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RL: Radical libre
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Resumen

€l endotelio vascular permite el paso de moléculas hacia los érganos y tejidos, la coagulacion
sanguineaq, la liberacién de agentes vasoactivos y la angiogénesis. €stas funciones se reali-
zan con la participacién de moléculas que llegan a la célula endotelial o por las que son
producidas por esta misma. Recientemente se ha encontrado que los radicales libres pueden
modular la actividad del endotelio y no se sabe con exactitud si son causa o consecuencia de
patologias relacionadas con el sistema vascular. €n enfermedades como la aterosclerosis,
diabetes e hipertensién arterial participan la disfuncién del endotelio vascular, los radicales
libres, las especies reactivas de oxigeno, nitrégeno y cloro. Dichas moléculas provienen de
varias fuentes de oxidacidn como son las enzimas NAD(P)H-oxidasa, xantina oxidasa, éxido
nitrico sintasa, mieloperoxidasa, lipooxigenasa. La determinacién de las especies reactivas se
puede realizar mediante varios métodos que han adquirido gran importancia como herra-
mientas en el sequimiento de las enfermedades crénico-degenerativas.

Palabras clave: Disfuncidon endotelial, estrés oxidativo.
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Abstract

In the vascular endothelium to cross molecules, the blood coagulation is carried out, the
production of vasoactives agents and angiogenic process. This functions are realized with the
participation of substances circulating or in situ synthesized. Recently, has been found that
free radicals can modulate the activity of endothelium and it is unclear if these are cause or
consequence of pathologies relationed with vascular system. In diseases such as atheroscle-
rosis, diabetes and hypertension include vascular endothelivm dysfunction, which is related
with free radical and reactive oxygen, nitrogen and chlorine species. The source of those
species can be NADP(P)H-oxidase, xantine oxidase, nitric oxide synthase, mieloperoxidase,
lipooxygenase, mitochondrial metabolism and transition metals. To determinate of reactive
species can be through direct identification of free radical using electron paramagnetic reso-
nance, assessing damage produced and measuring antioxidant capacity. All of these tests
have acquired importance like tools in chronic degenerative diseases assessment.

HKey words: Oxidant stress, endothelial dysfunction.
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€l endotelio vascular es una estructura que reviste el inte-
rior de los vasos sanguineos y posee diversas funciones,
tales como: permitir el paso de moléculas hacia los érga-
nos y tejidos, la coagulaciéon sanguineaq, la liberaciéon de
agentes vasoactivos y la angiogénesis. €stas funciones se
realizan con la participacién de moléculas, entre las que se

encuentran receptores acoplados a proteinas G (que tie-
nen diversos efectos), la prostaciclina (inhibe la agrega-
cién plaquetaria), la endotelina (accidén vasoconstrictora);
el 6xido nitrico (vasodilatador), entre otras moléculas.'?
Las células endoteliales responden a diferentes esti-
mulos, como la presién sanguinea, la hipoxia y radicales
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libres. Los radicales libres participan en diversas funcio-
nes bioldgicas, por ejemplo activan a las proteinas AP-1,
AP-2 que modulan la proliferaciéon celular y la morfogéne-
sis; aunado a lo anterior se sabe que las especies reacti-
vas de oxigeno (ROS) son capaces de modular las PKC
(proteina cinasa C), que influyen en el crecimiento celular,
activacion de citocinas y en la angiogénesis, procesos que
cuando se intensifican dan origen a diferentes patologias
relacionadas con el lecho vascular como son la aterogé-
nesis e hipertensién. €sto se debe a que los radicales de
oxigeno actlan aumentando la expresién de endotelina-1
(€T-1), oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF).?

