en d musculo esquelético en € gercicio es indirecta, pero puede inferirse
de la caracteridica rotura de la linea Z que se observa con microscopia eectronica
(Frideny cols,, 1992; Frideny cols,, 1983).

En cuanto a los metabolitos, muchos tipos de gercicio se han asociado con
cambios en & metabolismo de las purines (HdlgenWesting y cols, 1991; Sutton y
cols, 1980), y los cambios en la hipoxatina son paticulamente evidentes en los
jetos que llevan a cabo gercicio  que provoca isquemia  (Patterson y cols,, 1982,
Smith y cals, 1982). La fatiga muscular que gparece cuando e rediza gercicio fisco
agotador se corrdaciona con un aumento dd conterido de hipoxantina e IMP en €
musculo (Norman y cols, 1987; Waern y cols, 1993). Ademés, la hipoxantina es
liberada rgpidamente desde € musculo a suero (Paterson y cols, 1982; Bothius y
cols, 1988), y entonces puede s @ sudrato para la xantina oxidasa dd endotdio
cpila.  Aunque d misculo exqueético parece s la fuente mayoritaria de
produccion de hipoxantina durante € gercicio, la trandformacion a xantina y &cido
Urico puede ocurrir en tgidos degados dd sitio de produccion (Sahliny cals, 1992).

Por lo tanto, lo més probable para que se den estas condiciones es que
redice un tipo de gercicio de muy dta intensdad y poca duracion, 0 un gercicio
incrementd que lleve d agotamiento, més que un gercicio de moderada o bga
intensidad.

15.26. Otrasfuentesderadicaeslibres.

15.26.1. Leucocitos con capacidad fagocitica

La lesdn de la fibra muscular va seguida de la invasdn por macréfagos y
otros fagocitos que llegan por la sangre y € interdicio (Armdrong, 1986). Como
pate dd proceso de fegocitods, liberan una cantidad sustancid de radicdes libres
paa provocar la degeneracion dd &ea dafada (Kleban, 1982, Mdech y cols,
1987). La suplementacion con antioxdantes no puede actuar mucho en la
prevencion dd daflo muscular, pero a priori, debe provocar la neutrdizecion de
estrés oxidativo provocado por los fagocitos.
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15.2.6.2. Produccion de radicdes libres secundariamente a la
acumulacion de cddio intramuscular.

Algunos autores han propuesto que € fracaso en la homeodtasis dd cacio
inramuscular es un paso dave en la lesdn muscular asociada d  gerddo
(Armgtrong, 1990; Gollnick y cols, 1989; Jones y cals, 1984; McArdle y cols,
1992). Puede ser que edte fracaso de la homeodtasis dd calcio sea secundario a un
aumento de la actividad de los radicaes libres, como ocurre en otros tgidos (Burton,
1988), pero eda poghilidad es contradicha por dgunos estudios en muisculo
equelético (Jackson y cols, 1984; Jackson y cols, 1991, McArdle y cols, 1994;
Phoenix y cols, 1989; Phoenix y cals, 1991; Rice-Evans, 1990). S la dteracion dd
cdco fuera € primer acontecimiento, un aumento intrecdular de éste activaria las
fodolipasas y enzimas proteoliticas, conduciendo a la liberacion de acidos grasos
libres y a la disrupcion de las membranas de las edtructuras intracdulares.  Ademés,
en un intento de amortiguar € cddo intracdular, la mitocondria se sobrecargaria de
cdcio, corriendo € pdigro de un eventud fracaso de la produccion de ATP, con un
aumento de la produccién de superdxido.

15.26.3. Produccidn de radicaes libres secundariamente a la ruptura
de proteinas que contienen hierro.

La cgpacidad dd hierro para catdizar reacciones de produccion de radicales
libres es bien conocida (Hdliwdl y cols, 1985). Los deportes de resstencia y
agudlos que conllevan un dto impacto mecanico, causan una dedruccion de
eritrocitos con liberacion de hierro y por tanto , una potencid fuente de hierro
caditico. Asmismo, d dafiarse la fibra muscular, se liberan a la circulacion grandes
cantidades de mioglobing, con su hierro correspondiente. Cooper 'y colaboradores
ugieren que la interaccion de la meamioglobina y la metahemoglobina con
peroxidos son responsables sgnificativamente del estrés oxidativo producido durante

e gercicio fisco (Cooper y cals., 2002).
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15.3. ACCIONES BIOLOGICAS DE LOS RADICALES LIBRES
DERIVADOS DEL OXIGENO DURANTE EL EJERCICIO FSICO.

1531  Peroxidacion lipidicay gercicio fisco.

En € gercido fisco, los esudios que hay redizados indican que hay un
aumento de peroxidacion lipidica tanto cuando e rediza gercicio agrdbico como
cuando éste es anagrdbico (Alesso y cols, 1988b). Sin embargo, Alesso y
colaboradores comprobaron que s compaaban los nivdes de maondiddehido
(MDA), un marcador de peroxidacion lipidica que se acumulaban tras carrera hedta d
agotamiento (aerdbico-anaerdbico) y tras d mismo tiempo de gercicio isomérico d
50% de una repeticon maxima, éste Ultimo producia més lipoperoxidacion,
incrementandose los niveles de MDA un 5,6% sobre los niveles basdes en € caso de
la carera hasta @ agotamiento, y un 254% en d caso dd gercicio isométrico
(Alesso y cols, 1998). Por su parte, Ortenblad y cols. no encontraron diferencias
en la peroxidacion lipidica que producia la redizacion de sais repeticiones de 30
Segundos con una micropausa de 2 minutos entre dlas (Ortenblad y cals, 1997). Sn
embargo, eda fdta de peroxidacion se aribuyé a un aumento de vaias enzimes
antioxidantes clave, como la superdxido dismutasa (SOD), la glutation reductasa, y la
glutation peroxidasa

15.32. Oxidacion proteicay gercicio fisco.

Bl primer trabgo que demodrd que las raas sometidas a gercicio fidco
agotador  acumulaban mayores niveles de grupos carbonilo en las proteines se
publicd en 1992 (Reznick y cols, 1992). Otros autores han corroborado dicha
dirmadon (Radak y cols, 1998). Ede efecto disminuia § varias semanas antes de la
redizacion dd gercicio s les dimentaba con dtas dods de vitamina E. Ademés, e
ha demogtrado no sdlo que d gercicio aumenta la sintess proteica y la degradacion
(Radak y cols, 1998), sno que la atividad dd complgo proteosomico eta
aumentado tras d gercicio fisco conico, o cud es interpretado como efecto

beneficioso ya que aumenta la cgpacidad dd misculo de diminar las proteinas
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dafiadas por agentes oxidantes producidos por € gercicio fisco (Radak y cols., 1999;
Radak y cols., 2000).
15.3.3. Dafiod DNA cdular inducido por € gercicio fisico.

Los radicdes libres dectan tanbién d DNA, y d derdco fisco agudo
aumenta @ dafio d DNA (Niess y cols, 1996), td como se evidencia por € aumento
de 8-OhdG (Asami y cols, 1998; Radak y cols, 1999). Sin embargo, en seres
humanos entrenados € nivel de dafio d DNA no aumentaba tad como lo hacia en los
no entrenados (Filger y cols,, 1997; Radak y cols,, 2000).

1.5.4. INDUCCION DE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES POR EL
EJERCICIO FISICO.

Dado que las defensas antioxidantes son cgpaces de adgptarse ante una
exposcion cronica a agentes oxidantes, es de esperar que ante la redizacion crénica
de gercicio fisco (entrenamiento) se produzca una adgptacion en respuesta a los
agentes oxidantes que produce € gercicio fisico.

En lo referente a SOD en d musculo esqueético, aunque agunos autores no
observan un aumento en respuesta d entrenamiento (Alesso y cols, 1988a J y cals,
1988; Laughlin y cols, 1990), la mayoria encuentran un aumento en la activided
SOD totd (Higuchi y cols, 1985; Jenkins, 1988; Leeuwenburgh y cols, 1994;
Lesuwenburgh y cols, 1997; Leeuwenburgh y cols, 1995; Leeuwenburgh y cols,
1996; Leeuwenburgh y cols, 1996; Oh-lshi y cols, 1997; Ohlshi y cols, 1997,
Powers y cols, 1994; Powers y cols, 1994; Powers y cols, 1992). Las diferencias
pueden dribuirse a que d gercicio fisco de dta intenddad produce una mayor
adaptacion de la activided SOD dd musculo esquelético que d gercicio de bga
intensdad (Powersy cols,, 1999).

La glutation peroxidesa también s modifica con d entrenamiento de forma
dependiente de la intenddad y durecion dd gercico (Powers y cols, 1999), sn
embargo la actividad catdasa parece que inexplicablemente se reduce tras redizar
gercido fidco.

B ocontenido de GSH en d misculo aumenta con @ entrenamiento
(Lesuwenburgh y cols, 1994; Lesuwenburgh y cols, 1997, Main y cols, 1993; Sen
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y cols, 1992), lo cud gpunta a un aumento de la capacidad de captacion de GSH por
parte de lafibra muscular.

1.5.5. AFECTACION MUSCULAR ASOCIADA AL EJERCICIO FiSICO.

Edtudios histoldgicos han mostrado que tras € gercicio se produce un dafio
edructurd en d misculo esqudético tato de animdes como de  humanos, y
profundizando més, podemos dirmar que d tipo de gercido que implica un
predominio dd componente excéntrico dd movimiento es d que ha modrado
provocar un mayor dafio muscular (Armsgtrong y cols, 1983). Egse dafio s
meanifieta como dteracion dd sarcolema (Armstrong y cols, 1979), digension y/o
rotura de reticulo sarcoplasmico (Manfredi y cols, 1991), dteraciones
ctoesqueléticas (Friden y cols, 1984; Lieber y cols, 1994), digorsgdn de los
componentes contréctiles micfibrilares (Armstrong, 1990; Manfredi y cols, 1991), y
edema muscular (Komulainen y cols, 1993; Peeze Binkhorst y cols, 1990).
Inicidmente e obsarvan lesones microscopicas condgtentes en la disrupcion de las
bandas midfibrilares y més tarde, d 2°-4° dia s obsava invasén de cdulas
fagociticas y degeneracion de estructuras cdlulares. Al 4°-6° dia se observan signos de
regeneracion, con la activacion de las cdulas satdlite (McArdle y cols, 2000). Se ha
observado morfolGgicamente que la xattina Oxidoreductasa endotdid se modifica
tras la redizacion de gercicio figco de larga duracion (Duarte y cols,, 1994; Rasénen
y cals, 1996).

Las actividades plaamétices de enzimas egpecificas dd misculo, como la
cregtina kinasa (CK) y la lactato deshidrogenasa (LDH) se usan como marcadores de
dafio dd tgido muscular (Apple y cols, 1988; Jones y cols, 1983; Lijnen y cols,
1988; Lott, 1984). La méas utilizada es la CK, y hay otras, goate de las citadas
anteriormente, que son menos  utilizadas como marcadores, como la GOT, la
mioglobinay laanhidrasa carbonicallll.

La liberacion de enzimas musculares en deportidas e usa paa etimar la
cantidad de daflo muscular después de hacer gercicio, basandose en la suposicion de

que la liberacion de enzimas musculares e rdaciona con la catidad de enzimes
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musculares asl como la cantidad de dafio muscular provocado por d gercicio (Apple
y cols,, 1988; Frideny cols, 1983; Janssen y cols., 1989).

Por su parte, Armstrong  en 1983 demosiro que ratas no entrenadas sometidas
agercicio fisco agotador liberaban més enzimas musculares que las entrenadas.

La liberacion de estas proteinas intracdulares se  cree que es debida a cambios
en lapermesbilidad o aroturade lamembranamuscular (Komulaineny cols, 1994).

Algunos autores no encuentran corrdacion entre la liberacion de enzimes
musculares y € dafio muscular andizado higtoldgicamente (Van Der Medlen y cals,
1991), lo cud gpoya d hecho de que d aumento en la liberacion de enzimas sea
permitido por  aumento de la permesbilidad de la membrana  El mecanigmo no s
conoce con segurided, y aunque fuera por @ aumento de la permegbilidad de la
membrana, no se conoce cud es e mecaniamo por d que éta aumenta
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16. EJERCICIOFISICOY ENVEJECIMIENTO.

Hay condderable bibliografia y esa generdmente aceptado que € gercicio
fisco de resgtencia y de fuerza provoca unas adaptaciones que se oponen a muchas
de las caracteridicas asociadas d enveecimiento (ver tabla 3). Ademés, € dgercicio
fisco habitua disminuye d riesgo de desardlar enfermedades cardiovasculares,
diabetes tipo 2 y ogteopoross (McCarter, 2000). El derdco fisco voluntaio se
asocia a una mayor esperanza de vida media, posblemente debido a lo anterior,
aunque no aumenta la esperanza de vida méxima.  Edo ha sdo interpretado como que
d gercicio fisco no influye en d proceso de envgecimiento, pao d tiene efecto
protector, o cud hace que una mayor proporcion de la poblacion dcance edades
avanzadas (M cCarter, 2000).

La morfologia y la funcion nuscular se deteriora a medida que avanza la edad
(Campbdl y cols, 1998; Larsson y cols, 1978; Larsson y cols, 1978; Larsson y
cols, 1997; Lexdl y cols, 1988). Ademéas,  musculo esqueético de los mamiferos
vigos es mas susceptible @ dafio producido por € gercicio fisco, se recupera més
lentamente de dicho dafio, y difiere en su adgptacion tres d gercicio (Brooks y cols,
199%4; J y cols, 1998; Lexdl, 1995; McArdle y cols, 2000; McBride y cols, 1995).
Por otra pate, € mulsculo vigo contiene mayores defensas antioxidantes a medida
que aumenta su edad, como la Superdxido Dismutesa, la Glutation Peroxidesa la
Catdasa y otras, ademéas de tener una mayor capacidad para captar GSH, ya que la a-
glutamil trangpeptidasa etd méas devada en los musculos vigos (Lesuwenburgh y
cols,, 1994).

La expreson génica dd RNA mensgeo que codifica etas enzimas
antioxidantes no esta aumentada en & muasculo vigo (Oh-1shi y cols, 1995) a pesar
de estar aumentada su actividad, lo cud sugiere que este aumento de las defensas esa
regulado de forma complga, actuando de aguna forma a nivel posttranscripciond.
Ede aumento de los mecanismos de defensa es epecifico dd tipo de fibra muscular,
dendo mayor en las fibras tipo | y lla que en las IIb (Oh-1shi y cols, 1995). De las
enzimas antioxidantes, la que muestra una mayor respuesta d entrenamiento es la
Glutation Peroxidasa (Ji y cols., 1998).
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Tabla 3. Comparacion de las caracteridicas  asociadas d envgecimiento v d
gercicio fisco. (Adaptado de Blumberg y Hapner, 1999).

Ervgedmiento Eerddo
[ Caracteristicas metabolicas
Reacciones de fase aguda [ [
Metapolismo basa [] ad/=
Equilibriodd cdcdio [ [
Tolerancaalaglucosa [] [
Respuetaalainsulina O/=
LDL -colesteral O 0
Glucdgeno muscular [] (]
[Composicion corpord
Masa 0sea [ /=
Masagrasa [ Ll
Masa magra 0 0
Agua corpord [ /=
Edrés oxidtivo
Oxidacion dd GSH [] []
Peroxidacion lipidica [ /=
Dano alamembrana muscular /= [
Oxidacion de &cidos nucleicos [ /=
Proteinas carboniladas [ /=
0" aumenta, " LJ” disminuye, " =" no cambia.

En cuato a las resavas de tioles intracdulaes, a pesy de que d
envegecimiento se asocia a un descenso de las reservas en la mayoria de los tgidos, €
musculo cardiaco y d exqueético son excepciones, de forma que @ contenido de
GSH no cambia (Lesuwenburgh y cols, 1994) en agunos musculos, pero en otros Si.
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Otros autores coinciden también y agumentan que d GSH amenta
sgnificativamente  en los mlsculos vigos (Fiebig y cals, 1996), lo cud va asociado
a un aumento de la actividad de la & glutamil trangpeptidesa (Leeuwenburgh y cols,
1997).

Aunque hay rddivamente pocos edudios referentes a la cgpacidad oxidativa del
mulsculo esquelético en relacion con la edad, se sdbe que la capacidad respiratoria
mitocondrid dd musculo esqueético disminuye con la edad, que los misculos vigos
tienen menor &ea de seccion y mesa (Hakkinen y cols, 1998; Hakkinen y cols,
1998; Janssen y cols, 2000; Lexdl y cols, 1988; Vandervoort y cols,, 1986), y estos
canbios coinciden tempordmente con una digminucién proporciond de fueza
(Porter y cols,, 1995). El estrés oxidativo juega un pape importante en la pérdida de
mesa y fundon muscula (Weindruch, 1995), sn embago, fdtan aun datos
experimentdes que vinculen la pédida de la cgpacidad funciond dd musculo
esquelético con d edtrés oxidativo (Ji y cols,, 1998).

Lo que s ha vido es que las mitocondrias de musculos vigos poseen un
mayor potencid para producir radicdes libres debido a los ligeros cambios
edructurdes de la cadena de trangporte eectronico (Kwong y cols, 2000; Nohl y
cols, 1986). Algunos edudios han demodrado que no hay un aumento de la
peroxidacion lipidica en mlsculos vigos en respueta d  gercido agudo en
comparacion con musculos jovenes (Cannon y cols, 1990; J y cols, 1990). Sn
embargo, £ vio que la suplementacion con vitamina E reducia més la excrecion
urinaria de perdxidos lipidicos en vigos que en jovenes (Meydani y cols, 1990). La
posble explicacion a estos deatos es que los animaes vigos no pueden dcanzar una
intenddad suficiente de gercico para provocar la misma produccion de redicaes
libres que los animdes jovenes, y ademds, los vigos disponen de una mayor
cgpacidad antioxidante para diminar los radicaes libres producidos (Cannon y cols,
1990; J y cals., 1990).
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Figura 14. Factores que causan una pérdida de fuerza muscular con laedad

(Adaptado de Anthony y cols. 2002).
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2. OBJETIVOS

Una vez revisado d edado dd conocimiento cdentifico relacionado con d edrés
oxidaivo, € gercicio fisco y d envgecimiento, nos planteamos este trabgo con d

Sguiente objetivo generd:

- Edudiar d origen dd edrés oxiddivo que provoca @ gercicio fisco
agotador en ratas jovenesy vigas,

y los sguientes objetivos especificos

1. Comparar la dteracion muscular que provoca € gercicio fisco agotador
enratasjovenesy vigas.

2. Comparar d edrés oxidativo en sangre, higado y muisculo esquelético de
ratas jovenesy vigas, tanto en reposo como tras gercicio fisico agotador.

3. Edudiar d comportamiento de la enzima xantina Oxidoreductasa en
plasma, higado, misculo esquelético y aorta, tanto en € proceso de
envgecimiento como en d gercicio fisco agotador.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. ANIMALESDE EXPERIMENTACION.

Se han  utilizado ratas Wigtar macho de entre 300 y 550 gramos de peso.  Los
animdes fueaon dimentados ad libitum con una dea de mantenimiento
manufacturado por PANLAB SL. (Bacdona). Los animdes twieon un ddo
luminico de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y se mantuvieron a una
temperatura congante de 22°C y fueron tratados de acuerdo con las recomendaciones
de la convencidon de Helsnki. E acceso d agua fue sempre libre La utilizacion de
estos animdes para los experimentos expuestos en ede trabgo fue gprobada por d
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universdad de Vaencia.  Los
animaes fueron escogidos segun la edad, teniendo unos entre 5 y 6 meses de edad
(losjovenes), y los otros, entre 23 y 25 meses (los vigos).

De edos dos grupos de animdes, se escogieron degtoriamente dgunos para
ser sometidos a protocolo de agotamiento en cinta rodante, con lo que en totd
hicimaos 4 grupos de experimentacion:

1.Reposo Joven.
2.Agotado Joven.
3.Reposo Vigo.
4.Agotado Vigo.

