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Introduccion

1.- ENFERMEDADES INTERSTICIALES DIFUSAS DE PULMON.

Bajo el término de enfermedades intersticiales difusas del pulmoén
(EIDP) (también denominadas neumopatias intersticiales difusas o
enfermedades fibrosantes del pulmoén), se agrupan un gran numero de
procesos respiratorios normalmente subagudos y cronicos, que se
caracterizan por comprometer difusamente el parénquima pulmonar,
afectando primordialmente al intersticio y a los espacios alveolares, aunque
muchas de ellas también producen lesiones de vias aéreas periféricas. A
pesar de su gran heterogeneicidad, las EIDP pueden agruparse porque
presentan rasgos clinicos, radiologicos y funcionales similares. (Selman M,

1996; Gross TJ et al., 2001; Talmadge E, 2005).

La incidencia y prevalencia de este tipo de enfermedades fibrosantes
del pulm6n no se conoce con precision, debido fundamentalmente a que
constituyen un grupo extraordinariamente heterogéneo, para su diagnostico
se requiere un buen grado de sospecha clinica y las estadisticas son poco
fiables en la mayoria de los paises en vias de desarrollo. De esta manera, la
magnitud del problema se desconoce. Suele afectar a la poblacion
comprendida entre los 50-70 afos (Kamp DW et al., 2003). Se estima que
la prevalencia en los Estados Unidos es de al menos 10 casos por 100000

habitantes (Selman M, 1996, American Thoracic Society, 2002).
1.1.- ETIOLOGIA.
La etiologia de las EIDP es muy variada. En la actualidad se conocen

mds de 180 causas diferentes, aunque sélo en el 35-45% de los casos es

posible identificar el agente causal (Selman M, 1996; Xaubet A et al., 2000;
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Talmadge E, 2005). En relacion con su etiologia, las enfermedades

intersticiales se dividen en dos grandes grupos:

1.1.1.- Enfermedades de etiologia desconocida.

Fibrosis pulmonar idiomaética.
Sarcoidosis.
Asociadas a colagenosis.
LES.
AR.
Esclerodermia.
Sindrome de Sjogren.
Polimiositis-dermatomiositis.
Sindrome de hemorragia pulmonar.
Hemosiderosis pulmonar idiomatica.
Sindrome de Goodpasture.
Trastornos hereditarios.
Esclerosis tuberosa.
Neurofibromatosis.
Enfermedad de Niemann-Pick.
Enfermedad de Gaucher.
Sindrome de Hermansky-Pudlak.
Histiocitosis X.
Linfangioleiomatosis.
Sindromes pulmonares idiopéticos.
Trastornos infiltrativos linfocitarios.
Neumonia intersticial linfocitica asociada a enfermedades
colageno-vasculares.
Neumonia eosinéfila crénica.
Espondilitis anquilopoyética.
Enfermedad venooclusiva.
Proteinosis alveolar.
Vasculitis granulomatosas.
Granulomatosis de Wegener.

Granulomatosis de Churg-Strauss.
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Granulomatosis linfomatosa.

Granulomatosis bronquiocéntrica.

1.1.2.- Enfermedades de etiologia conocida.

Inhalaciones ocupacionales y medioambientales.
Polvos organicos.
Polvos inorgénicos.
Gases, vapores y aerosoles.
Féarmacos.
Venenos.
Radiaciones.
Secuelas del sindrome de dificultad respiratoria del adulto.
Agentes infecciosos.
Patologia cardiaca.
Alteraciones metabdlicas.

Neumonitis por hipersensibilidad (polvos orgédnicos).

1.2.- PATOGENIA.

La secuencia de los eventos que preceden y acompafian el excesivo
deposito de coldgeno en el pulmodn, caracteristica bioquimica de las EPDI,

no se conoce con precision.

Las alteraciones patoldgicas afectan fundamentalmente, a las
estructuras celulares y moleculares que forman parte del parénquima
pulmonar y provocan la destruccion de las unidades alveolo-capilares con

cambios irreversibles en la arquitectura y funcién de este 6rgano.