Como ejemplo de patologias que estdn relacionadas
con la disfuncién endotelial y estrés oxidativo se encuen-
tra el sindrome metabdlico pre-diabético, esta es una
patologia que se caracteriza por presentar niveles eleva-
dos del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) teniendo
como consecuencia el incremento de especies reactivas
de oxigeno.* €n este mismo sentido se ha identificado
que en las coronariopatias estdn elevados los niveles
de NAD(P)H oxidasa, una fuente de especies reactivas
de oxigeno.®

Conrelacion a la hipertensiéon se ha encontrado que ésta
se eleva por la accién de radicales libres, debido a que
inhiben la produccién del dxido nitrico en el endotelio.®”
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€s indudable que tanto las ROS como las de nitrégeno
(RNS) estdn asociadas con el dafo encontrado en las pare-
des vasculares,? existiendo a la fecha controversia en si
son origen o consecuencia de las patologias, ya que exis-
ten datos experimentales que soportan ambas teorias, in-
dependientemente de eso, las principales fuentes de pro-
duccién de oxidantes en la pared vascular son (Figura 1):

1) NAD(P)H oxidasas (Nox). Neutréfilos, monocitos, macré-
fagos, fibroblastos de la adventicia, células de mUsculo
liso vascular y células endoteliales contienen enzimas
NAD(P)H oxidasas asociadas a la membrana plasmatica,
estas enzimas utilizan NADH o NAD(P)H como donadores
de electrones para generar superéxido.’

2) Xantina oxidasa. €sta enzima utiliza xantina o hipoxan-
tina para originar &cido Urico, existe en dos formas a)
Deshidrogenada, que origina NADH y b) Oxidasa que
genera superdxido.'®

3) Sintasa de 6xido nitrico (NOS). NOS endotelial es
un homodimero, cada mondmero estd constituido por
un dominio de reductasa (con sitios de enlace para
NADPH, FAD y FMN) y por un dominio oxigenasa (con-
teniendo Zn, tetrahidrobiopterina, hemo y L-arginina)
que estan unidas por una regién a la que se enlaza la
calmodulina. €n ausencia de cofactores, tales como la
tetrahidrobiopterina eNOS puede desacoplarse y redu-
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Figura 1. Fuentes endoteliales de radi-
cales libres.
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cir oxigeno molecular en lugar de transferir electrones
a la arginina y por esta razén generando superdxido.™!

4) Mieloperoxidasa. €sta es una hemoenzima que catali-
za la conversién de Cl'a acido hipocloroso (HOCI), el
sistema puede originar 3 clorotirosina, clorohidrinas de
colesterol y dcidos grasos y radicales tirosilos que pue-
den participar en la oxidaciéon secundaria de LDL.

5) lipooxigenasas. Son enzimas dioxigenasas que catali-
zan la insercion estereoespecifica de oxigeno molecu-
lar en acidos grasos poliinsaturados. Doce y 15 lipo-
oxigenasa oxigena Acidos grasos esterificados con
colesterol y fosfolipidos, in vitro 15-lipooxigenasa pue-
de oxidar LDL a través de mecanismos enzimaticos di-
rectos y de reacciones no enzimdticas indirectas. '

6) Respiracion mitocondrial. Como producto lateral del flu-
jo de electrones a través de la cadena de transporte
electronico mitocondrial, 1-2% del oxigeno molecular
puede ser convertido a superdxido, esto sucede prima-
riamente a nivel complejo | (NADH deshidrogenasa) y
del complejo lll (ubiquinona-citocromo bc1).'°

7) Metales de transiciéon. Metales como fierro y cobre son
catalizadores fuertes para reacciones de oxidacién en
la presencia de hidroperoxidos.

8) Otros oxidantes. A los radicales lipoperoxilo se les propo-
ne como los principales mediadores de lipoperoxidacion.

€l establecer la participacion precisa de las especies reac-
tivas requiere de la habilidad para medirlos, ya sea direc-
tamente o mediante la evaluacién del dafo que causan.