Td como s puede obsarvar en la tabla 4, se han utilizado animaes jovenes y
vigos. De entre los animdes jovenes se ha escogido deatoriamente un grupo que ha
sdo sometido a gercicio fisco agotador (grupo Agotado Joven), cuya edad no difiere
con respecto d resto de jovenes (grupo Control  Joven). De entre los animaes vigos,
S ha escogido deatoriamene un grupo que ha Sdo sometido d mismo protocolo de
agotamiento que € grupo Agotado Joven (grupo Agotado Vigo). La edad dd resto
de animades vigos (grupo Control Vigo) no difiere de la edad de grupo Agotado
Vigo. Laedad de los animdes jovenes es la que corresponde a animades jévenes
adultos, mientras que la edad de los animdes vigos corresponde a una edad muy
avanzada, exidiendo una diferencia de edad entre los animdes jovenes y los vigos de
gproximadamente 20 meses.
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Tabla4. Edad delos didintos grupos experimentales.

Control Joven 443 + 031

Contra Vigo 2409 = 059

En cuanto d peso, no exige una diferenda edadigicamente ggnificativa entre
los grupos de la misma edad, peo Sn embargo los animaes vigos presentan un
mayor peso gue los jovenes (p<0,01) lo cud es una caracteristica que se asocia d
envgecimiento (ver tablab).

Tabla5: Peso delos animaes pertenecientes alos digtintos grupos
experimentaes.

Control Joven

Contra Vigo 467 = B2** ##

Los valores se expresan como media + desviacién estandar. El simbolo
“**" una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), conrespecto al
grupo control joven. El simbolo “##’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo agotado joven.
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3.2. APARATOS

3.2.1. AGITADORMAGNETICO.
Marca Sdecta, modelo Agimatic-S.

3.22. CONTADOR DE CENTELLEO: Tr-cab liquid sdntillation
andyzer. Modd 2700TR Series

3.2.3. BALANZAS
-Baanza de precison Sartorius modelo Tecator 6110.
-Bdanza Sartorius modelo PT 1200.

3.24. BANOS:
-Bafio SBS con termogato de inmerson, modelo TFB proviso de
agitacion magnética automéica regulable.
-Bafio termogt&ico SBS, moddo BT, con bomba de circulacion BC-
01.

3.25. CENTRIFUGAS:

Las centrifugaciones a bga velocdidad s redizaron en una centrifuga marca
SdectaS. A. modelo centronic COD. 7000577.

Las centrifugaciones a dta velocidad se redlizaron en dos centrifuges:
-Centrifuga refrigerada Heraeus Sepatech Biofuge 17 RS.
-Centrifuga refrigerada Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 R.

3.2.6. ESPECTROFOTOMETRO:
Kontron Uvikon 922 termostatizado.

3.2.7. EQUIPODEH.P.L.C:
El equipo utilizado para la determinacion dd GSSG es de la marca Waters y
estd compuesto por:
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-Dos bombas Waters, modelo 510.

-Un inyector automético moddo 2157, Pharmacia LKB.
-Un detector UV | =365 nm, de Waters, modelo 441.
-Un ordenador pentium Il a 2000 kHz que procesa los
datosy controlad equipo.

-Una columna Spherisorb aminada, de dimensones 20 x
0.46 cm de didmetro y 5 mm de didmetro de particula

3.2.8. FLUORIMETRO:
Perkin Elmer LS 50B.

3.2.9. HOMOGENIZADOR:
-UltraTurrax T 25, Janke and Kunkd, IKA Biotechnik.

-Homogenizador marca lka-Werk, moddo Jankey Kunkd, RW 20 DZM.

3.2.10. INCUBADORA:
NAPCO 5415 IR CO, Sysem.

3.2.11. pH METRO:
Crison Microph 2001, con un dectrodo Inglod.

3.2.12. BOMBA PERISTALTICA:
Para la perfuson hepatica se utilizd una bomba periddtica tipo Hospd DAS,
modelo 262.

3.2.13. TERMOSTATO:
Se ha empleado una bomba termogtética Hagke FE para mantener d liquido

de perfus 6n a una temperatura constante de 37 °C.

3.2.14. BOMBONA DE CARBOGENO Y MANOREDUCTOR:
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El medio de perfuson s gased con carbdgeno: O.CO, (95/5; VIV), para
proporcionar un adecuado intercambio gaseoso y para @ control dd pH de
medio.

3.2.15. TAPIZ RODANTE:
Para someter a las ratas a la redizacion de gercido fisco se utilizd un tgpiz
rodante Treadmill Li 8706.

3.2.16. ESTACION DE VACIO:

Para la evgporacion d vacio durante @ procesado de las muestras para medr
la concentracion de GSSG e utilizd una edacion de vacio marca Millipore,
modelo Waters PICO-TAG.

3.2.17.BOMBA DE VACIO:

Se utiliz6 una bomba de vacio Magpi, moddo K-520 para d filtrado de los
solventes que componen las fases moviles de los cromatdgrafos. Se utilizo un
filtro de 0,2 im. de diametro de poro. Tanto € equipo de filtracion como los

filtros son de lamarca Millipore.

3.2.18. ULTRAMICROTOMO:
Para |la obtencidn de cortes ultrafinos de tgido para la microscopia eectronica

e utilizé un gparato marca Reichert-Jung Ultracnt E.

3.2.19. MICROSCOPIO ELECTRONICO:
Para la obsarvacion higoldgica de las muedras se utilizd un gparato marca
Jeol Jem1010 dd Departamento de Patologia de la Universidad de Vaencia
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3.3. REACTIVOS

Todos los reactivos quimicos de uso generd (&cidos, bases y sdes ) s
obtuvieron de Merck, Sgma Chemica Co., Boehringe-Mannhem y Panreac, con
un grado de pureza suficiente paraandiss.

Los ezimas auxiliares, coenzimas y nudedtidos los suminigraon Sigma
Chemicd Co. y Bodringer-Mannham.

Los antticuerpos antkxantina oxidasa los suminisro la casa Chemicon y los
secundarios la casa Roche.

Laheparinalasuministré la casa Rovi.
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34. METODOS.

3.4.1. PROTOCOLO DE AGOTAMIENTO.
Los animdes que dedoriamente fueron asgnados d grupo de agotamiento,

incrementa cuyos estadios y velocidad se muestran en latabla 6.

Tabla 6. Protocolo de gercicio fisico seguido parad agotamiento delos

El protocolo s lleva a cabo hesa d agotamiento dd animd, d cud =
observd por la pérdida del reflg§o de enderezarse cuando aqud se coloca sobre su
espada(Seny cols, 1994).

12
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3.4.2. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE SANGRE Y ORGANOS.

Inmedistamente después dd gercicio los animdes fueron anestesiados con
Tiopentd Sodico (50mg/1,6ml.) para permitir obtener las muestras antes de la
muerte dd animad. Se adminidraba una inyeccon intrgperitoned de 200 il. de
pentotal por 100 gr. de pesn. Luego se procedid a abrir la cavidad abdomind
mediante lgparotomia amplia que permite obtener un plano adecuado para rechazar €
paquete inteind  hagta visudizar € retroperitoneo, donde se accedia con una jeringa
de 5 ml. alavenacavainferior paraobtener lasangre.

Parte de la sangre (1 ml.) era colocada en un tubo de ensayo heparinizedo, que
poderiormente era centrifugado a 2000 G durante 10 minutos a temperatura
ambiente, para separar d plasma de los éementos formes. El plasma era recogido en
una dicuota e inmedistamente se sumergia en hido para poderiormente redizar la
medicion espectrofotométrica de la actividad enziméica CK y LDH, con @ bafio
atemperado a 37 °C. Otra dicuota era conservada a—80 °C para la posterior medicion
delaXantina Oxidoreductasa

05 ml. de sangre se depositaban en una dicuota con 05 ml. de &cido
perclérico d 12 %, BPDS 2 mM., NEM 40 mM. en un tubo Eppendorff. La mezca
* agitd en vortex durante 30 segundos.  Seguidamente e centrifugo a 15000 G
durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recogio y se congeld a 20 °C. Este
sobrenadante se utilizd parala determinacion de GSSG en sangre.

05 ml. de sangre se depositaban en una dicuota con 05 ml. de &cido
tricoroacético d 30 %, EDTA 2 mM., en un tupo Eppendorff. La mezcla se agitd en
vortex durante 30 segundos.  Seguidamente se centrifugd a 15000 G durante 5
minutos a 4 °C. El sobrenadante se recogid y se congeld a —20 °C. Este sobrenadante
e utiliz6 parala determinacion de la concentracion de GSH en sangre.

La extraccion de drganos e redizd inmedistamente después de la extraccion
de sangre. Se procedio a la diseccion y extraccion dd higado, que fue troceado en 5 a
15 bloques de 2 x 2 mm de tgido en caso de ir dedtinado d egtudio hisoldgico. El
reto dd higado se ultracongdé mediante la técnica de  “freeze-damping” en
nitrégeno liquido para la poderior conservacion a -80°C.  Edta muedra se utilizo
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para la redizacion de los correspondientes homogenados que permitirian medir la
actividad XO'y XDH, ademés de la concentracion de GSH y GSSG en d tgjido.

La extraccion de la eorta se redizd llevando a cabo una toracotomia que
prolongaba la laparotomia ya redizada previamente, apartando € corazon y puimon
izquierdo y disseccionando @ diafragma para permitir la visudizecion de la aorta d
completo.  Tras la liberacion de la aorta de sus ramificaciones se disecciond por su
extremo proximd a nivd dd cayado y en su extremo digd antes de su bifurcacion.
En caso de ir destinada a la medicion de actividades enziméticas se ultracongdd en
nitrégeno liquido mediante “freeze-clamping” para la pogterior conservecion a —80°C.
Pogteriormente esta muedra se utiliz6 paa la redizacion de los correspondientes
homogenados que permitirian medir la actividad XO y XDH en d tgido. En caso de
ir dedinada la aorta a la determinacion de la produccion del radicd superdxido por
guimioduminiscendia, la ateria 2 sumergio inmedigtamente en Krebs-Hensdeit, en
cud elaliberd de laadventiciay se cortd en cuatro partesiguaes.

La extracdon dd muisculo gedrocnemio e redizd mediante una inciséon
longitudind en la cara anterior de las extremidades podteriores de la rata, tras la cud
se disecciond d muasculo en cuestion, se extrgo y se troced en bloques de 2 X 2 mm
de tgido en caso de ir destinado d estudio higtoldgico. El resto dd muisculo se
ultracongdd mediate “freeze-damping” en nitrogeno liquido para la poderior
consarvecion a —80°C.  Pogteriormente esta muedtra se utilizd para la redizacion de
los correspondientes homogenados que permitirian medir la actividad XO y XDH,
ademés de la concentracion de GSH y GSSG en d tgido.

Por dltimo se procedio d sarificio ddl animdl.
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3.4.3. PROTOCOLO DE PERFUSION HEPATICA Y RECOGIDA DEL
LIQUIDO ELUIDO.

La pefuddn hepdica se hace mediante una solucion sdina aemperada a 37

°C. y a pH fisoldgico que pasa a través dd higado en sentido cava-porta, de forma

gue en d liquido duido s pueden medir sustancias liberadas por las céulas

hepéticas.

3431  Solucidn de perfuson.

Se utiliza la solucion sdina de Krebs y Hensdet (1932) cuya compodcion es
lagguiente

100 partes de cloruro sodico 0,9 % (piv)

4 partes de cloruro potasico 1,15 % (p/v)

3 partes de cloruro cdcico 0,11 % (p/v)

1 parte de fosfato monopotésico 2,11 % (piv)

1 parte de sulfato magnésico 2,11 % (piv)

21 partes de bicarbonato sodico 1,3 % (p/v)

Eda solucidn es gaseada previamente con una mezda de CO,:0; (5:95, ViV)
durante 30 minutos hagta dcanzar un pH de 74 y durante todo € proceso de
perfusién se mantiene la solucion gaseéndose.

3.4.3.2. Procedimiento.

Tras la adminidracion de pentotd intraperitoned para anedtesar la rda se
inyectaron en la vena femord 0,2 ml. de heparina sidica (10 mg/ml.) para evitar la
formacion de trombos que dificultarian una correcta perfuson de todas las &ess dd
higado. Después = practicd una lgparotomia media amplia, se rechazd hecia la
derecha todo € paguete intestind y se pasaron dos ligaduras, una drededor de la vena
porta, en U extremo proximd d higado, y la otra en la vena cava inferior, por encima
de las venas rendes. Ambeas ligaduras se dgan sSin anudar. A continuacion e redizo
una toracotomia con reseccion de toda la parrilla @sta anterior conservando  integro
d diafragma. Tras la toracotomia se pasa una ligadura Sn anudar drededor de la vena
cava (proxima d corazdn), canulandola a continuacion a través de una incision en la
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auricula derecha y cerrando la ligadura, para luego cearrar la ligadura de la cava
inferior 'y secconar la vena porta previamente locdizada con una ligadura,
permitiendo la sdida del duyente a través de dla El tiempo transcurrido desde que
% practica la toracotomia y la canulacion de la vena cava a través de la auricula
derecha debe ser 1o mas breve posble, ya que la toracotomia hace que los pulmones
no se ventilen y por tanto la sangre no redlice correctamente € intercambio gaseoso.

Una vez ligado todo y d cortar la vena porta se abre d paso de la olucidon a
través dd higado. Los primeros minutos (6-8)de perfusion sirven para lavar @ higado
de los redos de sangre y d duato sanguinolento se desecha En etos primeros
minutos de peafuson se disecciona d higado manteniendo las ligaduras y se extrae
cuidadosamente para sr colgado de forma que la solucion entre por la vena cava en
la parte superior y € duyente sdga por la vena porta en la parte inferior, d cud s
recoge para volver a ser introducido en d circuito de la bomba de pefusidn, que lo
vudve a inyectar d higado. Se toman muedtras dd duyente alos 5, 10, 15, 30y 45
minutos
Esimportante mantener d flujo congtante durante toda la perfusion.
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3.4.4. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE SANGRE A INTERVALOS
DE TIEMPO CONCRETOS.

Para vdorar 9 la adminisracion de heparina provocaba un aumento de la
concentracion de XO por liberacion de la proporcién de XO pegada a endotdio, se
anedesid larda 'y e le practicd una laparotomia media hasta acceder a la vena cava
en € retroperitoneo, ta como se ha descrito en apartados anteriores

Una vez dli & tom6 una muestra de 1 ml. de sengre y con la misma aguja
le inyectd un volumen de entre 300 y 500 il. de heparina (1.500.2.500 U.) a razén de
5 U. de hepainalgr. de peso. El tiempo de edta primera extraccion es consderado
como tiempo 0, extrayendo 1 ml. de sangre més cada 10 minutos hagta llegar a los 50
minutos

Se edablecié un grupo control d cud se le adminigré d correspondiente
volumen de suero sdino fisoldgico en lugar de laheparina

Es de vitd importancia que las agujas que se utilicen para las extracciones
sanguiness no e extraigan de la vena, ya que provocan una hemorragia incontrolable
en e animd, dado que eta heparinizado.

Por otra parte, es importante cubrir las visceras y cavidad abdominad ddl animd con
una gasa humedecida con suero fisologico en d tiempo de egpeaa entre las
extracciones, paraevitar ladeshidratacion dd animdl.
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3.4.5. PROTOCOLO DE OBTENCION DE LOS HOMOGENADOS DE
HIGADO.
3451 Paadeerminacion de GSH.

Dd tgido congdado se rompe un fragmento goroximado de 0,1 g., € cud s
pesa y se deposita en un mortero con poco hitrégeno.  Antes de que se evapore €
nitrégeno se machaca de forma que € tgido congdado se convierte en polvo. Este
polvo s depodta en un vaso de homogenizacion junto con acido perclérico (PCA) d
6 %, EDTA 1 mM. a razon de 1 ml. de &ido por cada 0,1 g. de tgido.
Inmedigtamente s homogeniza a 980 r. p. m. mateniendo € vao de
homogenizacion en hido. E homogenado resultante 2 centrifuga a 15000 G.
durante 10 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se recogen y se depositan en hido
hestad momento de su andliss.

3.45.2. Paadeerminacion de GSSG.

El proceso es smilar d gpartado anterior con la diferencia de que para hacer
e homogenado d &cido utilizado es PCA d 6 % con BPDS 1 mM. y NEM 20 mM.
L os sobrenadantes se recogen y se congdan a—20 °C hastad momento de su andiss

34.53. Paaddgerminacion de XO-XDH.

De tgido congdado se rompe un fragmento gproximado de 0,2 g., € cud s
pesa y s deposita en un mortero con poco nitrégeno.  Antes de que se evgpore d
nitrégeno se machaca de forma que € tgido congelado € convierte en polvo. Este
polvo se deposita en un vaso de homogenizacion junto con KR 50 mM, EDTA 0,1
mM, sscarosa 0,5 M. DTT 10 mM. apH 74. A ede tampon <e le aflade en € Ultimo
momento antes de redizar d homogenado 2 ml. de PMSF disudto en etanol (0,035 g.
de PMSF en 2 ml. de etanal). La rdacion debe ser de 3 ml. de tampdn por cada 0,2 g.
de tgido. Inmedigtamente se homogeniza a 980 r. p. m. manteniendo € vaso de
homogenizacion en hido. El homogenado resultante se centrifuga a 15.000 G.
durante 10 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se recogen y s depositan en hido
hasta d momento de su andiss y 9§ se congelan, debe hacerse a —80 °C., yaque a —
20°C. se haobservado que existe converson de XDH a XO.
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3.4.6. PROTOCOLO DE OBTENCION DE LOS HOMOGENADOS DE
MUSCULO GASTROCNEMIO.
34.6.1. Paradeerminacion de GSH.
El proceso esidéntico d utilizado parala obtencion de los homogenados de higado.
3.4.6.2. Paadeerminacion de GSSG.
El proceso esidéntico d utilizado parala obtencidn de los homogenados de higado.
3.4.6.3. Paadeerminacion de XO-XDH.
El proceso es idéntico d utilizado para la obtencion de los homogenados de
higado, con la salvedad de que en musculo gastrocnemio la reacion debe ser de 1 ml.

de tampon por cada 0,2 g. de tgido.

34.7. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA.

Los fragmentos de higado y misculo s fijaon con una solucion de
gluterddehido 0,1 M. a pH 7,2 tamponado d 2,5 % en tampdn fosfaio a4 °C. Tras
dos horas s= podfijaron en una solucion de tetracloruro de osmio tamporeda con
tampdn fodfato a 2 % durante otras dos horas. Después de induir los bloques de
tgido en epon, se redizaron cortes samifinos (0,5-1 im.) que se tifieron con azul de
toluidina, sdeccionando las areas més representetivas de cada caso. A continuacion
% redizaron cortes ultrafinos mediante un ultramicrotomo, los cudes se trataron
posteriormente con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muedras se estudiaron
y fotografiaron con € microscopio dectronico (Jeol Jem 1010).
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3.4.8. DETERMINACIONESANALITICAS.

3481  Deeminaion de la atividad xatina oxidesa y xantina
deshidrogenasa.
34811 Enplasma
Se dgue un méodo fluorimétrico desrito por Beckman y cols. (1989). Egte
méodo esta basado en la monitorizacion fluorimétrica de la formacidon de
isoxantopterina a partir de pterina Para la determinacion de la forma  oxidesa se
utiliza como aceptor de eectrones d oxigeno. Para la determinacion conjunta de la
oxidasay deshidrogenasase utilizad azul de metileno como aceptor de eectrones.
348111 Reactivos.
Tampon fosfato 50 mM., EDTA 0.1 mM., pH 7,4.
Pterina (2-amino-4-hidroxipteriding) 1 mM. Se pesan entre 3y 4 mg. de
pterina y se resugpenden inicidmente en 100 il. de NaOH 1 M. Una vez
disudta s le afiade d agua necesaria para dcanzar una concentracion de 1
mM. Estasolucion esedtable durante 1 6 2 dissaT? ambiente.
Isoxantopterina 1 mM. Se pesan entre 3 y 4 mg. de isoxantopterina y se
resugpenden inicidmente en 100 il. de NaOH 1 M. Una vez disudta s le
ahade d agua necesaria para dcanzar una concentracion de 1 mM. A partir
de esta solucidn de diluye hasta dcanzar una concentracion de 10 iM. La
concentracion exacta de isoxantopterina * determina
espectrofotométricamente a 336 nm., debiendo edar entre 8 y 13
IM. Estasolucion se hade preparar y vdorar diariamente.
Azul de mdileno 1 mM. en agua Esta 0lucidén s puede consarvar
congelada.
Alopurinol 1 mM en agua.  Edta solucion e redliza directamente a 1 mM.
Para conseguir una perfecta disolucidn s ha de prepaar en agitecion y
cdentéhdose. Una vez disudta s sepaan dicuotas que se pueden
conservar congeladas.
34.8.1.1.2. Procedimiento.