Aunque el agente o las circunstancias iniciadoras pueden ser
variables y muchas de ellas son desconocidas, las respuestas inmuno-

patdégenas del tejido pulmonar son limitadas, de tal forma que los
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mecanismos iniciales de la lesion, el desarrollo de alveolitis y los intentos
de reparacion que producen fibrosis, tienen rasgos comunes (Xaubet A et

al., 2000; KampDW et al., 2003; Selman M, 2004; Talmadge E, 2005).

1.2.1.- El parénquima pulmonar normal.

1.2.1.1.- Poblacion celular.

El pulmén adulto normal contiene aproximadamente 300 x 10°
alvéolos que cubren una superficie de 100 m”. El epitelio alveolar estd
compuesto por dos diferentes tipos celulares; neumocitos tipo I (cubren
alrededor del 95% de la superficie alveolar, favoreciendo el intercambio
gaseoso) y neumocitos tipo II (cubren el 5% restante, son progenitoras

de neumocitos tipo I y son los responsables de sintetizar el surfactante).

En el espacio intersticial se encuentran las células mesenquimatosas,
entre las cuales se incluyen: fibroblastos (responsables, principalmente, de
la sintesis de la matriz intersticial); pericitos y miofibroblastos (estos dos

tipos celulares sin funciones bien definidas).

Normalmente, entremezcladas o recubriendo a los alveolos existen
células inmunitarias como macrofagos intersticiales, macréfagos
alveolares, monocitos intersticiales, linfocitos y células inflamatorias, como
polimorfonucleares y eosindfilos. En la poblacion linfocitaria, la
proporcion entre células T CD4 colaboradoras y células T CDS8 supresoras/
citotoxicas es de 1.5 aproximadamente (Selman M, 1996; Talmadge E,

2005).
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1.2.1.2.- Matriz intersticial.

Los principales componentes de esta estructura macromolecular
(matriz extracelular) son las coldgenas, fibras elasticas, proteoglicanos y

fibronectina.

En el parénquima pulmonar normal se encuentran al menos cinco
tipos diferentes de fibras coldgenas, de las cuales las mas abundantes son
las tipo I y III (proporcion 2:1). Las fibras elasticas son cruciales para las
propiedades mecdnicas del pulmén. Los proteoglicanos son de especial
importancia para la manutencién de la estructura y funcion del 6rgano. La
funcién de la fibronectina, atin no estd muy aclarada, se le ha atribuido un
cierto papel sobre formacion, adhesion y migracion celular (Hay ED,

1981).

1.2.2.- Patogénesis de la fibrosis pulmonar difusa.

Dependiendo del agente agresor, cualquier célula del parénquima
pulmonar puede ser dafiada o estimulada y la respuesta pulmonar
representa un balance entre el tipo de células afectadas, la magnitud de la
agresion y el comportamiento de los mecanismos de defensa iniciados por
el dafo. En términos generales, el dafio puede iniciarse con la necrosis del
epitelio y/o endotelio capilar, aumento de la permeabilidad de los
neumocitos tipo I y células endoteliales adyacentes, o con la estimulacion
exagerada de células inflamatorias o inmunocompetentes (Strieter RM,
2002). Especial importancia presenta la pérdida de integridad de las
membranas basales; lo cual facilitaria la salida de fibroblastos a los
espacios alveolares y representaria un estimulo para la fibrogénesis tanto

intersticial como intraalveolar. El estimulo desencadenante es probable que
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pueda iniciar una respuesta inmunitaria (Sueiro A et al., 1998; Xaubet A et
al., 2000; Talmadge E, 2005). Este hecho se refleja en un aumento de las
subclases de IgG, IgG1 e IgG3, un aumento de células secretoras de IgG y
por la formacién de inmunocomplejos, detectables en el suero y pulmén de
estos pacientes (Alvarez-Sala R et al., 1993; McNee I et al., 1995; Sueiro A
et al., 1998; Xaubet A et al., 2000; Talmadge E, 2005). La presencia dentro
de las estructuras alveolares de estos inmunocomplejos, podria iniciar y
mantener la respuesta inflamatoria al atraer varias poblaciones celulares
(Alvarez-Sala R et al., 1993; Sueiro A et al., 1998; Strieter RM et al.,
2002).