Para estudiar su funcién, es necesaria la medicion de sus
concentraciones en liquidos bioldgicos o en muestras de te-
jidos, pudiendo emplearse al menos 3 grandes abordajes:

Atraparlos y medir la concentracion de las moléculas
resultantes. La Unica técnica que puede evaluar directa-
mente la presencia del radical libre (RL) o especie reactiva
(€R) es la resonancia magnética de espin electrénico
(RME€E€)." Con esta técnica se pueden detectar directa-
mente radicales libres que no han reaccionado, sin em-
bargo, dada su corta vida media esto es imprdctico. Para
resolver esta problemdtica se ha implementado el uso de
sondas o barredores de radicales.

Cuantificar la magnitud del dano producido por las es-
pecies reactivas. Las principales biomoléculas (ADN, lipi-
dos y proteinas) son blanco del ataque de los radicales
libres.™ €l andlisis del dafo oxidativo del ADN es de alta
relevancia biolégica y se le ha relacionado con el desarro-
llo de neoplasias y otras patologias asociadas. '

La lipoperoxidacion da como resultado formacién de hi-
droperodxidos de lipidos altamente reactivos.'®

Una de las técnicas mds utilizada para la cuantificaciéon
del dafo oxidativo en lipidos es la evaluacién de las sus-
tancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBA),'” sin em-
bargo, dada su inespecificidad, estd casi en desuso. Las
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variaciones mds comUnmente utilizadas son la cuantifica-
cién del malondialdehido (MDA) y del 4 hidroxinonenal
(4-HNE€), en la actualidad la cuantificacién de los isopros-
tanos, familia de eicosanoides de origen no enzimatico
producidos por la oxidacién de fosfolipidos por AL de oxi-
geno, ha adquirido relevancia.'

Por otro lado, el ataque oxidante a los aminodcidos
constituyentes de las proteinas es un proceso altamente
complejo que puede generar a su vez, radicales de ami-
nodcidos, que pueden reaccionar entre si o con oxigeno
para originar radicales peroxilo que a través de la forma-
cién de perdxidos dan reacciones en cadena perpetuando
el dafo. La cuantificacién de ditirosinas y 3-nitrotirosina, '’
ha adquirido recientemente gran relevancia. La cuantifica-
cién de carbonilos se emplea también para evaluar dafo
oxidante en proteinas.'

Cuantificar la actividad antioxidante. Otro abordaje para
la evaluaciéon de estrés/dano oxidante emplea métodos in-
directos, basados en la capacidad alterada del organismo
para modular la concentraciéon incrementada de RL o €R.

Un enfoque para dicha evaluaciéon compara la actividad
de un antioxidante de referencia (trolox) con la actividad
antioxidante encontrada en plasma u orina, con esta me-
todologia se evalian como un todo, las actividades de las
enzimas dismutasa de superdxido (SOD), catalasa (CAT)
y peroxidasa de glutatién (GSHPox), de proteinas como:
albumina, ceruloplasmina y ferritina, y de moléculas con
capacidad antioxidante tales como &cido ascorbico, o-to-
coferol, B-caroteno, glutatiéon reducido, acido Urico y bili-
rrubina. Un enfoque alternativo analiza por separado la
actividad de las enzimas mencionadas y la concentraciéon
de glutation.™

La evaluacién del dafo oxidante estd adquiriendo gran
relevancia y en un futuro cercano seguramente podra ser
utilizada para el seguimiento de las enfermedades crénico-
degenerativas como por ejemplo el sindrome metabdlico.

BIBLIOGRAFiA

1. Vanhoutte PM. €ndothelial control of vasomotor function
from health to coronary disease. Circ J 2003; 67: 572-
575.

2. Hammarstro AKM, Parkington HC. €ndothelium-dependent
hyperpolarization in resting and depolarized mammary and
coronary arteries of guinea-pigs. Br J Pharmacol 1999;
126: 421-428.

3. Pavlovic D, Dordevic V, Kocic G. A “Cross-Talk” between
oxidative stress and redox cell signaling. Facta Universita-
tis 2002; 9(2): 131-137.