135



Material y métodos

La formacion de isoxantopterina 2 sgue fluoriméricamente a 345 nm. de
exdtacion'y 390 nm. de emision.

Todo € proceso serediza con d fluorimetro termostatizado a 37 °C.
Afiadimos en una cubeta de cuarzo 25 nh. de muedtra y tampdn fosfato 50 mM.,
EDTA 01 mM., pH 74, heda un volumen find de 2 ml. Se dgue la emison de
fluorescencia a 345 nm. de exdtadion y 390 nm. de emigon durante un minuto.
Luego s afladen 20 nl. de una solucidn de pteina 1 mM. y s Sgue la emison de
fluorescencia durante 2 minutos. Eda pendiente nos indica la actividad xantina
oXidasa.  Luego afiadimos 20 ni. de una solucion de azul de metileno 1 mM. y s
dgue la emison de  fluorescencia durante dos minutos.  Esta pendiente nos indica la
actividad totd xantina oxidoreductasa. Afiadimos 20 nh. mé&s de una solucion de
dopurinol 1 mM. y se dgue la emisgdn de fluorescencia durante un minuto.  No debe
vaia la fluorescenda, pues @ dopurinol inhibe tanto la xantina oxidasa como la
deshidrogenasa.  Después = rediza una medida puntua que se utilizara como blanco
para la cdibracion de la isoxantopterina Se afladen 20 ml. de una disolucion de
Isoxantopterina 10 mM. Se rediza otra medida puntua. Obtendremos d incremento
de fluorescencia debido a la isoxantopterina La isoxantopterina e utiliza como
patron interno en esta determinacion.

34.8.1.13. Cdculos

Para cdcular  |a actividad, la unidad de actividad se define como la cantidad

de enzima que catdiza la formacion de un mmol. de isoxantopterina por minuto.  En

e plasmala expresamaos en unidades por litro de plasma

Parala actividad xantina oxidasa:

[Isoxantopterina] x 0.02  Vfind
U=DHmIN)X ------mmmmmmmmmmmmmeme oo X ==--mmmmee-
2.08 x 1000 X Fisoxantopterina VMmuestra
Sendo:
DF/min. esla variacion de fluorescencia observada por minuto tras afiadir la pterina.

[Isoxantopterina] es la concentracion de isoxantopterina
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Fisoxantopterina €S € incremento inmediato de fluorescencia que se produce tras afiedir la
Isoxantoptrina.

Vfind esd volumen de la cubeta una vez aiadidaladisolucion de pterina (2,02 ml.).
Vmuestraes d volumen de muestra afiedido (0,025 ml.).

Paralaactividad tota xantina oxidoreductasa:
[Isoxantopterina] x 0.02  Vfind
U=(DFMiN) X  ----mmmmmmmmmmmmmeeeee X =mmmmmmmme
2.08 x 1000 X Fisoxantopterina Vmuestra
Sendo:
DF/min. es la variacion de fluorescencia observada por minuto tras afledir € azul de
metileno.
[Isoxantopterina) esla concentracion de isoxantopterina.
Fisoxantopterina €S € incremento inmediato de fluorescencia que se produce tras afledir la
isoxantoptrina.
Vfind esd volumen de la cubeta una vez afiadida la disolucion de pterina (2,04 ml.).
Vmuesraes d volumen de muestra afiedido (0,025 ml.)..

Parala actividad xantina deshidrogenasa:

La actividad xantina deshidrogenesa s cdcula redando la actividad xantina
oXidasaalaactividad totd xantina oxidoreductasa

34812 En homogenado de higado.

El proceso es d migmo gue en plaama, con la sdvedad de que € volumen de
muestra es de 20 ni., y d resultado se expresa en funcion de la concentracion de
proteinas.

34.8.13. En homogenado de muisculo gestrocnemio.

El proceso es  mismo que en plaama, con la sdvedad de que  volumen de
muestra es de 100 ni., y € resultado se expresa en funcion de la concentracion de
proteinas.

34.8.1.4. En homogenado de aorta.

El proceso esd mismo que en masculo gastrocnemio.

34.8.15. En liquido euido de la perfusion de higado.
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El proceso es d migmo que en plaama, con la sdvedad de que € volumen de
muestra es de 950 ni,, y € resultado se eqoresa en funcion de la concentracion de

proteinas.

3482 “Wedsern blot” de xatina Oxidoreductasa (XOR) en
homogenado de misculo gastrocnemio y aorta.
34821 Reectivos.
Ged de dectroforess.
“Running Ged” d 12% (562 ml): 224 ml. de Acilamida
Biscrilamida 29:1, SDS d 10 %, 0,74 ml. de TrissTEMED, 2,56
ml. de agua, APSd 10 %.
“Sacking Ge” d 45 % (50 ml): 0,75 ml. de Acrilamida
Bisacrilamida 29:1, SDS d 10 %, 0,73 ml. de Triss TEMED, 2,56
ml. de agua, 0,002 ml. de TEMED, APSd 10 %.
Tampon de eectroforesis ( Running Buffer™).
Tampon Tris25 mM., glicina0,2 M., SDS 1 % w./v.
Tampon de trandferencia (“ Transfer Buffer”).
Tampon Tris 25 mM., glicina 0,2 M., metanol d 20 % v./v. (pH
8,3-85)
Tampon delamuedtra (* SDS Sample Buffer”).
Tampon Tris HCI 6,25 mM. (pH 6,8 @ 25 °C.), SDS 2 % w./v.,
gliceral 10 %, DTT 50 mM. Azul de bromofenal d 0,1 % w.v.
Tampdn de bloqueo (“Blocking Buffer”).
TBS 1x, Tween20 (polyoxyethilene sorbitan monolaurate) d
0,1 %, leche en polvo desnatada d 5 % w./v. (Afiadir 1 g de
leche a 20 ml de TBST). Cuando s use debe edar a T2
ambiente.
10 x TBS (“Tris Buffered Saling” ). (Se utilizaa 1x).
Se prepara 1 |. De TBS 10x diluyendo 24,2 g. de Tris base, 80
g. deNaCl y ssgqugtaapH 7,6 con HCI.
Tampdn de lavado TBST (“Wash Buffer”).
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TBS 1x, Tween20 (polyoxyethilene sorbitan monolaurate) d
0,1 %,

Deteccion dd “Western Blot”.
Marcador de proteinas bictiniladas, Anticuerpo  secundario
(“ anti-rabbit”) conjugado a peroxidesa (HRP) de la casa
Roche®, Anticuerpo antibiotina conjugado d HRP, Reectivo
quimiouminsente  LumiGLO® |, perdxido. El  anticuerpo
primaio anti xantina oxidesa es un anticuerpo polidona
suministrado por la casa Chemicor?.

Tampon de dilucion de anticuerpo primario.
0,59.deBSA en 10 ml. de TBST.

Soludones de Revelado.

34822 Procedimiento.

> Preparacion dd gd.

El primer paso es la preparacion de un gd de 0.75 mm. de espesor. Para la
preparacion del “Running Gel” se disudven los reactivos en d orden en d que & ha
especificado en d agpartado anterior. Con b ayuda de una jeringa de 2 ml. Sn aguja
< relena d espacio de 0,75 mm. que queda entre los crigtales para la preparacion de
esde g dgando espacio en la parte superior para d “Sacking Gel”. Este espacio
superior s rellena con butanol con la ayuda de una pipeta de 1 ml. y se espera 24
horas paraque dlidifique € gd.

Posteriormente se prepara € “Sacking Gel”  disolviendo los reectivos en d orden
en d que s ha especificado en @ agpatado anterior.  Se decanta € butanol que s
habia colocado en la pate superior dd “Running Gel” en su lugar se pone d
“Sacking Gel”, dentro dd cud se introduce € “peine’ para moddar los 10 pocillos, y
e epera 3 horas paraque solidifique este gdl.

Por Ultimo, se lavan los pocillos con “Running Buffer” y ya esta preparado para
cagar las muedras.

0 Preparacion delas muestras.
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Las muestras son de homogenado de misculo gastrocnemio y de aorta cuyo
procesado s ha explicado previamente.  Tras haber medido la concentracion de
proteinas en d homogenado, se cdcula d volumen de muedtra que hay que poner
para que en € pozillo haya 30 ny. de proteinas. El doble de dicho volumen se diluye
1:1 con “SDS Sample Buffer”, lo cud se cdienta a 95-100 °C. durante 5 minutosy se
enfria répidamente en hido para desnaturdizar las proteinas. Se centrifuga durante 5
minutos para agrupar toda la muestra y de ésta se deposita en cada pocillo @ volumen
que contiene 30 ny. de proteinas (como lo habiamos disudto 1:1 “SDS Sample
Buffer”, ahorad volumen serdd doble del cdculado inicidmente antes de diluirl0).

Uno de los pocillos se reservara para € marcador de peso molecular, € cud s
trata como una muestra, diluyéndolo 1:1 con 15 mi. de “ SDS Sample Buffer ”.

0 FElectroforess verticd.

Una vez cargados las muedras s inicia la dectroforess con € gd sumergido en
“Running Buffer” a 90 mV. Hasta que € frente de la dctroforess se ha sdlido dd g,
ya que las bandas que dala X OR tienen un ato peso molecular.

o0 Tranderenca

Tras la dectroforess, se dimina d “Stacking Gel” y s sumage € gd en
“Transfer Buffer” para diminar los restos de “Running Buffer”, de salesy detergentes
generados durante la eectroforess, y para que @ gel adopte su tamaio definitivo. El
“Transfer Buffer” hade etar frio a4 °C.

Se corta una membrana de nitrocdulosa dd tamafio dd gd y se marca con un 18piz
paa idetificar la orientacion dd gd. Se moa la membrana introduciéndola
lentamente con un angulo de 45 ° en “Transfer Buffer” y se dga que se empape
durante 15-30 minutos. Es importante este paso porque S la membrana s moja
demasado répido puede drgpar burbujas de are que pueden inteferir en la
trandferencia Todo este proceso se debe redizar con guantes o pinzas para evitar la
contaminacion de lamembrana

Se deben preparar también 2 papees de filtro dd tamafio de la membrana, los
cudes también se deben mojar.
Antes de colocar lamembranaen € “cassette’ se deben mojar las laminas defibra
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Con d “cassette’ adieto con su pate negra horizontd, se coloca una de las
laminas de fibra mojada sobre dicha parte, luego se coloca encima uno de los papeles
de filtro, mojandolo por encima con “Transfer Buffer” y pasandole cuidadosamente
un rodillo para diminar las podbles burbujas de are. Se moja con més “Transfer
Buffer” y s coloca enzima € gd. Enzima de éte s ubica la membrana de
nitrocdulosa, mojandolo més y pasando d rodillo. Se coloca encima @ otro papd de
filtro, se mojay se pasa d rodillo, y por Ultimo se coloca la otra [amina de fibra que
también se mojay se diminan las burbujas.

Una vez redizado este proceso se cierra d ‘cassette’ y se coloca en la camailla
de la dectroforesis, con la parte negra de aguéd en d mismo lado que la parte negra
de la camaillay e rdlena la camailla con “Transfer Buffer” frio. Todo d recipiente
de dectroforess s sumerge en hido y se inida d paso de corriente a 100 mV.
durante 1 hora.

0 Bloqueo de la membrana e incubacion con los anticuerpos.

Una vez redizada la tranderencia, 2 extrae la membrana de nitrocdulosa y se
lavacon 25 ml. de TBS durante 5 minutosa T2 ambiente.

Pogteriormente se incuba con 25 ml de “Blocking Buffer” durante 1-3 horas a
temperatura ambiente 0 a4 °C. durante 12 horas.

El dguiente paso es incubar la membrana con d anticuerpo primario (se diluyen
2,5 . de anticuerpo en 5 ml. de tampdn de dilucion dd anticuerpo primario) durante
12 horas con agitacion suave a4 °C.

Selavatres veces durante 5 minutos cadaunacon 15ml. de TBST.

Se incuba la membrana con d anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (2,5
m. de anticuerpo en 5 ml. de “Blocking Buffer”) y con @ anticuerpo antibiotina
conjugedo d HRP (5 nh. de anticuerpo en los 5 ml. de “Blocking Buffer”) durante 1
hora con agitacion suave atemperatura ambiente.

Se lavatres veces durante 5 minutos cadaunacon 15ml. de TBST.

0 Deteccion de proteinas.

La membrana < incuba con 5 ml de Reactivo quimioluminiscente LumiGLO® y
peardxido disudto en agua (025 ml. de Reactivo quimioluminiscente LumiGLO® y
0,25 ml. de perdxido en 4,5 ml. de agua) durante 1 minuto a T® ambiente.
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Se seca la membrana dd exceso de solucion, se envudve en plédtico tipo “film” y
se expone a pape fotogréfico durante @ tiempo necesario para que e revele éste.

34.8.23. Clculos.
Bl film revdado se “escaned” para poder andizar la densidad de las bandas con €

programa TotalLab® v1.11.

3.4.8.3. Determinacion de laactividad cregtina kinasa (CK).

La cedina kinesa (E. C. 27.32) es una enzima intracdular, ampliamente
digribuida en los tgidos dd organigmo. Su fundon fisoldgica esd asociada con la
generacion de adenosinarifodfato (ATP). La CK cadiza la fodforilacion reversble
de la credting, reaccion en la cud € ATP actta como dador dd grupo fosfato. La

reaccion eslagguiente
pH=9
crestinafosfato + ADP Szgg- credting + ATP

Td como se puede obsarvar, la reaccion es dependiente ddl pH, y 9 éde es
neutro, se favorece laformacion de ATP.

Se sgue un méodo espectrofotométrico, descrito por Szasz y cols. (Szasz y
cols, 1976) que detecta la interconverson NADPH-NADP', sendo un método
edandar optimizado de la ‘Deutsche Gesellschaft fur Klinische Chemie’, basado en

lasSguientesreacciones.

. — = .
cregtinafosfao + ADP <« <" credtina + ATP
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glucosa + ATP "% e glucosa-6-fosfao + ADP

%

glucosa6-P + NADP" . ducosxb-Pdeshidiogens g1 conato-6-P + NADPH + H'

La muedra se obtiene a patir de la sangre mediante centrifugacion a 2000
rp.m. durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido es la muedtra que utilizaremos
parala determinacion.

La medicion se redliza con d espectro  atemperado a 37 °C., a una longitud de
onda de 340 nandmetros.  En una microcubeta se ponen 1150 ni. de resctivo
comercid Boehrringer Mannhein®® que a su vez ha estado aemperado durante 1
minuto, d cud e le afiaden 23 nh. de muestra  Se dga uncubando durante 1 minuto y
* daemina  aumento de la asorbancia a 340 nm. durante los 3 minutos
Sguientes.

Los cdculos s redizan a patir de la variacion de absorbancia por minuto en
cada lectura y = cdeula d vdor de la actividad en U/l a patir de la dguiente
ecuacion:

U/l = (variacion de la absorbancia/ minuto) x 8095

El factor 8095 tiene en cuenta @ coeficiente de extincion molar dd NADH, €
volumen find delacubeta, asi como € volumen de muestra empleedo.
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Se debe tener en cuenta que la actividad de esa enzima disminuye un 2% tras
Setedias a4°C 624 horasa25°C.

3.4.84. Determinacion delaactividad l&ctico deshidrogenasa (LDH).
La l&ctico deshidrogenasa (E. C. 1.1.1.27) es una enzima presente en todas las cdulas
del organismo, que catdizala conversion de piruvato en lactato.
Se dgue un méodo espectrofotométrico descrito por Keiding y cols. (Keding
y cols, 1974), que detecta la interconverson NADH-NAD®, sendo un método
edandar optimizado de la “Deutsche Gedischaft fur Klinische Chemig’,  basado

en las Sguientes reacciones.

Piruvato + NADH + H' lactato deshidrogenasa L-lactato + NAD*

La muedra se obtiene a patir de la sangre mediante centrifugacion a 2000
rp.m. durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido es la muestra que utilizaremos
parala determinacion.

La medicidn se rediza con @ espectro  atemperado a 37 °C, a una longitud de
onda de 340 nanometros.  En una microcubeta se ponen 1440 niitros de reectivo
comercid Boehrtinger Mannhein®® que a su vez ha estado atemperado durante 1
minuto, d cud e le aiaden 24 niitros de muedtra Se dga uncubando durante 30
Ssegundos y = determina d aumento de la a@sorbancia a 340 nm. durante los 3
minutos Sguientes.

Los clculos s redizan a patir de la variacion de dosorbancia por minuto en
cada lectura y s cdcula d vdor de la ativided en U/l a patir de la sguiente
ecuacion:

U/l = (variacion de la absorbancia/ minuto) x 9683

El factor 9683 tiene en cuenta d codficiente de extincion molar dd NADH, €
volumen find delacubeta, asi como € volumen de muestra empleedo.
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Se debe tener en cuenta que la actividad de eda enzima disminuye tras tres
dias y quelahemdlissinterfiereen d tet.

34.85. Deeaminacion de la oconcentracion de glutaion reducido
(GSH).
34.85.1. Ensangre.

Para la determinacion de la concentracion de GSH se ha seguido d méodo de
Brigdius (Brigdius y cols, 1983), basado en la determinacion espectrofotomeétrica de
la conjugecion dd GSH con d cdoro 24-dinitrobenzeno. Eda reaccion eta
cadizada por la glutationS-tranderasa El aducto formado, d 24-dinitrofenil-S-
glutation, presenta un maximo de absorcion a 340 nm.

3.4.85.1.1. Reectivos.
Tampdn fosfato sidico, 0,1 M a pH 7,0 que contiene &cido etilentdiamino
tetraacético (EDTA), 1 mM.
Cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB) 10 nM, disuelto en etanal d 100 %.
Glutation S-trandferasa. Se prepara una solucion de 500 U/ml en tampon
fodao sodico 01 M EDTA, 1 mM, pH 74. Eda solucidon s didiza
durante 6 horas en tampon fosfato cambiando d tampon de didisis cada
dos horas. Una vez preparada la solucion se consarva a —20 °C hasta su
utilizacion.

34.85.1.2. Procedimiento.

En una microcubeta se afladen los Siguientes reactivos:

82511. de fosfato potésico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,0.

2511. dd sobrenadante écido de lamuestra

101 1. delasolucion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno.

Se rediza un autocero (ha de tenerse en cuenta que la absorbancia de la linea de base
debe ser etable) y se digpara la reaccion afladiendo 10 il. de glutation-S-transferasa.
Seregidralavariacion de la absorbanciaa 340 nm hastad find delareaccion.

3.4.85.1.3. Cdculos.
Parahdlar |a concentracion de GSH
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iM/m:(DOD)X ---------------- ) T —— X 2

Sendo:

DOD eslavariacion de absorbancia observadatras afiedir latransferasa.

Vfind es d volumen de la cubeta una vez aiadida la disolucion de pterina (0,870
ml.).

Vmuedra es d volumen de muestra afiedido (0,025 ml.).

1/96 es d codficiente del CDNB.

2 s la inversa de la dilucdon que hacemos d mezdar la sangre inmedigtamente tras

su extraccion con € &cido.

3.4.85.2. En homogenado de higado.
El proceso es amilar a la medicion en sngre, con la sdvedad de que en los
cd culos hemos de tener en cuentallas condiciones de readlizacion del homogenado.
Parahdlar la concentracion de GSH:

Vfind 1
(DOD) X ------=-==------ X ---mm-- x 5x 0,25
Vmuesra 9,6
TMIMQ. Prot.=  -mmmmmm oo e
[Proteinas]
Sendo:

DOD eslavariacion de absorbancia observada tras afiedir latransferasa

Vfind es d volumen de la cubeta una vez afiedida la disolucion de pterina (0,870
ml.).

Vmuesraesd volumen de muestra afiadido (0,025 ml.).

1/96 es d codficiente del CDNB.