Los macréfagos son los componentes celulares esenciales en la
respuesta inflamatoria y en la fibrosis. En la etapa inicial (de alveolitis),
son fagocitos activos y los encargados de segregar “factores” que
contribuyen al reclutamiento de células inflamatorias en el sitio de la lesi6n
y “factores” que contribuyen a la adhesion de dichas células (Sueiro A et
al., 1998; Selman M et al., 2004). Entre los factores secretados se
encuentran: factor B de crecimiento transformador, factor de necrosis
tumoral (TNF), factor de crecimiento plaquetar, IL-1, IL-6, interferén y
factor de crecimiento tipo insulina (Persoons JH et al., 1995; Nakamura H
et al., 1995; Homma S et al., 1995; Whyte m ET AL., 2000). La lesion
pulmonar seria el resultado de la accion de las citoquinas macrofagicas
descritas, diréctamente TNF o a través del reclutamiento y activacion de

neutrofilos y otras células (Selman M, 1996, Talmadge E, 2005).

Las citoquinas producen un dafio directo sobre los neumocitos
pulmonares y la exudacion de fibrina hacia el espacio alveolar. Los
neumocitos tipo II activados, revisten los septos alveolares fibréticos e

intervienen el la reparacion del revestimiento epitelial alveolar; producen
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surfactante, liberan citoquinas in situ que intervienen en la regulacion de la
fibrogénesis y expresan TNF, citoquina esta muy importante ya que
estimula la adherencia y extravasacion celular del endotelio y produce

factores quimiotacticos para neutréfilos (IL8, CSF) (Selman M, 2004).

Los linfocitos T citotoxicos, eosinofilos y fibroblastos, al igual que
los macréfagos, son también células protagonistas en el curso de la
enfermedad, mediante la liberacion de citoquinas fibrogénicas como el
factor transformador de crecimiento, leucotrienos B4 y C4, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, factor I de crecimiento insulina-like

y eicosanoides (Selman M, 1996, Sueiro A et al., 1998).

El factor transformador de crecimiento liberado por macréfagos y
células epiteliales, incrementaria la sintesis de coldgenas (tejido conectivo)
por los propios fibroblastos y activaria la expresion de los genes
codificadores de proteinas del tejido conectivo y de inhibidores de
proteasas, contribuyendo decisivamente a la instauracion de la fibrosis

(Selman M, 1996).

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas ha demostrado ser
un potente inductor en la proliferacion de fibroblastos. Este factor de
crecimiento se encuentra aumentado en pulmones fibréticos, mientras que

es indetectable en pulmones normales (Selman M, 1996).

La hiperproduccion de leucotrienos B4 y C4 estimularia la
proliferacion y quimioprofilaxis fibrobldstica, ademds de intervenir
directamente en la lesion pulmonar como quimioticticos para neutrofilos

(Lesur O et al., 1995; Oda H et al., 1995).
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En los ultimos afios, ha tomado especial relevancia el efecto de los
oxidante/antioxidantes en la patogenia de las EIDP, asi como en otros
procesos respiratorios. La secrecion de oxidantes estd incrementada y se
lleva a cabo por los macréfagos alveolares y neutrdfilos activados. El
hecho responsable de incrementar esta secrecion de oxidantes, parece ser la
presencia de inmunocomplejos en los pulmones de estos pacientes
(Hunninghake G et al., 1995; MacNee W et al, 1995; Peterson M et al.,
1998; Yucesoy B et al., 2005).