4. Picchi A, Gao X, Belmadani S, Potter BJ, Focardi M, Chilian
WM, Zhang C. Tumor necrosis factor-{alpha} induces en-
dothelial dysfunction in the prediabetic metabolic syndro-
me. Circ Res 2006; 99(1): 69-77.



236

10.

11.

Guzic TJ, Sadowski J, Guzic B, Jopeck A, Kapelak B, Przyb-
ylowski P, Wierzbicki K, Korbut R, Harrison DG, Channon
KM. Coronary artery superoxide production and Nox iso-
form expression in human coronary artery disease. Athe-
rosclerosis and lipoproteins 2006; 26(2): 333-339.
Lenda D, Boegehold M. €ffect of a high salt diet on micro-
vascular antioxidant enzymes. Journal of Vascular Resear-
ch 2002; 39(1): 41-50.

Yang D, Felétou M, Boulanger CM, Wu HF, Levens N, Zhang
JN, Vanhoutte PM. Oxygen-derived free radicals mediate
endothelium-dependent. British Journal Pharmacol 2002:
136: 104-110.

Halliwell B, Whiteman M. Measuring reactive species and
oxidative damage in vivo and in cell culture: how should
you do it and what do the results mean? British J Pharma-
col 2004; 142: 231-255.

Sumimoto H, Miyano K, Takeya R. Molecular composition
and regulation of the Nox family NAD(P)H oxidases. Bio-
chem Biophys Res Commun 2005; 9: 677-686.

Olivera PJ, Rolo AP, Monteiro P, Goncalves L, Palmeira CM,
Moreno AJ. Impact of carvedilol on the mitochondrial da-
mage induced by hypoxantine and xantine oxidase what
role in myocardial ischemia and reperfusion? Rev Port Car-
diol 2002; 21: 1447-1455.

Suzuki YJ, Jain V, Park AM, Day RM. Oxidative stress and
oxidant signaling in obstructive sleep apnea and associa-

Guillermo Ceballos Reyes y cols. Estrés oxidativo y endotelio

ted cardiovascular diseases. Free Radic Biol Med 2006;
15: 1683-1692.

. Gaddi R, Cicero AF, Pedro €J. Clinical perspectives of anti-

inflammatory therapy in the elderly: the lipooxigenase
(LOX)/cyclooxigenase (COX) inhibition concept. Arch Ge-
rontol Geriatr 2004; 38: 201-212.

. Utsumi H, Yamada K. In vivo spin resonance-computed tomo-

graphy/nitroxyl probe technique for non-invasive analysis of
oxidative injuries. Arch Biochem Biophys 2003; 416: 1-8.

. Kaur H, Halliwell B. Detection of hydroxyl radicals by aro-

matic hydroxylation. Methods €nzymol 1994; 233: 67-82.

. Mikami T, Kita K, Tomita S, Qu GJ, Tasaki ¥, Ito A. Is allantoin in

serum and urine a useful indicator of exercise-induced oxida-
tive stress in humans? Free Rad Res 2000; 32: 235-244.

. Roberts U, Morrow JD. Products of the isoprostane pa-

thways: unique bioactive compounds and markers of lipid
peroxidation. Cell Moll Life Sci 2002; 59: 808-820.

. Frost MT, Halliwell B, Moore KP. Analysis of free and pro-

tein-bound nitrotyrosine in human plasma by a gas chro-
matography/mass spectrometry method that avoids ni-
tration artifacts. Biochem J 2000; 345: 453-458.

. Chevion M, Berenshtein €, Stadtman €R. Human studies

related to protein oxidation: protein carbonyl content as
a marker of damage. free Rad Res 2000; 33: S99-S108.

. Kaur H, Halliwell B. Action of biological-relevant oxidizing

species upon uric acid. Identification of uric acid oxidation
products. Chem Biol Interact 1990; 73: 235-247.