0,25 sonlos 2501 . de &cido que afiadimos a las mitocondrias.
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[Proteinas] es la concentracion de proteinas (mg.prot/ml) en la dilucion de las
mitocondrias en &cido.
34.853. En homogenado de musculo gastrocnemio.
El proceso es smilar alamedicion en homogenado de higado.

34.86. Deeaminacidn de la concetracion de glutaion oxidado
(GSSG).
34.8.6.1. Ensangre.

Para la determinacion de la concentracion de GSSG se ha seguido @ método
descrito por Asens (Asend y cols, 1994). Este méodo esta basado en la separacion
por cromatografia liquida de dta eficacia en fase reversa de los dinitrofenil derivedos
y Su podterior deteccion a 365 nm. Para evitar la autooxidacion dd GSH, se bloguean
los grupos tioles con N-etilmademida(NEM).

3.4.86.1.1. Reectivos.
a glutamilglutamato 1 mM en PCA, 03 %. Es d patron interno y debe
edar cdibrado previamente respecto a concentraciones conocidas de
GSSG.
KOH 3M, &cido 3-N-moarfalino propensulfonico (MOPS), 0,3 M.
1-fluoro-2,4-dinitrobenceno 1 % en etano absoluto.
Eluyente A: es una solucion de metanal d 80 %.
Eluyente B: es una solucion de acetato sodico 05 M en metanol d 64%.
Se parte de una solucion madre acético/acetato que se prepara disolviendo
272 gr. De acetato sodico trihidratado en 122 ml de agua 'y 372 ml de
acido acético glacid. El duyente B esta formado por un 80% de duyente
A 'y un 20 % de la solucion madre acético/acetato.

3.4.86.1.2. Procedimiento.

Para derivatizar la muestras, a 0,2 ml. de sobrenadante &cido de la muestra se
anaden 20il. de la solucion de a-gutamilglutamaio 1 mM en PCA, 03 %.
Pogteriormente se afiaden 0,5 il. de indicador universd y e lleva a pH 6,59 con
KOH 3M, MOPS 0,3 M. A continuacion se centrifuga a 15000 g durante 5 min a 4
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°C. Se toman 25il. de sobrenadante y se pasan a un tubo pequefio de vidrio
(pico-tag) que contiene 50 il. de la solucion de fluorodinitrobenceno d 1 % en etano.
Se incuba durante 45 min. a temperatura ambiente y en oscurided. Una vez findizada
la incubacion, e deseca a vacio hagta 70 miliTorr.  Llegado a este punto, las
muestras son edtables a —20 °C durante varias semanas.  Antes de inyectarlo en € H.
P.L. C,, d precipitado se resugpende en 50 1 1. de duyente A.

En la fase movil de la cromatogrefia, d flujo es condante a 1 ml/min.  La
duddn dd GSSG < rediza en gradiente la fase movil se mantiene durante 5 min. A
un 80 % dd duyente A 'y 9 % dd B duraite 15 min. En edas condiciones
mantiene de 5 a 10 min, hada que s duya d Utimo compuesto, d GSSG.
Pogteriormente se recupera la columna alas condiciones inicides durante 15 min.

En la fae edadonaia s utiliza una columna Spherisorb aminada.  Las
dimensones de la columna son de 20 x 0,46 cm.  El tamafio de particula de relleno es
de5im.

La deteccon de los dinitrofenil derivados se rediza con un  detector
ultravioleta visble a 365 nm.

3.4.86.2. En homogenado de higado.
El proceso essmilar d descrito para sangre.
3.4.8.6.3. En homogenado de misculo gastrocnemio.

El proceso es smilar d descrito para sangre y homogenado de higado, con la
diferencia de que d precipitado se resugpende en 150 il. de duyente A, de forma que
de estos, d gparato inyecta 801 .

3.4.8.7. Determinacion de la produccion de radicd suyperdxido en aorta
derata.
Se ha utilizado € méodo desarrollado por White y cols. (1996). Este méodo
S basa en la cuantificacion de fotones emitidos por la lucigenina d interaccionar con
e radicd superdxido. Para la cuantificacion de fotones hemos utilizado un contador
4, operando en laforma Contgje Smple de Fotones.

34.87.1.1. Reactivos.
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PBS. Esun tampdn fosfato sodico 5 mM. pH 7,4, NaCl 9 g/litro.
Lucigenina. Se preparaunasolucion 1,25 mM. en PBS.
Xantina  Se prepara una olucion 0,25 mM. en PBS. Para dlo se pesan
76 mg. Y s disudven en 1 ml. de NaOH 0,1 N. Una vez disudta, s
ahaden 199 ml. de PBSy se agita bien.
Alopurinol.  Se prepara una solucion 025 mM. en PBS. Paa dlo, s
pesan 6,8 mg. Y se disudven en 1 ml. de NaOH 0,1 N. Una vez disdta,
se afaden 199 ml. de PBSy se agitabien.
Medio Krebs Hensdeit con la sguiente composicion:

- NaCl 118mM.

- KCl 4,6 mM.

- NaHCO3 27,2 mM.

- KH;PO4 1,2 mM.

- MgSOs 1,2 mM.

- CaCk 1,75 mM.

- N&EDTA 0,03 mM.

- Glucosal,11 mM.
Eda solucon es gaseada previamente con una mezcla de CO:0, (5:95,
v/V) durante 30 minutos hasta dcanzar un pH de 7,4.
Xatina oxidesa 02 U/ml. Se prepara a patir de una suspension
comercid de 20 U/ml. con dilucionesen PBS.
Heparina 5 U/ml. Se prepara a patir de una presentacion comercid de
5000 U/ml. de ROVI, diluidaen PBS a una concentracion de 1000 U/ml.

3.4.8.7.1.2. Procedimiento.

Todos los ssgmentos de la aorta de un mismo anima se colocaron en vides de
centdleo que contenian 2 ml. de PBS, xatina 50  iM. y ludgenina 0,25 mM., e
inmediatamente s2 determind la emisdn de fotones durante 10 minutos en @ contador

En cada expaimento redizanos un blanco, es dedr, la emigdn de

luminiscenda en ausencia de ateria También redizamos un control  pogtivo, es
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dedir, la emigdn de luminiscencia en vides gque contienen una actividad conocida de
xantinaoxidasa (4 mu/ml.).

Determinamos  también la luminiscenda en pressnda de dopurinol a una
concentracion find de 1001 M.

Admismo deeminamos también la luminiscenda de anillos  adrticos
incubados previamente en una concentracion de heparina que tedricamente provocaba
laliberacion de xantina oxidasa pegeda en € endaotdlio.

34.88. Deeminacion de la concentracion de proteines en plasma,
homogenado de higado, de misculo gastrocnemio y de aorta.

Se ha utilizado un “kit” de la casa Sgma basado en la modificacion de
Peterson dd méodo de Lowry, que utiliza dodecilsulfato sadico, € cud esta incduido
en d rectivo de Lowry para fadlitar la disolucon de  lipoproteines relativamente
insolubles.  El tatrato clprico dcdino dd reectivo de Lowry se une a los enlaces
peptidicos de las proteinas, dando lugar a un color azul purplreo cuando € reectivo
que lleva d fenol es pogteriormente afiadido. La absorbancia es leida a una longitud
de onda de 660 nm., Sendo € vaor de la absorbancia indicativo de la concentracion
de proteinas de la muestra.  La concentracion de proteinas se determina a partir de
una curva de cdibracion redizada con adbimina de suero bovino (BSA) (Lowry y
cols,, 1951).

El procedimiento es d dguiente e diluyen 20 il. de muestra en 930 il. de
agua (previamente la muestra 2 debe agitar bien durante 2 minutos para que sea
homogénea). Se hace un blanco de 1 ml. Unicamente con agua. A continuecion se
afiade 1 ml. de reactivo de Lowry tanto d blanco como a las muedtras, y se agita bien.
Seguidamente se incuba a T2 ambiente durante 20 minutos en oscuridad.  Después s
ahiaden 0,5 ml. de reectivo fendlico de Folin, tanto d Hanco como a las muestras y s
incuba durante 39 minutos en oscuridad.  Pasado este tiempo se mide la absorbancia a
660 nm. La concentracion de proteinas en la muestra se determina a partir de la curva
de cdibracion de la absorbancia en funcion de diferentes concentraciones de BSA.
Para condruir la curva de cdibracion, se Sgue € mismo procedimiento para las
diferentes concentraciones de BSA que para las muestras. En caso de medir proteinas
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en muedras de mitocondrias se debe diluir previamente la muestra 1/7 en agua, y de
eda dilucion tomar los 20 i1l. En caso de medir proteinas de plasma la muestra se
debe diluir previamente 1/10. En caso de medir proteinas de homogenado de
musculo, lamuestra se debe diluir previamente 1/2.
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35. ANALISISESTADISTICO DE LOSRESULTADOS.

Todos los resultados presentados en edta tes's se expresan como vaores de la
mediay ladesviacion tipica, indicando € nimero de observaciones.

El tratamiento edadidico de los resultados obtenidos, d traarse de més de
dos grupos y con un n° de observaciones menor de 30, ha Sdo redizado utilizando
pruebas no paraméricas para muedras independientes.  Se redizO mediante dos
pasos. En primer lugar se estudiaba s habia algin grupo experimetd que presentaba
diferencias edadigicamente sgnificaivas con la prueba H de Kruska-Wadlis y en
caso de demodrarse diferencia por pate de dguno de los grupos, se utilizaba la
prueba U de Mann-Whitney. Se compararon los grupos consderando dos niveles de
significacion: uno cuando p < 0,05y atro cuando p < 0,01.

Parad tratamiento estadistico de los datos se utilizo d software SPSS 10.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Losanimaesvigos s agotan antes que los animaes jovenes.

Se utilizd d mismo protocolo de agotamiento paa los dos grupos
experimentaes sometidos a gercicio fisico, presentando € grupo joven un tiempo de
agotamiento superior d grupo vigo en més de un 100 % (p<0,01), por tanto, los
animaes vigos se agotan antes que los animaes jovenes (ver tabla 7).

Tabla 7. Efecto de laedad sobre  tiempo de agotamiento.

Losvalores se expresan como media + desviacion estandar .El simbolo “ ##”

representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) con
respecto al grupo agotado joven.

4.2. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad creatina kinasa (CK) en
plasma de animdes jovenesy vigos.

A pesx de que d tiempo de agotamiento es inferior en los animdes vigos la
actividad credtina kinasa en plasma, un indicador de dafio muscular, nos demuesiran
gue € gercicio fisico agotador provoca d aumento de esta actividad en ambos grupos
de edad en relacion con sus respectivos controles de la misma edad no agotados
(p<0,02).
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Tabla 8. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre laactividad CK en plasma
de animaes jOvenesy vigos.

Control Joven

Control Vigo

0s valores se expresan como media = desviacion estandar. El' simbolo
“**” yna diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), conrespecto al
grupo control joven. El simbolo “#’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) y € simbolo “##’ una diferencia
(p<0,01) ambos con respecto al grupo agotado joven. El simbolo “ 11"

representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) con
respecto al grupo control viejo.

A pesar de que, td como se puede observar en la tabla 8, exide diferencia
edadigicamente sgnificativa entre d grupo Agotado Joven y d grupo Agotado Vigo
(p<0,01) y & amento en los animdes vigos (104 %) es mayor que en los jovenes
(59 %), la comparacion de estos dos aumentos no llega a s estadisticamente
sgnificativa

Figura 15. Porcentgje de variacion de la actividad CK en plasmade animdes
jovenesy vigos agotados.

250 1
200 1
150 1

100 1

CK (% con respecto al control)

50

n=5

Jovenes

156



Resultados

Los valores se expresan como media + desviacion estandar .

4.3. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad lé&ctico deshidrogenasa
(LDH) en plasmade animdesjovenesy vigos

Otro indicador de dafio muscular que se utilizo fue laactividad LDH lacud

Tabla 9. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre laactividad LDH en plasmade

animdes jovenesy vigos.

Control Joven

Contra Vigo

Los valores se expresan como media + desviaciéon estandar. El simbolo
“**” yna diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), conrespecto al
grupo control joven. ElI simbolo “##’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo agotado joven.
El simbolo “ t1” representa una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,01) con respecto al grupo control vigo.

sigue un comportamiento Smilar d de la actividad CK. La LDH muestra ademés una
tendencia a devarse con la edad que no llega a ser edadidicamente sgnificativa En
conjunto vemos que € gercicio fisco agotador provoca un aumento de los
indicadores de dafio muscular, dcanzando éstos nivdes mayores en los animdes
vigos gque en los jovenes, a pesr de que la masa magra de los animaes vigos sude
ser menor que ladelos animaesjovenes
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Tabla 10. Vaiacion delaactividad LDH en plasmade animdes jévenesy vigos
agotados.

Los valores se expresan como media + desviacion estandar.

4.4. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre las fibras de muisculo gastrocnemio
de animdesjovenesy vigos.

Ademés de los indicadores bioguimicos, s edudiaon las muedras
higoldgicas de higado y muisculo, tanto del grupo Agotado Joven como del grupo
Agotado Vigo.

Las muedras musculares muestran cambios edtructuraes tipicos de  haber
sometido € muisculo a gercicio fisco tato en € grupo agotado joven como en d
grupo agotado vigo, aunque con la membranas integras y con las organdas dentro de
los limites normdes. El mUsculo de animdes jévenes agotados presenta &ess de
degeneracion mitocondrid preferentemente bgo € sarcolema  Los musculos vigos
muestran cambios tipicos dd envgecimiento, con mayor n° de campos conteniendo
cdulas de pequefio tamafio, ardficas con disminucion de las midfibrillas 'y
dteraciones nucleares.
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Figura 16. Imagen obtenida con microscopio dectronico de misculo gastrocnemio
derata joven agotada. Detdle de las mitocondrias subsarcolémicas.

Figura 17. Hectromicrografia de mascul o gastrocnemio derata joven agotada.
Detdle de vasos sanguineos entre lasfibras.
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Figura 18. Imagen ultraestructurd de misculo gastrocnemio derata vigja agotada
Detdle de unafibra degenerativa entre dos fibras normales.
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45. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre las cdulas hepdticas de animdes
jovenesy vigos.

Las muedras hepéticas denotan los cambios tipicos provocados en los hepatocitos
por la edad, no observandose cambios estructurdes atribuibles d efecto dd gercicio
fidco; dn embargo § que poshlemente d gercicio provogue una disminucion dd
glucdgeno citoplasmético en los hepatocitos jovenes, en los cudes s observa un dta
densdad mitocondriad y de reticulo endopléasmico, sSn précticamente espacio
ctoplasméico. En d higado de rata viga se observa la heterogeneidad citolégica, que
es habitud, con nicdeos smples o dobles de cromaina laxa, y una menor proporcion
de mitocondrias que en los hepatocitos jovenes agotados. En cambio, € nimero de

lisosomas es mayor.
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Figura 19. Imagen obtenida con microscopio eectronico de higado de rata joven
agotada.

Figura 20. Imagen ultraestructurad de higado derata viga agotada
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4.6. Efecto dd gercco fidco agotador sobre los nivdes de glutaion reducido
(GH) y dlutation oxidado (GSSG) y cociente GSSG/GSH en sangre de
animaesjovenesy vigos.

Tato € dercico fisco agotador, como € proceso de envgecimiento se
andian a un aumento de edtrés oxidativo. En ambos casos y td como s ha
edablecido en la introduccidon, ese desplazamiento ded estado “redox”  generd
asociado a estos procesos podria estar implicado en las dteraciones musculares que
provocan, tad como se evidencia por los indicadores de dafio muscular y por las
imégenes de microscopia eectronica Para edtudiar € efecto dd gercicio fisico
sobre € edtrés oxidativo en animdes jovenes y vigos s daemind d estaus dd
glutation en sangre, higado, y muisculo.  Los resultados obtenidos en sangre fueron
los que se muestran a continuacion.

La concentracion de GSH no muedra diferencia con d envgecimiento de
forma basd. Por su pate, d gercicio fisco agotador tiene € efecto de consumir
edas resarvas de GSH tanto en @ grupo Agotado Joven como en € grupo Agotado
Vigo, y ligeramente més en egte Uitimo, tal como se puede obsarvar en latabla 10 y
en la figura 21, sn embargo ninguna de edas diferencias llega a ser dgnificaiva a
nivel p < 0,05.

Tabla 11: Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la concentracion de GSH en
sangre de animdes jévenesy vigos.

Control Joven 0473 + 0,194

Contra Vigo 0539 + 0,206

os valores se expresan como media + desviacion estandar.

Latabla 12 y la figura 21 nos muestran € comportamiento de la concentracion
de glutation oxidado, d cud aumenta sgnificativamente (p < 0,01) con la edad en
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condiciones basdes. Ademés, € gercicio fisco agotador en los animdes jovenes
también provoca un aumento de GSSG dd 120 % (p < 0,05), Sendo € decto del
gercicio igud de pronunciado en los animaes vigos, en los que la concentracion es
un 125 % la concentracion basd (p < 0,01). El aumento provocado por € gercicio
fidgco en los animdes vigos no es etadidicamente diferente d provocado en los

animaesjovenes

Tabla 12: Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la concentracion de
GSSG en sangre de animaes jovenesy vigos.

Contrd Vigo 9346 48,46 **

Losvalores se expresan como media

xn repr&eenta una diferencia estadisticamente s gnlflcatlva (p<0,05)y
el simbolo“ **” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01),
ambos con respecto al grupo control joven. El simbolo“ ##” representa
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) con respecto al
grupo agotado joven. El simbolo “ 11" representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo control
vigo.
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Figura 21. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la concentracion de GSH y
GSSG en sangre de animdes jovenesy vigos.
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Losvalores se expresan como media + desviacion esténdar. El simbolo“ *”

representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y €

simbolo“ **” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), ambos
con respecto al grupo control joven. El simbolo “##" representa una
diferencia estadigticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo
agotadojoven. El simbolo* 11" representa una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,01) con respecto al grupo agotado joven.

Figura 22. Variacion de la concentracion de GSSG en sangre de animaesjovenesy

vigl0s como consecuencia dd gercicio fisico agotador.

700 7
600 1
500 1
400 1
300 1
200 1
100 1

0 4;

n=5 n==6

GSSG (% respecto al control)

Jévenes Viejas

Los valores se expresan como media + desviacion estandar.
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El comportamiento del cociente GSSG/GSH presenta un patron similar d dd
GSSG, d hien la vaiacion de la concentracion dd GSH con € gercicio y con d
envgecimiento ayuda a aumentar las diferencias exigentes entre los digintos grupos.
Con dlo = pone de manifieto que con d ewgecmiento, d factor que hece
aumentar @ cociente es @ aumento de GSSG, mientras que d GSH en condiciones
basdes no contribuye d aumento del cociente, dado que con la edad también aumenta
un 14 %. Dado que d aumento dd GSSG (87 %) es mayor que d dd GSH (14 %),
primero esd que marcalatendenciade cociente.

Con d gercicio fisco, ambos factores contribuyen d aumento dd cociente, es
decir, tanto en los animdes jovenes como en los vigos d gercicio fisco agotador
provoca una disminucion de la concentracion de GSH (6 % en d grupo Agotado
Joven'y 38 % en € grupo Agotado Vigo) y un aumento de la concentracion de GSSG
(120 % en & grupo Agotado Joven y 1257 % en d grupo Agotado Vigo), d cud
sgue sendo d factor més influyente.  Ello hace que d aumento dd codiente que
produce por € gercicio fisco d sea diferente entre los animaes jovenes y vigos, es
decir, d dercicio fidco agotador provoca un mayor aumento del cociente en los
animdes vigos (228 %) que en los animdes jovenes (124 %) , diferencia que es
edadidicamente sgnificaiva (p < 0,01).
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Figura 23. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre € cociente GSSG/GSH en

sangre de animdes jévenesy vigos.
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Losvalores se expresan como media £ desviacion estandar. El simbolo
“*” representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y
el simbolo“ **” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01),
ambos con respecto al grupo control joven. El simbolo® 1" representa
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y el simbolo® 11"

un diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), ambos con
respecto al grupo control vigo. El simbolo “##  representa una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) conrespecto al grupo
agotado joven.

4.7. Efecto dd gercicio figco agotador sobre los nivdes de glutation reducido
(GSH), dlutation oxidado (GSSG) vy cociente GSSG/GSH en higado de

animaesjovenesy vigos.

La tabla 13 nos muedra d comportamiento de la concentracion de glutation
reducido (GSH), d cud no muedra vaiadon ni con d envgecimiento ni con €

gercicio figco agotador.
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Tabla 13: Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la concentracion de GSH en
higado de animdesjévenesy vigos

Control Joven “ 574

Control Vigo

0S Valor es se expresan como media + desviacion estandar .

En la tabla 14 y la figura 24 podemos observar @ comportamiento de la
concentracion de glutetion oxidado, € cual 9 s ve aectado dgnificativamente con la
edad (p < 0,05) en condiciones basdes (grupo Control Joven vs Control Vigo). Sin
embargo, € gercicio fisco agotador sOlo afecta ete pardmetro en los animaes
jovenes provocando un aumento de GSSG estadigticamente significativo (p < 0,05),
no aumentando dgnificaivamente en los animdes vidos en los cudes ya eda

aumentado basa mente con respecto alos jovenes.

Tabla 14: Efecto de gercicio fisco agotador sobre la concentracion de GSSG en

higado de animdes jovenesy vigos

R

Control Vigo

0s val ores se expresan como polo
“*" representauna dlferenC|aeﬁtadlstloarrmtesgnlflcatlva(p<0 05) con
respecto al grupo control joven.

El comportamiento del cociente GSSG/GSH presenta un  comportamiento
gmila d dd GSSG. Con d envgecimiento,  factor que hace aumentar é cociente

esd aumento de GSSG, mientras que & GSH en condiciones basales no contribuye
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Figura 24. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre |a concentracion de GSH y
GSSG en higado de animdes jovenesy vigos.
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Los valores se expresan como media + desviacion estdndar. El simbolo“ *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven.

Figura 25. Variacion de la concentracion de GSSG en higado de animdes jovenesy
vigos agotados.
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n=4

Jovenes

Losvalores se expresan como media + desviacion estéandar. El simbolo“ *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo joven.
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d aumento dd cociente. Con d gerddo fidco, tanbién es d GSSG d que
contribuye d aumento dd cociente. Bl gercicio fisco en los animdes vigos no
provoca un aumento del cociente, aunque tanto € grupo Control Vigjo como d grupo
Agotado Vigo presentan vaores superiores (p < 0,05) d grupo Control Joven
(aumento dd 43 %).

Tabla 15: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre d cociente GSSG/GSH
en higado de animaesjovenesy vigos.

Contral Vigo

os valores se expresan como desviacion es simbolo
Lk reprwentaunadlferenC|a&stadlstlcarrmtesgnlflcatlva(p<0 05) con
respecto al grupo control joven.
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4.8. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre los nivdes de glutaion reducido
(GSH), dlutation oxidado (GSSG) y cociente GSSG/GSH en miusculo
gagtrocnemio de animaes jovenesy vigos.

La concentracion de GSH muedtra una tendencia a aumentar con la edad, lo
cud dgnifica que los animdes vigos tienden a presentar una mayor proteccion
antioxidante en forma de GSH. El gercido fisco agotador no parece tener influencia
en la concentracion de esta molécula antioxidante, tal como se puede obsarvar en la
tabla16. No se obsarvan diferencias estadisticamente sgnificativas entre grupos.

Tabla 16: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la concentracion de GSH en

mUsculo gastrocnemio de animaesjovenesy vigos.

Control Joven

crvavao | 6

0s valores se expresan como media + desviacion estandar .

Latabla 17 y la figura 26 nos muestran @ comportamiento de la concentracion
de glutation oxidedo, € cud aumenta Sgnificativamente (p < 0,05) un 195 % con la
edad en condiciones basdes. Ademas, € gercicio fisco agotador provoca un
aumento de GSSG (p < 0,05) dd 175 % en los animdes jovenes y de 37 % en los
animdes vigos. El incremento en los animdes jévenes tiende a ser mayor, aunque
edatendenciano llegaa ser sgnificativa
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Tabla 17: Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la concentracion de GSSG en
musculo gastrocnemio de animaes jovenesy vigos.

Contrd Vigo “ 1649 =+ 411 *

os valores se expresan como simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamentes gnlflcatlva(p< 0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo“ 1" representa una diferencia
estadisticamente significativa (p< 0,05con respecto al grupo control vigjo.

Figura 26. Efecto dd gercicio figco agotador sobrelaconcentracion de GSH'y
GSSG en musculo gastrocnemio de animaes jovenesy vigos
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar. . El simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y d
simbolo“ **” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), ambos
con respecto al grupo control joven. El simbolo “ 1" representa una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo
control vigjo.
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El comportamieto dd cociente GSSG/GSH presenta un  comportamiento
gmilar d dd GSSG. Con dlo s pone de manifieto que con d envgecimiento, €
factor que hace aumentar € cociente es d aumento de GSSG, superando la escasa
influencia dd GSH. Mientras que d GSH, en condiciones basdes, no contribuye a
aumento del cociente, dado que con la edad también aumenta un 15 %, es d aumento
dd GSSG (196 %) d que marcalatendenciadd cociente.

Con € gercicio fidco, s0lo d GSSG influye en d aumento del cociente, es
decir, tanto en los animdes jovenes como en los vigos € gercicio fisco agotador
provoca un aumento de la concentracion de GSSG (175 % en d grupo Agotado Joven
y 37 % en d grupo Agotado Vigo), € cud sgue dendo € factor més influyente,
provocando un aumento del cociente del 139 % y dd 36 % en los jovenes y vigos
respectivamente.

Tabla 18: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre el cociente GSSG/GSH en

musculo gastrocnemio de animaes jévenesy vigos.

Contrd Vigo n 243 +

Los valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo“ 1 representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo control vigjo.
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49. FEfecto dd ¢gercicio fisco agotador sobre la actividad xantina oxidasa
(XO) en plasmade animdesjovenesy vigos

Td como s puede obsarvar en la tabla 19 y figura 27, la actividad  xantina
oxidasa en plasma aumenta un 27 % como consecuencia de gercicio fisco agotador
lo en los animdes jovenes, en los animdes vigos, € gercido fisco provoca un
aumento dd 12 % que no llega a ser edadidicamente Sgnificativo. Por su parte, d
envgecimiento provoca un aumento dd 25 % edadidicamente dgnificativo (p <
0,01).

Tabla 19: Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la actividad xantina.oxidasaen
plasma de animades jovenesy vigos,

Contrd Vigo 716 + 168**

Losvalores se expresan como es
representa una diferencia estadisticamente signifi catlva (p<0,05) y
simbolo“ **” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), ambos
con respecto al grupo control joven.
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4.10. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad xantina oxidesa
(XO), activided xantina deshidrogenasa (XDH), eactividad totd xantina
Oxidoreductasa (XOR) y porcentge de XO con respecto a la actividad tota
(XOIXOR %) en higado de animadesjovenesy vigos.

El hecho de que d ¢gerddo fisco agotador tuviera una influencia en la
actividad XO plasmdica, y que d envgecimiento por § migmo también la afectara,
despertaron nuestra curiosidad repecto d origen de dicha actividad enzimética.

¢Pe donde podia venir la enzima que provocaba este aumento de activided
enzimdtica en plaama? Paa indagar en ede sentido, decidimos averiguar d efecto
dd ¢gecicio fisco agotador y d envdedmiento sobre la actividad xantina
Oxidoreductasa en € higado, uno de los drganos que presenta una mayor cantidad de
dichaenzima, ta como hemos podido ver en laintroduccion.

La tabla 20 y la figura 27 nos muedran que la actividad xantina oxidasa en €
higagdo no parece verse daectada ni por € gercicio fisco agotador ni por d
ewvgedimiento, no encontréndose diferendias  edtadidicamente  sgnificdivas  ni
tendencia aguna entre los grupos experimentaes.

174



Resultados

Tabla 20 : Efecto dd gercicio figco agotador sobre la actividad xantina oxidasaen
higado de animdesjévenesy vigos

Control Vigo

Ores se expresan cComo

Figura 27. Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la actividad xantina
oxidoreductasa (XO, XDH y Totd) en higado de animades jovenesy vigos.
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Losval ores seexpresan como media + desviacion estandar . El simbolo“ *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven.

Sn embargo, en lo que < refiere a la xantina deshidrogenasa, encontramos
una tendencia a aumentar por efecto dd gercicio fisco agotador que llega a ser
dgnificativa (p < 0,05 en d grupo joven sometido a gercicio con respecto a su
correspondiente control.  En d grupo vigo sn embargo, d gercicio no provoca un
aumento de la actividad xantina deshidrogenasa con repecto d control de la misma
edad (Ver tabla21 y figura 27).
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Tabla 21: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad
xantina deshidrogenasa en higado de animaes jovenesy vigos.

Contral Vigo 0848 = 026

os valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo
“* representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. . El simbolo “#’ representa una
diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05 con respecto al grupo
agotado joven.

Tabla 22: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la activided tota xantina
oXidoreductasa en higado de animaes jovenesy vigos.

Contra Vigo 1362 + 040

Ores Se expresan como media = desviacion estandar.

El porcentge de la actividad enzimética que corresponde a la forma oxidasa
con regpecto a la actividad totd o llega a presentar diferencias estadigticamente
sgnificativas como resultado dd gercicio fisco agotador en los animdes jévenes
Ede resultado es consecuencia, sobretodo, del comportamiento de la actividad
xantina deshidrogenasa, que td como hemos viso en d parafo anterior, aumenta
Sgnificativamente en & grupo Agotado Joven (ver tabla21).
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Tabla 23: Efecto dd gercicio fisico agotador sobre € porcentgje de actividad xantina
oxidasa con respecto ala actividad total en higado de animaesjovenesy vigos.

Control Joven 3957/ + 7,88

Contra Vigo 37,77 + 557

os valores se expresan como media + desviacion estandar. EI' simbolo
“*” representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven.

Td como e puede obsarvar en la tabla 23 y figura 27, la actividad tota
xantina Oxidoreductasa en higado muestra una tendencia a verse aectada por €
gercicio fisco s0lo en d grupo joven, en d que d gercicio fisco agotador provoca
una dara tendencia d aumento de la actividad tota, que no llega a s Sgnificativa
por muy poco. Sin embargo, € envgecimiento no tiene efecto sobre la actividad ota
XOR mogtrando vaores muy smilares en ambos grupos controles, d Control Joven y
e Contral Vigo.
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411. Efecto dd envgecimiento sobre la actividad xantina oxidesa (XO),
actividad xantina deshidrogenasa  (XDH), atividad totd  xantina
Oxidoreductasa (XOR) y porcentgie de XO con respecto a la actividad totd
(XOIXOR %) en duato de perfuson de higado de animdes jévenesy vigos

El hecho de que d gercicio fisco agotador aumentara la actividad enzimética
XDH sdlo en jévenes podria explicar, d menos en pate, d aumento de la actividad
XO en plasma Sin embargo, d no verse dectada cudquiera de edtas actividades
enzimdticas por d envgecimiento, se hacia poco probable que € higado contribuyera
ad aumento de actividad XO provocada por @ envgecimiento. No obdante,
pensamos que aunque la actividad no aumentara en @ propio higado, cabia la
poshilidad de que cudquiera de las actividades enziméicas de las didintas formas de
la XOR fuera liberada a la sangre desde d higado, contribuyendo con elo d aumento
de la actividad plasmdica sn que aumentara la actividad tisular. Para comprobar
d higado liberaba la enzima en mayor cantided en los animdes vigos que en los
jovenes, decidimos pefundir higados adados y medir la actividad xantina
Oxidoreductasaen d euato.

La figura 28 nos muestran d comportamiento de la actividad xantina oxidesa,
deshidrogenasa y totd XOR en d duato de perfuson de higado en digtintos tiempos
de toma de muedtra durante 45 minutos. No se observan diferencias estadigticamente
sgnificativas entre los animdes jovenes y los animdes vigos en ninguna de las dos
actividades.
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Figura 28. Efecto dd envgecimiento sobrelaactividad XOy Totd XOR en duao
de perfusion de higado de animadesjovenesy vigos.
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Los valores se expresan como media + desviacién estandar. (n=3).

Td como ea de exparar d no haber diferencias estadisticamente significativas
ni tendencias en @ comportamiento de las actividades xantina oxidesa y xatina
deshidrogenasa, @ porcentge de actividad XO con respecto a la actividad tota
tampoco muedtra diferendas edadigicamente  dgnificativas a lo largo  dd
experimento.

La actividad enzimética estudiada en € duao de pefuson de higado podria
ser consecuencia de la liberacion de la enzima d torrente sanguineo, que era nuestra
posibilidad inicidmente planteada, pero también podia ser consecuencia de dafio
cdular que provocara la liberacion de dicha enzima. S fuera éde d caso, ademés de
la actividad XOR también se produciria liberacion de otras enzimas intracdulares,
cuya liberacion conllevaria  mismo comportamiento que d de la XOR. Paa dlo
medimos en las mismas muedras de duao de perfuson de higado de uno de los
animdes la attivided XO y la actividad LDH, otra enzima intracdular que e libera
cuando hay dafio cdular. En la figura 29 s muedran los resultados, pudiéndose
goreciar que € comportamiento de la actividad enzimética de ambas se solgpa, 1o cud
nos sugiere que € mportamiento de la activided XOR en € duato de pefusdn de
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higado no es consecuencia de la liberacion normd de esta enzima, Sno que es
consecuenciadel dafio cdular que se produce como consecuenciade la perfusion.

Figura 29: Comparacion dela actividad XO'y delaactividad LDH en dugto de
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Oxidoreductasa (XOR) y porcentgie de XO con respecto a la actividad tota
(XO/XOR %) en musculo gastrocnemio de animales jovenes'y vigos.

El efecto dd gercicio fidco agotador sobre la actividad xantina oxidasa en
mUsculo gestrocnemio es € que e muestra en la tabla 24 y en la figura 30, en las que
S observa que d gerccio fisco no aumenta la activided ni en los animades jovenes
ni en los vigos. Sn embago, € envgecimiento § tiene un efecto sobre edta
actividad enzimética en misculo, provocando un aumento del 79 %.

Tabla 24. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad xantina oxidasaen

mUsculo gastrocnemio de animaesjovenesy vigos.

Contral Vigo “ 0075 + 0027*#

osvalores se expresan como media = desviacion estandar . EI simbolo
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo“ #” representa una diferencia

estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.
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Figura 30. Efecto dd gercicio fisico agotador sobre laactividad XO, XDH y
Totd XOR en misculo gestrocnemio de animdes jévenesy vigos.
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Losval ores seexpresan como media + desviacion estandar . El simbolo* *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo “ #’ representa una diferencia
edadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.

La actividad xantina deshidrogenesa muedra un  incremento  Smilar @
observado en la actividad xantina oxidasa, no observandose efecto dguno por €
hecho dd gercicio fisico, pero s como efecto dd envgecimiento, € cud provoca
gue la actividad xantina deshidrogenasa se incremente un 141 % en € grupo Control
Vigo con respecto d grupo Control Joven, una diferencia estadisticamente
ggnificativa (p < 005). La actividad xantina deshidrogenasa del grupo Agotado
Vigo muedra diferencia estadigticamente significativa con respecto d grupo Agotado
Joven, sn embargo, comparado con @ grupo Control Vigo, de su misma edad, no
muedtra diferencias  edtadigticamente  dgnificetivas, por tanto, € gercicio fisco
agotador no provoca un aumento de eda actividad en los animaes vigos, d igud que
enlosanimdesjovenes (Tabla 25 y Figura 30).
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Tabla 25: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad xantina
deshidrogenasa en misculo gastrocnemio de animaes jévenesy vigos.

Control Joven “ 0027 + 0011

Contra Vigo “ 0065 =+ 0018*#

os valores se expresan como media + desviacion estandar. EI simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo“ #’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.

Tabla 26: Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad totd xantina
oxidoreductasa en musculo gastrocnemio de animales jovenesy vigos.

Contral Vigo “ 0141 + 0,039*#

Los valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo“ #’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.

En la tabla 27 se muestra como € porcentge de actividad xantina oxidasa con
repecto d totd no muestra cambios significativos por efecto ded gercicio fisco ni
por efedo de la edad. Hemos vido anteriormente que € envgecimiento provoca un
aumento de la actividad xantina oxidesa y de la actividad xantina deshidrogenasa, Sin

embargo la proporcion entre ambas se Sigue manteniendo arededor del 55 %.
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Tabla 27: Efectodd gercicio fisco agotador sobre @ porcentge de actividad xantina
oxidasa con respecto ala actividad totd XOR en misculo gastrocnemio de animales

jovenesy vigos.

Contral Vigo “ 52,716 = 10,74

Los valores se expresan como media + desviacion estandar.

4.13. Efecto dd envgecimiento sobre la expresdn de proteina xantina oxidasa
en musculo gastrocnemio.

Una vez edudiada la actividad enziméica no podiamos continuar Sn ssber g
e comportamiento de la enzima era debido a cambios podranscripciondes de la
enzima Sn cambios en la expreson enzimdtica 0 S estos cambios en la actividad 2
correspondian con un cambio en la cantidad de enzima. Dado que la actividad
enzimdica no sufria cambios con d dercicio fisco, sno que sdlo cambiaba por
efecto dd envgecimiento, estudiamos @ comportamiento de la enzima en masculo de
animaes jovenes y vigos mediante “western blot”. Td como se puede observar en
la tabla 28 y en la figura 31, las muedras pertenecientes a los animdes vigos

presentan una mayor expresion de la enzima que las petenecientes a los animdes

jovenes, con un nivel de sgnificacion de 0,05.

Tabla 28: Efecto dd enveecimiento sobre la expreson de proteina XO en misculo

gastrocnemio de animaes jovenesy vigos.

0s valores se expresan como simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamentes gnlflcatlva(p< 0,05) con
respecto al grupo joven.
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Por lo tanto, podemos observar que los cambios observados en gpartados
anteriores que muedran un aumento de la activided xantina oxidesa con d

envgecimiento se acompaian también de un aumento de la expreson enziméica

Figura 31. Efecto dd envgecimiento sobre la expreson de proteina xantina oxidasa
en musculo gastrocnemio.
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Losvalores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo* *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo joven.

4.14. Efecto dd gercicio fisco agotador sobre la actividad xantina oxidasa
(XO), actividad xantina deshidrogenasa (XDH), eactividad totd xantina
Oxidoreductasa (XOR) y porcentge de XO con respecto a la actividad total
(XOIXOR %) en eorta de animaesjovenesy vigos.

La adtividad xantina oxidasa en aorta muedra un comportamiento Smilar d
Que muedra en misculo gagrocnemio, aunque con  unes diferencias més
sgnificativas. Bl gercicio fisco no provoca un aumento de esta actividad ni en los
animdes jovenes ni en los vigos mientras que € envgedmiento S provoca un
aumento de la actividad xantina oxidasa dd 107 % en d grupo Control Vigo con
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repecto d grupo Control Joven que es edadidicamente dgnificativo. Bl grupo
Agotado Vigo presenta una mayor actividad xantina oxidasa que @ grupo Agotado
Joven, pero no por efecto dd gercicio fisco, Sno por efecto dd envgecimiento, ya
gue ninguno de estos dos grupos sometidos a gercicio fisco agotador muestra un
aumento de actividad en reacidon a sus respectivos grupos controles de la misma edad

(Tabla29y Figura32).

Tabla 29 : Efecto dd gercicio fisico agotador sobre la actividad xantina oxidasaen
aortade animaes jovenesy vigos.

Contrd Vigo 0,135 *+ 0,035** ##

o0s valores se expresan como eS bolo
“**" representa una diferencia estadisticamente si gnlfl cativa (p<0,01)
con respecto al grupo control joven. El simbolo “ #’ representa una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y € simbolo “ ##* un
diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), ambos con respecto al
grupo agotado joven.

En la tabla 29 y la figura 32 s puede observar como la actividad xantina
deshidrogenasa en aorta no se ve afectada por € gercicio fisco agotador, pero sin
embargo muestra una tendencia a aumentar con la edad con un aumento dd 25 % en
e grupo Control Vigio con respecto d grupo Control Joven.
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Figura 32. Efecto dd gercicio fisico agotador sobre laactividad XO, XDH vy tota
XOR en aortade animades jovenesy vigos.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo
“**” representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) con
respecto al grupo control joven. El simbolo “ #’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) y € simbolo “##” un diferencia
estadisticamente significativa (p<0,01), ambos con respecto al grupo
agotado joven.

Tabla 30 : Efecto dd gercicio fisico agotador sobre laactividad xantina
deshidrogenasa en aortade animaes joveresy vigos.

Control Joven 0194 + 0,037

Contra Vigo 0243 + 0111

os valores se expresan como media + desviacion estandar.

La tabla 31 y la figura 32 podemos doservar como € gercicio fisco agotador
no tiene efecto dguno sobre la actividad tota ni en los animdes jovenes ni en los
animdes vigos. Sin embargo, y td como ocurre con la actividad xantina oxidasa, €
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envgedmiento s provoca un aumento  en la actividad totd. El grupo Control Vigo
presenta una actividad total un 55 % mayor que d grupo Control Joven. El grupo
Agotado Vigo presenta una activided totd un 48 % mayor que € grupo Agotado
Joven, In embargo ete aumento de la actividad totd es basd, no provocado por d
gercicio fisco, sno por d envgecimiento, no exisiendo diferencias estadisticamente
sgnificativas entre d grupo Agotado Vigoy d grupo Control Vigo.

Tabla 31: Efecto de gercicio fisico agotador sobre laactividad tota xantina
oxidoreductasa en aorta de animaes jévenesy vigos.

Control Joven 0239 + 0,050

Contra Vigo 0377 + 0110*#

os valores se expresan como media + desviacion estandar. EI simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo*“ #’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.

El gecco fisco agotador no muestra un efecto edadisticamente
ggnificativo en @ porcentge de actividad xantina oxidasa con respecto a la actividad
totd, sn embargo, § hay una ligera tendencia a hacer disminuir ese porcentge, de td
forma que @ dtado porcentge disminuye un 11,7 % en d grupo Agotado Joven con
regpecto a grupo Control Joven y un 11,1 % en d grupo Agotado Vigo con respecto
a grupo Contral Vigo.

El hecho de que la actividad xantina oxidasa aumente Sgnificativamente con
la edad y que la actividad xantina deshidrogenasa no aumente en la misma proporcion
hace que € envgecimiento provogque un aumento de porcentge de actividad xantina
oxidasa con respecto a la actividad totd, que tal como se gorecia en la figura 3 es
edadidicamente sgnificativo aun nivel de Sgnificacion dd 95 %.
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XO (% del total)

Figura 33. Efecto dd gercicio fisico agotador sobre € porcentgje de actividad
xantina oxidasa con respecto alaactividad total en aortade animaesjovenesy
vigos.
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Losval ores seexpresan como media + desviacion estandar . El simbolo“ *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo control joven. El simbolo “ #’ representa una diferencia
estadisticamente s gnificativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.
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4.15. Efecto dd envgecimiento sobre la expreson de proteina xantina oxidasa
enaorta

Una vez edtudiada la actividad enzimética no podiamaos continuar Sn saber g
e comportamiento de esta era debido a cambios posranscripciondes de la enzima Sn
cambios en la expreson o 9 edos cambios en la actividad se correspondian con un
cambio en la cantidad de enzima. Dado que la variable que s asocia a cambios en la
actividad en aorta es d envgecimiento, decidimos estudiar € comportamiento de la
proteina en aorta de animaes jovenes y vigos mediante “western blot”. Este se
muedtra en la figura 34. Td como s puede obsarvar en dicha figura las muedras
pertenecientes a los animdes vigos presentan una mayor expreson de la enzima que
las pertenecientes alosanimaesjovenes.

Figura 34. Western blot de XO en aorta de rata.
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En B se observa una banda de 145 kd sefialada por la flecha. Esta banda se detallaen A,
donde se puede observar que las muestras correspondientes a los animal es vigjos muestran

mayor densidad que las correspondientes a |os animales jovenes.

Las bandas correspondientes a un peso molecular de 145 kd. fueron estudiadas
con d programa TotalLab paa cuanttificar la intensdad de dichas bandas en las
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didintas muestras.  Los resultados de la cuantificacion nos permiten observar que las
bandas pertenecientes a los animaes vigos presantan una mayor intensdad que las
pertenecientes a los animdes jovenes.  Edos resultados se representan gréficamente
enlafigura3s.

Figura 35. Efecto dd enveecimiento sobre la expreson de proteina xantina oxidesa
enaorta
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo “ *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05) conrespecto al
grupo joven.

191



Resultados

4.16. Efecto dd envgecimiento sobre la produccion de radica superdxido  por
anillos adrticos de reta.

En nuedtra tarea de saber 9 en redidad este aumento de la actividad y de la
cantidad de proteina xantina oxidoreductasa contribuia a la produccion de radicdes
libres, decidimos llevar a cabo la medicddn, mediante quimioluminiscencia, de la
produccion de radicad superdxido en anillos adrticos de animdes jovenes y vigos,
modirando nuestros resultados un aumento del 24 % en los anillos de raa viga con
respecto a los anillos de rata joven. Ede es d aumento correspondiente a la xantina
Oxidoreductasa, es decir d que es inhibible por dopurinal (figura 36), por lo que es
en redidad la enzima sujeto de nuestro estudio la responssble de la produccion
aumentada de radica superdxido en los anillos aorticos de rata viga en rdlacion a los

anillos adrticos de rata joven.

Figura 36: Efecto dd enveecimiento sobre la produccidn de radica superdxido
por [aXOR en anillos adrticos de rata.
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Losvalores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo “ *”
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con
respecto al grupo joven.
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4.17. Efecto de la adminigracion de heparina sobre la actividad xantina oxidesa
en plasmade animdesjovenesy viejos.

Dado que en sangre de animdes vigos la actividad xantina oxidasa et méas
devada que en los jovenes, y en la aorta también, decidimos averiguar S la
adminigracion de heparina liberaba parte de la enzima que estaba pegada d endoteio
y oon dlo aumentaba la actividad enziméica en plaama.  La figura 37 muestran como
la adminisracion de heparina no provoca aumentos sgnificativos en la actividad
xantina oxidasa en plaama de raas jovenes y vidas durante los 50 minutos tras la
adminigracion de agudla S observamos daamente que la actividad xantina
oxidasa de los animaes vigos, tanto los tratados con heparina como los tratados con
uero fisgologico, se encuentra mas devada que en los animdes jovenes. Ede
comportamiento es d mismo que hemos vido previamente en nuestros resultados de
goatado 4.9. En este expearimento, d efecto se mantiene en todos los tiempos de

toma de muedtras alo largo de los 50 minutos que dura d proceso.

Figura 37. Efecto de laadministracion de heparina sobre la actividad xantina oxidasa
en plasmade animdesjévenesy vigos
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5. DISCUSION.

51 El gecddo fisco agotador provoca un amento de los indicadores
plasméticos de dafio muscular en animales jovenesy vigos.

Que d gercicio fisco, sobretodo € excéntrico provoca dafio muscular es un
hecho universdmente aceptado. Los edudios redizados hasta € momento sugieren
gue los efectos inmediatos asociados a la lesdén muscular son de tipo mecénico, y se
originan fundamentamente por la tendgdn soportada por € sarcomero de la fibra
muscular. Experimentos de tipo mecanico han demostrado como una excesiva tendon
en d sacomeo es la causa primaia de la leson muscular (Lieber y cols, 1999).
Egtos mismos autores postulan que esta excesiva tendon provoca una disrupcion intra
ylo extracdular de las membranas que permite la hidrdliss de proteinas estructuraes,
provocando a su vez la desestructuracion midfibrilar que se observa habitudmente.
Pogteriormente gparece € fendmeno de la inflamacion, la cud ayuda a degradar y
reparar @ tdido. La prevencion de la inflamacion conlleva ura pérdida de la funcion
muscular més duradera

El dafio muscular asociado d gercicio fisco ha sdo estudiado tanto desde €
campo bioguimico como desde & campo histoldgico, viéndose que dicho dafio ocurre
tanto en animaes como en humanos Ede dafio va ligado a una dteracion de las
propiedades contrectiles musculares, con la correspondiente  pérdida de  fuerza
maximavoluntaria(Banavey cols,, 1993; Nosakay cals,, 1991).

Bl indicador bioguimico més utilizado para vdorar € daflo muscular es la
medicion de la liberacion d plasma de la enzima intramuscular Cregtina Kinasa (CK).
En ratas, d tiempo en que se produce la devacion de la actividad CK en plasma tras
la redizacion de un gercicio agudo varia seglin los autores, variando desde agunos
gue muedran d pico inmedigamente tras d geacdcdo (Amdink y cols, 1986;
Amdink y cals, 1988, Hayward y cols, 1999; Van Dea Meulen y cols, 1991),
mientras que otros que llevan a cabo carera en pendiente hacia ago llegan a
encontrar dos picos, uno a las 0 horas y otro a las 24-36 horas (Armgrong y cols,
1983; Newham y cols, 1983; Schwane y cols, 1983). Se ha viso que agunas
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vaidbles influyen sobre d amento de la activided enzimdica plaandica
postigercicio, como los niveles de edradiol (Bar, 1990, Bar y cols, 1988), d
entrenamiento previo (Banave y cals, 1993), d sxo (Van Der Meulen y cols,, 1991)
0 la intenddad y duracién dd gercicio (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 gercitar ratas durante
15 horas y los nivedes de CK tras gercitar ratas durante 2,5 horas (Van Der Meuleny
cols, 1991) (ver figura 40), lo cud se ha comprobado también en humanos, en los
gque en los 12 dUtimos km. de una maadn, d dalo muscular aumenta
desproporcionadamente en comparacion con € dafio producido en los primeros 30
km. (Janssen y cols, 1989). Aungue con menos evidencia, otras variables que
influyen son la raza (Friden y cols, 1984), la edad (Gde y cols, 1979; Nosska y
cols, 1991), la masa muscular (Manfredi y cols, 1991; Novek y cols, 1977) y la
ingesta de proteinas (Hayward y cols., 1999).

Figura 38. Evolucidn de laactividad CK en plasma de ratas jovenes 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 inmedigdamente después dd
gercido  muestran cOmo @ gercicio provoca un aumento de la actividad CK en
plasma de animdes jOvenes, que s puede condderar dmilar d publicado por
Haywad y cols (1999), los cudes muestran un incremento de drededor de 100 %,
pasando los vaores de 130 U/L a 260 U/L agproximadamente como efecto dd
gercicio. Con otros autores, aunque € comportamiento es d mismo, no exige td
coincidencia, probablemente debido a las diferencias en d protocolo de gercicio.
Ad, Van Der Meulen y cals. (1991) publican vaores que aumentan desde 25 a 80
U/L y Komulainen y cols. (1994) publican \alores que pasan de 216 a 1183 U/L. Por
otra parte, en los animaes vigos s obsarva d mismo comportamiento, y d igud que
en nuestro trabgo, en & que no se observa un mayor incremento en 1os vigos que en
los jovenes, Manfredi y cols. (1991) tampoco encuentran diferencias en € incremento

como consecuenciadd gercicio figco, aunque dlos lo estudian en humanos.

Figura 39. Efecto dd gercicio fisgco agotador sobrelaactividad CK y LDH en
plasmade ratas jovenesy vigas.
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Losvalores se expresan como media + desviacion estandar. EI simbolo
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diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) con respecto al grupo
control vigo. El simbolo“ # representa una diferencia estadisticamente
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significativ (p<0,05) y“ ##" unadiferenciasignificativa (p<0,01) ambos
con respecto al grupo agotado joven.

Aungque menos utilizado que la attividad CK, la activided LDH también s
utiliza como marcador de dafio muscular. En la figura 41 se puede obsarvar d pefil
de la actividad LDH en plasma tras llevar a cabo gercicio fisco agudo. Nuestros
resultados, que manifietan en los animdes jovenes un aumento de dicha actividad
dd 126 % son dmilares a los presentados por Komulainen y cols. en 1994, los cudes
muesran un incremento dd 85 % goroximadamente. Bl comportamiento de la
activided LDH en nuestro estudio muestra d mismo comportamiento en los animdes
jovenes que en los vigos agotados, observando en estos Ultimos un aumento de la
activided smilar d que provoca € gercicio en los animdes jovenes. El incremento

enlosanimdes jovenesy enlosvigosesamilar.

Figura 40. Evolucion de la actividad LDH en plasma de ratas jovenes macho tras
correr durante 1,5 h. y durante 2,5 h. (Adaptado de Van Der Meulen, 1991).
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A nivd higolégico, se ha venido observando que tras d gercicio fisco s
produce un edema muscular, d cud contribuye d dafio a la cdula muscular
(Komulainen y cols, 1993; Peeze Binkhors y cols, 1990) probablemente por

aumento de volumen cdular y como consecuencia de dlo, ediramiento y poderior
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ruptura de la membrana cdula (Komulanen y cols, 1994). H aumento dd agua
muscular es debido tato d edema intesicdd como d edema intracdular,
produciéndose ambos en este orden (Komulainen y cols, 1994).  Este mismo autor
encuentra, coincidiendo con otros, cambios ultraestructurdes como disrupcion de las
liness Z dd sarcdmero, pérdida de la arquitectura micfibrilar y areas subsarcolémicas
ensanchadas. Otros autores establecen que los sarcomeros estan unidos entre dlos por
fibras de desmina que enlazan los didintos discos Z ademas de entre éstos con d
sacolema, edabilizando la membrana en d edrés mecanico y que como
consecuencia del gercicio excéntrico hay una pérdida de edtas fibras de desmina
(Koh, 2002). S d misculo es estudiado unas horas después dd gercicio fisico,
ademés dd daflo mecanico descrito anteriormente, aparecen los cambios tipicos del
proceso de inflamacion, con infiltracion leucocitaria, efc..  En nuestro estudio, sdlo
S observan los cambios debidos d proceso de envgecimiento de la fibra muscular,
ya que las muestras fueron tomadas inmediatamente tras € gercicio. En d muasculo
vigo, en € que € gecicio no provoca un  mayor aumento de la liberacion de
enzimes intracdulares d plaama, tampoco podemos afirmar con nuestro estudio que
exiga un mayor nimero de fibras musculares dafiedas, aunque s se observan més
fiboras musculares degenerdivas  dribuibles d  envgecimiento.  Algunos  autores
también han obsavado dteraciones en d endotdio cgpilar de los muasculos
gercitados (Duarte y cols,, 1994). En conjunto vemas que € gercicio fisco agotador
provoca dafio muscular tanto en los animaes vigos como en los jovenes, a pesar de
gue la masa magra de los animdes vigos sude ser menor gue la de los animaes
jovenes.

En cuato d tgido hepdtico, la viabilidad hepdica y la funcion de los
hepatocitos también ha sdo estudiada previamente, modrando como efecto de
derdcio fisco agotador, un volumen hepatoditaio disminuido, mientras que no
disaminuye d nivd de glucdgeno intrecdular (Latour y cols, 1999). Nosotros si
observamos en € higado vigo una ocupacion cdular por parte del glucdgeno y otros
dementos no organulares mayor que en los hepatocitos de la rata joven, lo cud
posiblemente sea debido d menor consumo de aqud debido a la menor durecion ded
gercicio en los animaes jovenes.
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5.2. El gercicio fisco agotador y € envegecimiento provocan estrés oxidativo en

sangre, higado y musculo gestrocnemio.

Para determinar d estrés oxidativo hemos degido como indicador € edatus
dd glutation, ya que nos permite determinar € estrés oxidetivo tanto en tgidos como
en fluidos bioldgicos (Sies, 1986). La rdacion entre glutation oxidedo y glutetion
reducido (GSSG/GSH) es un buen indicador de estrés oxideivo que puede ocurrir
bgjo condiciones fisoldgicas y patoldgicas (Vifla, 1990) ademas de ser un indicador
del estado redox cdular, segin d cud = regula la expresidn de diversas proteines y
actividades enzimaticas

En cuanto d efecto dd envgecimiento sobre € edatus dd glutation diversos
autores encuentran un aumento de la oxidacion de éste con € envegecimiento tanto en
animdes (Allen y cols, 1986; Vifia y cals, 1992) como en humanos (Goldschmick,
1970). Sobretodo se destaca un aumento de glutation oxidado, acompafiado
probablemente de una digminucion dd GSH (Sastre y cols,, 1996). Nuestro estudio
sgue en la migma linea que estos autores, en la medida en que tanto en higado como
en misculo d GSH muedtra una tendencia a disminuir con la edad, la cud no llega a
ser donificativa, pero € GSSG d muedtra un cambio daro con d envegecimiento,
aumentando daramente en los animdes vigos. El codente GSSG/GSH, también o
hece ggnificativamente  En ese comportamiento posblemente influyan las vies de
oxidecion-reduccion dd glutation.  En este sentido, € envgecmiento se asocia, en
generd, a un dexcenso de la actividad de las enzimas que catdizan las reacciones
vinculadas con la reduccidn dd glutaion oxidado, como la glucosa6 fosfato
deshidrogenasa 0 la glutation reductasa, més que a un aumento de la actividad de las
enzimas que contribyen a la oxidacién dd glutation reducido, como la glutation
peroxidasa o tranderasa (Vifiay cols, 1992). Ademés, cuando d GSH e oxida, €
GSSG tiende a liberarse desde las cdulas (Sesy cols, 1978). Por tanto, la oxidacion
dd glutetion puede aumentar la liberacion de éste desde las cdulas, contribuyendo d




Discusion

aumento de GSSG que s observa en sangre de ratas vigias (Garcia de la Asuncion y
cols, 1996; Sadtrey cols., 1996).

Aunque cabria la posibilidad l6gica de que d GSH disminuyera con €
envgecimiento, los estudios redizados muestran comportamientos contradictorios,
sobretodo en los tgidos (Christon y cols, 1995; De y cols, 1991; Favilli y cols,
199%4; Hazdton y cols, 1980; Lantomas y cols, 1993; Liu, 2002; Liu y cols, 2000;
Nakata y cols, 1996; Ravindranath y cols, 1989; Samiec y cals, 1998; Sanz y cols,
1997; Sasaki y cols,, 2001; Teramoto y cols,, 1997; Yangy cols., 1995).

Nuesros estudios muedran que d GSH en plasma no presenta cambios
sgnifictivos con d ewgedmieto.  Algunos autores han referido una disminucion
dd GSH en sangre de rdtas vigas y de humanos vigos (Kretzschmar y cols, 1991;
Nuttdl y cols, 1998; Samiec y cols, 1998), y a U vez, no encuentra diferencias en €
GSSG con laedad .

El comportamiento del glutation en plasma no reflga d de los tdidos, de
forma que d GSH no tiene por qué comportarse igud en sangre que en tgidos. Ad
como d GSSG tiene d mismo comportamiento tanto en sangre como en tgidos,
aumentando con la edad, a continuacion podemos ver como las concentraciones de
GSH delos digtintos tgidos pueden diferir delas dd plasma

El gutation hepdtico tiene una gran importancia en la medida en que es la
fuente de ede tiol para muchos otros tgidos, Sendo € origen dd 90 % dd GSH
cdrculate (J y cols, 1998). Nuestros resultados no muestran cambios en  GSH
hepético con la edad, en la misma linea que dgunos autores (Kretzschmar y cols,
1991; Ravindranath y cols, 1989; Rikans y cols, 1988). Algunos autores encuentran
un aumento de GSH en higado de raas vigas, ad como también en plasma y
corazdn (Barja de Quiroga y cols, 1990; Loguercio y cals, 1996; Ohkuwa y cals,
1997). Otrosrefieren unadisminucion (Christon'y cols,, 1995; Sanz y cals., 1997).

En misculo esquelético no 2 han encontrado diferencias en € contenido de
GSH en d vado laterd profundo, mientras que en Sleo, d contenido de GSH
aumenta con @ envgecmiento (Leeuwenburgh y cols, 1994) d igud que d GSH de

mlsculo cardiaco (Fiebig y cols, 1996). Nuestros resultados muestran una ligera
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tendenca a aumentar d GSH con la edad, que no llega a ser Sgnificativa, mientras
que d GSSG 9 aumenta sgnificativamente con € envgecmiento.

Nosotros interpretamos estos resultados como que d musculo esquelético de
los animdes vigjos sufre un mayor estrés oxiddtivo, 1o cud ya ha sdo demostrado
por diversos autores mediante la medicion de la peroxidacion lipidica, la oxidacidn
proteica y € dafio d DNA (Cooper y cols, 1992; Goto y cols, 1995); (Sanes y
cols, 1989). Nuedtros resultados coinciden con estos autores en la medida en que
tanto la concentracion de GSSG como d cociente GSSG/GSH aumentan como efecto
de la edad, indicando que € muisculo vigo se encuentra en un estado de mayor
oxidacion que d muasculo joven. A pesar de un aumento en la produccion de
radicales libres con d envgecimiento, que se manifiesta por @ incremento dd GSSG,
e ddgema de proteccion contra elos no disminuye, Sno que puede que tienda a
aumentar para compensar eta mayor produccion de agentes oxidantes, ta como
gpoyan otros autores (Ji y cols, 1992; Luhtday cols, 1994; Oh-Ishi y cols, 1995).
El mecaniamo responsable de ete aumento de las defensas antioxidantes no s
conoce con claridad, pero dgunos autores sugieren que los misculos de animaes
vigos que son més sensbles d dafio y por tanto a producir una respuesta de fase
aguda, poshlemente edén en un edado de inflamacion cronica en d que la
produccion de radicdes libres eté en un estado edable devado (Cannon y cols,
1994). Posblemente ese incremento de las defensas antioxidantes a nivel basa sea
la explicacion a que @ entrenamiento no provoque aumentos tan marcados de estas
defensas en los vigos como en los jovenes, lo cud hace pensar a dgunos autores que
e umbrd de entrenamiento que provoca un aumento de las defensas antioxidantes es
mayor en losvigos que en losjovenes (J y cols,, 1998).

En conjunto, y en base d cociente GSSG/GSH como indicador de edtrés
oxidaivo, vemos que @ envgecimiento provoca un aumento de dicho cociente ded
200 % en sangre. En higado este aumento es sdlo del 43 % y en masculo dd 220 %.
No debemos olvidar que d misculo exqueéico es un tgido pogmitdtico y
posblemente ete hecho haga que d envgecimiento le afecte en mayor grado.
Probablemente d misculo exquelético juegue un papd centrd en d edrés oxidativo
asociado d envgecimiento.
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Durante las Ultimas décadas se ha venido proponiendo que d gercico fisco
provoca un aumento de la produccion de radicdes libres por pate de los grupos
musculares gercitados (Brady y cols, 1979; Davies y cols, 1982; Dillad y cols,
1978; Jackson y cals,, 1985; McArdle y cals, 2001; McArdley cals, 1995; McArdle
y cols, 1999; Sodin y cols, 1990). Que edtos radicaes libres estén relacionados en
la patogénesis dd dafio muscular asociado d gercicio fisco es un hecho que no esta
probado, aunque todas las hipdtesis gpuntan a su vinculacion.  De hecho, se puede
obsarvar d comportamiento dd cociente GSSG/GSH en mlsculo y la actividad LDH
en plasma que se representaen lafigura4l.

Figura 41. Gréfico compardivo de laactividad LDH en plasmay dd cociente
GSSG/GSH en musculo  delos cuatro grupos experimental es.
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y
el simbolo“**” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01),
ambos con respecto al grupo control joven. El simbolo“ 1" representa
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al
grupo control vigjo. El simbolo “#’ representa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto al grupo agotado
joven.

La mayor pate de los edtudios sobre  aumento de la produccion de
radicdes libres durante d €ercico fisco estan hechos en base a paametros
indirectos  No obgante, agunos autores han intentado demostrar las especies
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reectivas que edtan implicadas en d gercicdo fidco. En eda lineg, d radicd
superdxido ha sdo la especie detectada por dgunos autores (Kolbeck y cols,, 1997;
Reid y cols, 1992), mientras que otros han detectado radicd hidroxilo en d propio
musculo (Diaz y cols, 1993) 6 en los vasos musculares (O'Nelll y cals, 1996). H
origen exacto de dichos radicaes libres no ha Sdo bien definido todavia, ya que en d
tgido muscular, ademés de las cdulas musculares, exigen otros tipos cdulares como
cdulas endotdides, fibroblastos y linfocitos, los cudes pueden contribuir a la
produccion de radicdes libres (McArdle y cols, 2001). Estos mismos autores
ugieren que las cdulas musculares producen radicaes libres répidamente induso en
€ transcurso de gercicio que no produce dafio cdular o que lo produce escasamente,
y seguidamente se produce una oxidacion de las proteines musculares para
posteriormente producirse una respuesta adaptativa de la actividad de las enzimas
antioxidantesy delas“Heat Shock Proteins’ (HSP).

En cuatto d origen subcdular de los radicdes libres dgunos estudios
ugieren que d radica superdxido proviene de las mitocondrias de la cdula muscular
(Jackson, 1996; Reid, 1996), aunque otros autores argumentan que es poco probable
gue la mitocondria libere radica superdxido d citoplasma in vivo (Forman y cols,
1997) o que d radicad superdxido producido en dla araviee la membrana
mitocondrid y cdular hesa € egpacio extracdular (McArdle y cols, 2001). Las
dternativas d origen mitocondrid de estos radicdes libres son las oxidasas unidas a
lamembrana cdular o laxantinaoxidasa citosdlica(Reid y cols,, 1992).

El hecho de que € glutaion se oxida con d gercicio fisco agotador ha sido
observado por vaios grupos de invesigacion (Gohil y cols, 1988; J y cols, 1992;
Lew y cols, 1985; Pyke y cols, 1986; Sedtre y cols,, 1992; Sen y cols, 1994; Viguie
y cols., 1993).

En egte trabgo, hemos observado como € gercicio fisico agotador provoca un
aumento tanto de glutaion oxidado como dd cociente GSSG/GSH en la sangre de
los animdes jovenes, 1o cud coincide con los resultados gportados por Lew y cols.
(1985), Sadtre y cols. (1992) y Vifia'y cols. (2000a) redizados en ratas'y por Gohil y
cols. (1988), Duthie 'y cals. (1990), Sadtre y cols. (1992), Seny cols. (1994) y Vifiay
cols. (20008) en seres humanos.  Algunos de edtos autores refieren que € gercicio
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fisgco provoca una disminucion de la concentracion de GSH en sangre, es decir, €
gercicio figco agotador consume las reservas del tiol no proteico mas abundante de
la cdula  Nuestros resultados muesiran una tendencia a disminuir la concentracion de
GSH en sangre con d gercicio fisgco, en la migma linea que otros autores (Vifia y
cols, 2000a). Es sobretodo @ grupo “Agotado Vigo'™ € que muedra la mayor
tendenda a digminuir, aunque eta tendenda no llegga a s dgnificaiva
Posblemente § aumentaramos € ° de muestras dd estudio las diferencias llegarian
aser ggnificativas.

En cuanto d comportamiento del edtatus de glutation en @ higado, nuestros
resultados muedtran una ligera tendenda no dgnificativa a aumentar d GSH como
efecto dd gerdicio figco, tanto en los animdes jovenes como en los animaes vigos.
Posblemente eda tendencia sea debida a un aumento de la sintess hepdica de
glutetion en respuesta d gercicio fisco. El GSSG y € cociente GSSG/GSH s
encuentra aumentado Sgnificativamente (p < 0,05) en d higado de animdes jovenes
como efecto ddl gercicio fisco, tad como refieren otros autores (Vifiay cols, 2000a).
Sin embargo, en los animdes vigos d gercicio fisco no provoca aumento de estos
paametros con respecto d grupo “Control Vigo'. Una posble explicacion d
diferente efecto dd gercicio sobre d edtatus dd glutation en higado sea d hecho de
que los animdes jévenes presentan un tiempo de agotamiento mayor que los animdes
vigos pudiendo edo conllevar una mayor disminucion dd fluyo sanguineo d
territorio eplacnico, provocando asi un mayor grado de isguemia d higado en los
animdes jovenes gque en los animdes vigos De hecho, td como referimos en d
primer punto de la discuson, € tiempo de agotamiento de los animdes jovenes
representa un 200 % con respecto d grupo vigo.

En d misculo exqueético, € gercicio fisco agotedor también aumenta
grado de oxidacion , tanto de los animaes jévenes como de los vigos, en la medida
en que tanto d GSSG como d codente aumentan dgnificativamente en ambos
grupos de edad en respuesta d gercicio fisco agotador.  Otros autores han
encontrado smilares resultados. Bgma 'y cols. en 1999 obsarvaron que d estatus del
glutation cambiaba como consecuencia del gercicio fisco agotador en ambos grupos
de edad, y que ese cambio era Smilar en los animaes jovenes y en los vigos, y 1o

207



Discusion

migno ocurria con la peroxidacion lipidica, aunque d gercicio provocaba una mayor
produccion de agentes oxidantes en los animaes vigos que en los jovenes (Bgmay
cols,, 1999). No debemos olvidar que este aumento de la oxidacion dd glutation por
efecto dd gercicio fisco agotador en € grupo agotado vigo ocurre a pesar de que la
duracion dd gercicio en dicho grupo es menor que en los animales jovenes.

El gercicio fisco provoca un incremento del cociente en sangre dd 124 % y
dd 228 % en animdes jovenes y vigos respectivamente. Sin embargo, en higado €
efecto dd gercicio fisco es mayor en los animaes jovenes que en los vigos Cabe la
poshilidad de que la mayor duracion del gercicio fisco juegue un papd importante
en d mayor edtrés oxidativo dd higado joven de animdes agotados con respecto d
higado vigo, lo cud seria la manifestacion de que @ factor tiempo o duracion ded
gercicio sea determinante en € dafio oxidativo asociado d gercicio fisco.
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5.3. La xantina Oxidoreductasa contribuye d edrés oxidativo provocedo por €
gerddofigco y d envgecimiento.

Td como hemos vigto en € gpartado anterior, € gercicio fisco se asocia a un
aumento dd estrés oxidetivo. El origen de las especies reactivas que provocan dicho
edrés oxidaivo ha sdo predominantemente aribuido a la mitocondria de la fibra
muscular (Jackson, 1996; Reid, 1996). Sin embargo agunos autores han puesto en
duda que los radicdes libres producidos en la mitocondria difundan  fuera d
citoplasma in vivo (Forman y cols, 1997) y que sean cgpaces de difundir también a
través de la membrana muscular (Haliwel y cols, 1989). Segln datos obtenidos de
mitocondrias a@dadas de mUsculo, étas no presentan ni una mayor produccion de
perdxidos, ni una mayor oxidacon de glutation, ni una mayor lipoperoxidacion en
animdes jovenes (Vifiay cols, 2000a) y tampoco una mayor produccion de radicaes
libres en respuesta d gercico, ni en animdes jovenes ni en vigos (Bgmay cols,
1999). S consderamos que € edtrés oxidetivo repetitivo, como € provocado por €
entrenamiento  estimula las defensas antioxidantes dli donde agud se produce, €
etrenamiento  deberia promover d aumento de las defensas mitocondrides ded
misculo esquelético. Sin embargo, aunque vaian las defensas  antioxidantes
ctoplasmaticas, las mitocondrides no varian ni con € entrenamiento, ni con la edad
(Navarro-Arévao y cols, 1999). Por lo tanto otras fuentes de radicaes libres deben
contribuir d edtrés oxidativo asociado d gercicio fisco tanto en jovenes como en
vigos. La xaitina Oxidoreductasa desempefia un importante pgpd en d dafio
muscular que ocure durante € gercicio fisco, ya que las condiciones fisoldgicas dd
misculo esquelético durante @ gercicio agotador se asemgan a las de un tgido
isguémico, con degradacion de nucledtidos de adenina a hipoxantina y xantina. Otros
autores ya han etudiado € pape de la xantina oxidasa en d gercicio fisco (Helgen,
1994; Heunksy cols,, 1999; Radak y cols,, 1995; Vifiay cals., 2000a).

Por otra pate, d envgecimiento también se asocia a un mayor estrés
oxidativo, hada d punto de podulase la teoria de los radicdes libres en €
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envgecimiento.  El hecho de que la mitocondria sea un Stio de produccidon de
redicaes libres hizo que Miqud y colaboradores propusieran la teoria mitocondrid
dd envgecdmiento (Miqud y cols, 1980). De acuerdo con estos autores, es esencid
la presencia de las mitocondrias para que = produzca d envgecmiento cdular
(Miqud y cols, 1986). El papd de la mitocondria en @ fendmeno de envgecimiento
cdula ha d9do condderado centrd en la medida en que d envgecimiento provoca
cambios en la morfologia y funcion de estos orgdnulos, provocando un cambio en €
estatus dd glutaion en d sentido de una mayor oxidacién en mitocondrias (Garcia de
la Asuncion y cols, 1996) y dafio oxidativo d DNA mitocondrid, a proteinas y a
lipidos (Shigenaga y cols, 1994). El pgpd de las mitocondrias vigas en €
envgecimiento cdular ha sdo gpoyado también por la degeneracion que aguelas han
provocado a microinyectarlas en fibroblastos (Corbisier y cals., 1990).

El hecho de que los radicaes libres producidos por la mitocondria jueguen un
papd importante en & proceso de envegecimiento no descarta la contribucion de otras
fuentes de radicdes libres (Sastre y cols, 2000), como puede ser la xanitina
Oxidoreductasa, cuya contribucion d estrés oxidativo asociado d gercicio fisco eta
anpliamente aceptada. Sin embargo, € centro de aencién dd edtrés oxidetivo
asociado d envgedimiento sigue manteniéndose sobre las mitocondrias.

Para ver d comportamiento de la xantina dxidoreductasa en @ gercicio fisco
y en d envdedmiento la hemos deeminado su actividad en plasma, higado,
musculo esquelético y aorta.

Hellgen plantea dos vias por las que eta enzima puede estar implicada en
dafo muscular inducido por € gercicio fisco. Una primera poshbilided es que dla
misma sea la que inice @ dafio provocando peroxidacion de los lipidos de la
meambrana, con la congguiente liberacion de componentes citosdlicos, pérdida de
vidbilidad cdular e induso posble necross  Eda hipdtess requiere que d gercicio
induzca la converson de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa y una auficiente
concentracion del sudrato de la reaccion enzimdica, la hipoxantina  La otra
dterndiva es que la xantina oxidasa actlle una vez s ha producido @ dafio muscular
debido a otros mecaniamos, como la disrupcion mecanica de las fibras musculares o
e dafio oxidaivo por radicdes libres procedentes de otro origen. En edte caso la
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formacion de radicdes libres por pate de la xantina oxidasa funcionaria como un
mecanismo de amplificadon para desencadenar un proceso inflamatorio (Hellgten,
2000).

Figura 42. Gréfico comparativo de la actividad XO en |os digtintos rganos
edudiados. higado, musculo y eorta
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“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y
e simbolo“ **” una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01),

ambos con respecto al grupo control joven. El simbolo “ #’ representa
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) y & simbolo “ ##’

una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) ambos con
respecto al grupo agotado joven.

Los resultados que hemos observado en plasma corroboran que @ gercicio
fisco agotador en animdes jovenes provoca un aumento de la activided plaaméatica
xantina oxidasa, provocando un aumento de 27 %, dgo inferior d 42 % encontrado
en esudios previos (Vifia y cols, 2000a), pero igudmente estadisticamente
dgnificativo. Lo l6gico seria pensar que, 9§ es d musculo exqudético d que eta
activo y se dafia, no tendria por qué aumentar la actividad en plasma. Sin embargo, la
hipoxantina no se acumula en grandes cantidades en d musculo gercitado durante €

gercicio fisgco intenso, sSno que difunde a través de las membranas y pasa d plaama,
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donde actia como sudtrato de la xantina dxidoreductasa (Hellsten, 2000). Ademés,

en plasma de rata la xantina Oxidoreductasa s0lo exise en su forma oxidasa, no
detecténdose  actividad deshidrogenasa, por o que cudquier aumento de la
concentracion de sudrato es metabolizado por la forma oxidasa, y por tanto, se
producen radicdes libres en la reeccion.  En los animdes vigos s obsarva un
aumento en la actividad xantina oxidasa plasmética dd 12 % con d gercicio, que no
llega a s edtadigticamente sgnificativa El hecho de que en los animdes jovenes d

gerdcio fisco provoque un aumento de la actividad xantina oxidasa, mientras que en
los animdes vigos no, |o podemaos explicar mediante dos dternatives. La primera es
que € factor duracion dd dercicio no sea sUficientemente dto en los animdes vigos
como para provocar € aumento que provoca en los animaes jovenes. La segunda es
que, dado que basdmente en los animdes vigos ya esa aumentada la activided,
posible efecto dd gercicio fisico esmenor.

El envgecimiento por s Sdlo también provoca un aumento de la actividad
Xantina oxidasa en plasma en reposo, td como se puede observar en € apartado de
resultados, mostrando un aumento dd 25 %. Savo eror u omison, este es d primer
trabgo que encuentra una mayor actividad xantina oxidasa en plasma de animaes
vigos en comparacion con animaes jovenes. Las Unicas referencias respecto a la
actividad xantina Oxidoreductasa y d envgecmiento las encontramos en esudios
redizados en rata. La Unica referencia, que tengamos conocimiento, afirma que en
rifiones de ratas vigas la actividad totad XOR aumenta con la edad hasta un méximo a
los 18 meses. Este aumento corresponde tanto a la XO como a la XDH, lo cud es
coincidente con nuedtros resultados. Ademés, @ porcentge de activided XO con
respecto d totd, también aumenta con la edad, incrementéndose hasta més dla de los
24 meses (Chung y cols, 1999). Egtos mismos autores refieren que la expresion de
proteina y de RNA mensgero son parddos a la actividad enziméica totd XOR, lo
cud gooya también nuedtros resultados.  Otro estudio rdaciona la activided xantina
Oxidoreductasa durante @ desarrdllo comparando la actividad enziméica en misculo
cardiaco entre ratas recién nacidas y adultas (Schoutsen y cols,, 1987). Este rango de
edad no coincide con € nuestro, ya que no < traaia de un edudio de
envegecimiento.  No obgtante, nos parece interesante resdtar agui los resultados que
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obtieng, viendo que la xantina Oxidoreductasa es mayor en musculo cardiaco de
adulto que de recién nacido, lo cud se rdlaciona con la mayor resstencia de ée a la
leson por reperfusion. Por tanto, condderamos estos resultados novedosos y de gran
importancia en la medida en que puede ser una fuente importante de radicaes libres y
puede contribuir con dlo d edrés oxidativo sstémico asodiado d envgecimiento, ya
que , td como hemos modrado en € apatado de resultados, esta enzima produce
mayor cantidad de radica superdxido en aortas de ratas vigjas que de jovenes.

La explicacién a este hecho nos presenta varias poshilidades. La primera es
gue los animaes vigos presenten dgun grado de isquemia en agunas &ess de tgidos
periféricos, con la condguiente hipoxia, lo cud seria debido probablemente a la
presencia de cierto grado de arterioxcleross. Con la isguemia provocaria un aumento
de la concentracion de hipoxantina y por tanto aumento de la actividad xantina
oxidasa

La segunda es que en los animaes vigos, por d hecho de presentar un mayor
edirés oxidetivo, se induce la conversion de xantina deshidrogenasa a oxidasa

La tercera, la presencia de cdeto grado de inflamacion o induccion de
protessas, que haria aumentar la actividad xantina oxidasa en los animaes vigos con

respecto alos controles jovenes.
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5.4. Origen delaactividad xantina Oxidoreductasa plasmética

Para conocer € origen de la xantina oxidasa plasamética, nos planteamos medir
la actividad XO y XDH en digintos drganos, pensando sobretodo en d higado como
gran candidato para liberar la enzima d torrente sanguineo, dado que es un érgano
gue tiene unas actividades enzimaica XO y XDH muy dtas en comparacion con
otros érganos, ta como se puede observar en lafigura42.

En d higado obsarvamos como d gercicio fidco tiene tendencia a aumentar
la actividad totd XOR en los animdes jovenes, aungque no de forma estadisticamente
gonificativa Ege aumento se produce sobretodo por € aumento de la actividad
xantina deshidrogenasa, ya que la actividad XO permanece en los mismos vaores que
e control. Ello hace que € porcentge de actividad XO con respecto a la actividad
totd XOR disminuya dgnificativamente con respecto d control. Por su pate €
envgedmiento no provocaba ningdn cambio en ninguna de las variables relacionadas
con la XOR hepdtica. Este hecho nos sorprendid, ya que esperdbamos que en €
higado los cambios ocurrieran en d mismo sentido que ocurren en la sangre.  Por
elo, nos planteamos una posble explicacion a este hecho. Teniendo en cuenta que €
higado es cgpaz de liberar xantina oxidasa d torrente sanguineo (Yokoyamay cols,
1990) en procesos de isquemia reperfuson hepética, cabia la posbilidad de que este
hecho ocurriera también tanto como consecuencia del gercicio fisco agotador como
por € propio envegecimiento, y que d higado contribuyera d aumento de activided
XO en plasma sn que < reflgara un cambio en la actividad enzimética en d propio
tgido.

Con la intetidn de adlarar este hecho llevamos a cabo la perfusidn hepética
en ratas controles jovenes y vigas, entre las que no encontramos diferencias en
ninguna de las variables edudiadas El comportamiento de cudquiera de edas
actividades enzimaticas en d duato podria ser la manifestacion de la liberacion de la
enzima o por d contrario podria ser la manifestacion de la liberacion de eta y otras
proteinas intracdlulares como consecuencia de que los hepatocitos e estaban
daflando. Para comprobar que los hepatocitos liberaban XOR por sus caracterigticas
y no por un dafio que provocara la liberacion inespecifica de cudquier enzima,
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medimos en € duao la concentracion de LDH, una enzima intracdular.  Vimos que
e comportamiento de ambas enzimas era superpuesto, 1o cud indicaba que se estaba
produciendo un dafio hepético que hacia imposble sacar conclusones acerca de etos
datos.

Descatado € papel dd higado, nos quedaba por comprobar que € muisculo
exqueético, d organo més abundante dd organismo, edtuviera rdacionado con €
comportamiento de la actividad xantina oxidesa en plaama Paa dlo medimos la
actividad enzimética en homogenados de musculo gastrocnemio, pudiendo observar
como d gecido figco no tenia ninguna influencia sobre la actividad XOR, pero sin
embargo, d envgecimiento S presentaba una gran influencia, provocando aumentos
de cas € 100 % tanto en la actividad XO, como en la XDH, como en la XOR totd.
El porcentge de actividad XO con respecto a la actividad totd XOR permanece
condante en los cuaro grupos. Egtos resultados tienen una gran importancia, ya que
S tenemos en cuenta las posbles fuentes de radicaes libres dd misculo esqueético,
la XOR es una de las més importantes. Segln Li y cols, d musculo esquelético
digoone de 4 fuentes de radicaes libres gparte de lamitocondria

1.-microsomeas,

2.-el complgo citocromo Pyso,

3.-los peroxisomas que producen H202 como producto de la oxidacion de

aminoacidos, y

4.-los neutrdfilos aectivados y fagocitos que producen radicaes libres para digerir

las cdulas dafiadas.

Dado que las cdulas musculares tienen escasa cantidad de microsomas y
peroxisomas, las tres fuentes més importantes de radicaes libres son la mitocondria,
la xantina oxidesa y los neutrdfilos, con una contribcion variable dependiendo de las
condiciones fidologices (Li y cols, 2001). Los resultados aqui presentados
Ubrayarian la importancia potencid de la XOR muscular en d edrés oxidaivo
asociado d envgecimiento.  Estudios pogteriores deberdn dilucidar su contribucion d
edrés  oxiddivo dgémico y conddea € fendmeno de arofia muscular
consudantdd d envgedmiento humano.
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5.4.1. Los vasos sanguineos contribuyen d aumento de la XOR que ocurre
durante & proceso de envegecimiento.

Dado que la bibliografia exigente reflda que la locdizacion de la XOR es
vascular, decidimos estudiar d comportamiento de esta enzima en un vaso, la aorta de
la raaa En @ observamos un comportamiento parecido d que se observa en d
mlsculo esqueético, es decir, d gercicio fidco agotador no modifica la activided
XO mientras que d envgedmiento lo aumenta  Vemos un incremento de la
actividad XO dd 108 %, mayor que d incremento dd 79 % que se obsarva en €
misculo esquelético. S bien la actividad en vdores absolutos es cas un orden de
magnitud mayor en aorta que en mUsculo.  Edtos datos siguen gpoyando la hipdtesis
de que en d musculo esquelético son sobretodo |os vasos los que contribuyen a la
mayor ectividad XO que presentan los homogenados de misculo, en los cudes estén
induidos también los vasos que nutren d musculo.  La activided XDH en la eorta
presenta d misno comportamiento que en d muasculo, pero ete aimento que e
ancda a la edad no llegga a s etadidicamente dgnificativo, aunque § o
auficientemente importante como para contribuir junto con d amento de la
actividad XO d aumento de la actividad totd XOR. Sin embargo, la gran diferencia
gue encontramos en la aorta con respecto d resto de tgidos es que en la aorta Sl s
obsarva que cambia € porcentge de actividad XO con respecto a la actividad totdl.
Es decir, as como en € redto de tgidos, a pesr de haber diferencias entre la
actividad XO, XDH y totd XOR, € porcentge de actividad XO se mantenia smilar
en todos los grupos experimentdes, en la aorta los animdes vigos presentan un
mayor porcentge de la enzima en su forma oxidesa que los animdes jovenes (ver
figura 45). Por tanto, las eortas de los animdes vigos, no sdlo tienen mayor
actividad XOR, sno que de ésta, una mayor proporcion es actividad XO, y por tanto,
Se supone una mayor formacion de radicaes libres en aorta de rata viga que de rata
joven. Para comprobar esto se midio la produccidn de radica superdxido en eorta de
rata joven y viga Los resultados confirmaron la hipdtess y estén en consonancia
con otros autores cuando afirman que la XO circulante se ha visto que produce lesidn
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en d endotdio cgpilar, activa los procesos inflamatorios y provoca un aumento de
metabolitos reactivos (Grisham y cols,, 1986; Y okoyamay cols., 1990).

Consderamos ademés interesante hacer un “western blot” de XOR para ver g
d aumento en la actividad XOR con € envgecimiento era provocado por un aumento
de la expresdn de proteina o sdlo por un aumento de la actividad. Paa dlo s
utilizaron muestras de ratas jovenes y vigas, obsarvando en los resultados como €
envgecmiento provoca un aumento dd 91 % edadigicamente Sgnificativo (p <
0,05). Se puede observar pues, que @ envgedmiento s asoda a un incremento en
expresdn de la enzima.  La interpretacion de edtos resultados junto con los de
activided enzimdtica nos permiten conduir que d incremento de la expreson de la
proteina contribuye d aumento de la actividad enzimé&ica.

El porcentge de actividad XO con respecto a la actividad total no s ve
dectado por d envgecmiento, independientemente de comportamiento de las
restantes variables, en higado y misculo.  Esto hace que nos llame la aencion €
hecho de que en aorta, € envgecimiento S aumenta este porcentge.  Para explicar
este hecho pensamos que, d menos en pate, la XOR que encontramos en la aorta
puede tener su origen en otros 6rganos, td como han observado otros autores cuando
agumentan que la XOR liberada desde Organos isquémicos es cgpaz de producir
efectos en drganos a disancia, como d pulmon (Weinbroum y cols, 1995). Es bien
conocido que los nivdes plaaméicos de XO aumentan tras la isquemia-reperfuson.
En nuestro caso, no sabemos 9 es por un mecanismo de isquemia-reperfuson, pero d
hecho es que los nivdes plasmdicos de la enzima aumentan con d envgecimiento,
probeblemente de origen en d mlsculo esqueético.  Eda enzima dirculante cambia
us propiedades (no tiene activided XDH) td como &firman otros autores (Kooij y
cals, 1994; Tan y cols, 1993), y la unidén pogterior a la supefice cdular también
dfecta a sus propiedades catditices (Radi y cols, 1997). Por lo tanto, tanto la
liberacion de la enzima a la drculacdon como la subsguiente union a las cdulas
promueven la produccion de ROS. Estos hechos nos darian la explicacion de por qué
e porcentge de actividad XO con respecto a la actividad totd esta aumentado en la

aorta con respecto alos otros 6rganos.
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Figura 43. Gré&fico comparativo del porcentgje de actividad XO respecto ala
actividad totd en los didtintos drganos estudiados: higado, misculo y aorta
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Los valores se expresan como media + desviacion estandar. El simbolo
“*" representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)
con respecto al grupo control joven. El simbolo “ #* representa una
diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05) con respecto al grupo
agotado joven.

JPor qué eta aumentada la XOR en los animdes vigos? Caben dos
poshilidedes. La primera es gue la enzima esé aumentada secundariamente a agin
canbio en dguno de los factores que la regulan, Sn tener una funcion fisoldgica
clara, 9no sendo la consecuencia dd cambio con € envgecimiento de aqudlo que la
regula La segunda opcidn es gue la enzima tenga una fundion fisoldgica importante
y debido a dlo se modifique dguno de los factores que la regula ¢Cudes son los
factores reguladores candidatos para aumentar la XOR en los animdes vigos?  Un
hecho que hemos demostrado en edte trabgo es que no s0lo se ve dectada la
actividad enzimética, Sno también la expreson de la enzima.  Interpretamos que la
hipoxia 0 d hierro son los factores que pueden hacer que haya més XOR en los
animaes vigos que en los jovenes, ya que on dos factores que regulan la expreson
de la enzima.  Entre dlos pensamaos que la hipoxia debe jugar un pape importante, en
la medida en que pogblemente por la aterioscleross que acompafia d
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envgecimiento se queden regiones poco pafundidas que aumentan la expresidn de la
XOR.

Por otra pate, se ha vifo que agunos parametros de edaus dd hierro
aumentan con d envgecimiento  en humanos (Cook y cds, 1974; Wdters y cols,
1973; Yip, 1994) , lo cud también puede influir en una obreexpresion de la xantina
Oxidoreductasa, provocando un aumento de su expresdn y actividad. Este hecho
puede adquirir importancia 9 tenemos en cuenta que un exceso de hierro ha sdo
propuesto como factor de riesgo para sufrir cororonariopatia (Haliwel y cols, 1990;
Sdonen y cols, 1992; Sdonen y cols, 1994; Sullivan, 1981) y que tanto @ hierro
como la xantina oxidasa han ddo demostrados en materid aterosclerético (Swany
cols, 1995). Ghio y cols en d 2002 observaron que d hierro regula la actividad
xantina Oxidoreductasa en d pulmdn incrementando la activided totd més que
provocando la converson de XDH a XO, y lo hace, d menos en pate a nive
transcripciond. Lo mismo ocurre a nivel intestind, donde un dto nivd dietético de
hiero provoca un aumento de la actividad xantina oxidasa (Furth-Waker y cols,
1987; Hamdaneny cals, 1985; Keley y cols., 1984).

En cuanto a la posble funcidon fisoldgica que desempefia la XOR en los
animades vigos, ademés de degradar las purinas, no debemos olvidar que d é&cido
trico, d producto find de la reaccion de degradacion de las purines es un buen
antioxidante, pudiendo desempefiar un pagpd importante en la neutrdizacion ded
edrés oxidativo asociado d envgecimiento.  Por otro lado, pensamos que puede tener
una importante funcon en la regulacion dd flujo sanguineo a través dd Oxido nitrico
que es capaz de dntetizar. No debemos olvidar que con la edad aumenta tanto la
forma XO como la forma XDH, y éta es 50 veces més eficiente que la primera en la
formacidn de Oxido nitrico a partir de nitrito, pudiendo ser esta reaccion de formacion
de Oxido nitrico tan importante como la que lleva a cabo la NOS (Godber y cols,
2000).

Con d ewvgedmiento s desardla aterioderods e insuficdenca
circulaoria, la cud hace bgar € pH, debido a que se produce un aumento dd &cido
lactico, producto dd metabolismo anaerdbico, y esta acidificacion activa la reaccion
de reduccion dd nitrito a Oxido nitrico catdizeda por la XOR. Ege dxido nitrico
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formado por @ endotdio de los vasos sanguineos es una importante ayuda para
regular @ flujo en un vaso cuya produccion por la NOS (6xido nitrico sintetasa) en
condiciones de hipoxia y acidosis no funciona en toda su capacidad.  El Oxido nitrico
desampefia diversas acciones antisterogénicas por vasodilatacion, inhibicion de la
agregacion  plaquetaria, de la proliferacion de las cdulas musculares lisss y de la
adhesion leucocitaria a las cdulas endotdides de la pared vascular (Knowles y cols,
1994). Por otra parte, la microcirculacion dd misculo esquelético es responsable de
gran pate de la resstencia periférica a la circulacion, y la produccion de éxido nitrico
por parte de la la xantina Oxidoreductasa podria jugar un pape importante para evitar
d amento de la tendon ateaid que e produce fiSolégicanente con €
envgeamiento.

El papd que juega la regulacion dd flujo sanguineo en d gercido fisco es
fundamentd, en la medida en que s ha demosrado que d entrenamiento provoca
canbios adgptativos en @ ddgema cadiovescular (Scheuer 'y cols, 1977);
(Bloomqvig y cols, 1983). Mas recientemente se ha vigo que € gercicio fisco de
moderada (no bga) intensdad y de esprint protege € tgido muscular cardiaco de la
lesdn por reperfuson (Bowles y cols, 1992); (Bowles y cols, 1995; Korge y cols,
1990); (Paulson y cols, 1988). Entre los cambios que produce € entrenamiento se
encuentra la modificacion de la funcidn dd endotdio y dd misculo liso vescular
(Rogers y cols, 1991); (Dep y cols, 1993; Edwards y cols, 1985; Wang y cals,
1993) en grandes vasos, pero es d endotdio y no d musculo liso vascular € que
responde y e adapta d entrenamiento en los vasos musculares periféricos (Koller y
cols, 1995), provocando ede entrenamiento un aumento de la senghilidad
vaodilatadora vascular en respuesta a un aumento del flujo como € que ocurre d
redizar gercicio fisgco. También se ha obsavado que la leson por isguemia-
reperfuson se reduce s ésta se produce tras un periodo de entrenamiento (Libonati y
cols, 1997) y que la atividad muscula  cronica provoca un aumento de la
cgpilarizacion muscular (Skorjanc y cals., 1998).

¢Cud es d punto en comin entre d envgecimiento y @ gercicio fisco que
hace que en los animades jovenes sometidos a gercicio fisico también eté aumentada
la actividad xantina oxidasa en plaana?  Nosotros pensamos que € vinculo es la
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regulacion dd flujo saguineo muscular. Durante d envgecimiento se  produce
disfuncion vascular que provoca cierto grado de hipoxia Esta Stuacién supone que €
gado energético dd tgido (entre dlos d tgido muscular) sobrepasa € suminigtro de
ATP que puede obtener por la via agrébica, con lo que se activa la via metabdlica
anaerdbica, con la condguiente acidoss.  Durante € dgercicio fidco, tanto d inicio
de cudquier gercicio como durante € gercicio fidco de dta intensdad (por encima
dd Umbrd Anaerdbico) se produce una Stuacion damilar.  El musculo esqueéico
gue se esta contrayendo estd consumiendo energia a un mayor ritmo del que es capaz
de suminigrarle la via aerdbica, con lo cud se activa la via anaerébica y se produce
adido l&ctico, con la condguiente disminucion dd pH. La soluddon a ambes
Stuaciones consste en aumentar d suminisro de oxigeno d tgido, para lo cud
debe producr una vesodilatacion, en la cud d Oxido nitrico juega un papd
fundamentdl.

FPor qué no etd aumentada la actividad xantina Oxidoreductasa en los
homogenados de musculo y eorta de los animades sometidos a gercicio fisco
agotador? El gercicio fisco d que han sdo sometidos los animdes es un gercicio
fisco agudo, mientras que € envegecimiento es un proceso crénico. S entrendamos
a los animdes durante un tiempo, poshblemente observariamos que d entrenamiento
provoca un aumento de la xantina Oxidoreductasa en  mismo sentido en d que lo
provoca € envgecimiento. A favor de la importancia de dxido nitrico en d gercicio
fisco etd d hecho de que d entrenamiento aumenta la expreson de la SOD
extracdular en vasos sanguineos.  Los autores interpretan este hecho como un sstema
de neutrdizacion dd radicd superOxido para evitar que interaccione con d Oxido
nitrico formado por la NOS, congguiendo asi que haya mayor concentracion de ése
y por tanto mayor efecto vasoregulador (Fuka y cols, 2000). Al mismo tiempo s
consgue evitar la formacion de peroxinitrito. Edta regulacion de la SOD <e lleva a
cabo inicidmente por @ &xido nitrico a través de la via de la guanilaio cidasay a
través de | as vias dependientes de laM AP-kinasa p38.

El hecho de que la XDH sea més ficaz en la sintesis de Oxido nitrico y que no
forme radicd superdxido la hace una enzima beneficiosa para luchar contra la
aeroxleross.  Sin embargo, la XO que da lugar a radicd superdxido es una enzima

221



Discusion

que a priori es perjudidd, ya que neutrdiza la accon dd Oxido nitrico y ademés
produce radicd superdxido y agua oxigenada que provocan edrés oxidativo. Td
COMO S muestra en nuestros resultados, la aorta de los animaes vigos presenta una
mayor actividad totd XOR, y un mayor porcentge de actividad XO con respecto a la
actividad totd. Egto se traduce en una mayor produccion de radica superdxido, ta
como e puede observar en d gpartado de resultados.  Otros autores coinciden a la
hora de demostrar que la aorta de rata viga produce més radica superdxido que la
aorta de rata joven (Ceszar y cols, 2002, Hamilton y cols, 2001; van der Loo y cals,
2000). La aorta viga relne unas caacteridicas favorables para desarrollar
aeoxcleross, dexde € punto de vida dd edrés oxidativo, més favorables que la
aorta de animdes jovenes. Edta afirmacion estaria de acuerdo con € hecho de que la
actividad xantina oxidasa en pacientes con coronariopatia esta elevada con respecto a
agquellos sn enfermedad (Harrison y cols, 2003). También se ha observado que los
pacientes con insUficencia cardiaca crénica presenta hiperuricemia debido a una
digminucion dd flujo sanguineo periférico, d cud mgora tras la adminigracion de
dopurinal, un inhibidor sdectivo de la XOR (Doehner y cols, 2002). Estos mismos
autores comprueban que la administracion de dopurinol mgora la vasodilatacion
dependiente dd endotelio, pero no la independiente de éde, 1o cud apoya nuestra
hipdtesis de que es € endotdio, que es donde se ubica la xantina Oxidoreductasa,
juega un pape importante en la regulacion dd flujo sanguineo tanto en d gerdcio
como en & envegecimiento.

Que @ edrés oxidaivo edd vinculado d gercicio fidco es dgo que esta
universlmente aceptado. Que d edrés oxiddivo eda vinculado d envgecmiento
también estda ampliamente aceptado, independientemente de que sea la causa 0 no.
Que la xantina dxidoreductasa contribuye d edtrés oxidativo en € gercicio fisico,
también exd cada vez més aceptado. Nosotros proponemos agui que la xantina

Oxidoreductasa contribuye a estrés oxidativo asociado d enveecimiento.
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6. CONCLUSONES.

1. Se raifica que d gercicio fidco agotador provoca un aumento de la
actividad plaamndica de ewimas intracdulares dd mlsculo tato en

animaes jOvenes como en vigos.

2. H envgecimiento se asocia a edtrés oxidativo en sangre, en higado y
en musculo esque ético.

3. El gerdicio fisco agotador provoca un aumento del estrés oxidetivo en

sangre. Este es mayor en animales vigos que en jovenes.

4. El gercicio fisgco agotador provoca un aumento del estrés oxidativo en

musculo, de igud magnitud en animaes vigos que en jovenes

5. El gercicio fisco agotador aumenta € estrés oxidativo en higado de

animaes jOvenes, mientras que en vigos no cambia

6. El envgedmiento s asoda a una mayor actividad xantina oxidasa en
plasma, misculo esquelético y aorta Este aumento en la actividad s
corresponde con un aumento de la expreson proteica de la enzima,

tanto en musculo como en aorta.

7. Los vasos sanguineos de animdes vigos presentan una mayor
produccion de radicad superdxido por la xantina oxidasa que los

animaesjovenes.

8. El gerdido fisco agotador provoca un aumento de la actividad xantina
oxidasa, s0lo en plasma, y ademéas s0lo en animaes jovenes.
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