El papel de los oxidantes en el desarrollo de fibrosis pulmonar no
estd del todo aclarado. Han sido implicados en una lesion directa sobre el
epitelio pulmonar (McNee W et al., 1995; Mastruzzo C et al., 2002;
Talmadge E, 2005); asi como en un aumento de la permeabilidad de dicho
epitelio (MacNee W et al., 1995; Talmadge E, 2005). Esta tltima accion ha
quedado en discusion dado que se ha objetivado que la generacién de
oxidantes en una fibrosis pulmonar inducida por asbestos no aumenta la

permeabilidad del epitelio pulmonar (Peterson M et al., 1998).

Se ha comprobado, un importante desequilibrio en el tracto
respiratorio inferior, entre oxidantes/antioxidantes, a favor de los primeros,
en pacientes con fibrosis pulmonar (Hunninghake G et al., 1995; McNee W
et al., 1995; Peterson M et al., 1998; Mastruzzo C et al., 2002).

1.3.- HISTOPATOLOGIA.
Se ha tipificado la EIDP en cinco categorias histopatoldgicas (Sueiro

A et al., 1998; Selman M et al., 2001; Khalil N et al., 2004). Algunas de

ellas parecen corresponder a distintas fases del mismo proceso:
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1.3.1.- Neumopatia intersticial descamativa.

Se caracteriza por un acimulo masivo de macrofagos alveolares
dentro de los espacios alveolares, con frecuentes mitosis y rodeados por
septos uniformemente engrosados revestidos por neumocitos. Un rasgo
distintivo de la neumonia intersticial descamativa es la afectacion difusa,

con un patron uniforme de fibrosis rodeando a los macréfagos alveolares.

1.3.2.- Neumopatia intersticial comiin o usual.

Muestra mayor heterogeneicidad patolégica y mayor grado de
fibrosis asociada al componente inflamatorio, con una importante
sustitucion irregular de la pared septal alveolar por coldgeno maduro, con
colapso de la estructura alveolar y formacion de zonas quisticas revestidas
de células metaplésicas (pulmoén en panal). La presencia de proteoglicanos
y acido hialurénico aumentados en zonas de fibrosis inicial, adyacentes a
las de colapso alveolar activo, es caracteristica de la neumonia intersticial
comun. El aumento de coligeno pulmonar total que se constata en la

neumonia intersticial comun es de tipo I, que predomina sobre el tipo III.

1.3.3.- Neumopatia intersticial linfoidea.

Predomina el componente linfocitario intersticial que infiltra los
septos junto a eosindfilos y macréfagos. La fibrosis que acompafa este
proceso puede ser de intensidad leve a moderada, uniforme y respeta los
limites del septo alveolar. Se pueden observar granulomas no caseosos en

la neumonia intersticial linfoidea.
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1.3.4.- Neumonitis intersticial no especifica.

Habitualmente asociada a enfermedades conectivo-vasculares y a
dafo pulmonar inducido por farmacos. Se caracteriza por una mezcla de
fibrosis intersticial e inflamaciéon poco uniforme. No hay evidencia de

colapso pulmonar importante o sustitucion por tejido conectivo denso.

1.3.5.- Neumonia intersticial aguda.

Se caracteriza por una combinacion de fibrosis intersticial y edema
asociados a una hiperplasia de células neumocitos tipo II, junto a una

proliferacion de fibroblastos con una pequefia deposicion de coldgeno.

1.4.- CLINICA.

Dado que el curso clinico suele comenzar de forma insidiosa, Es

esencial realizar una historia laboral detallada en caso de sospecha.

Las principales manifestaciones suelen ser disnea de esfuerzo y tos
seca 0 con expectoracion mucosa escasa. La hemoptisis es muy rara, salvo
en los sindromes pulmonares hemorragicos (hemosiderosis, sindrome de
Goodpasture); en la enfermedad pulmonar veno-oclusiva y en la
linfangioleiomatosis (Selman M, 1996). Algunos pacientes pueden
presentar sintomas sistémicos incluyendo, entre otros, fiebre, artralgias,
fendmeno de Raynaud, anorexia y pérdida de peso. Estos hallazgos clinicos
no se suelen correlacionar con ninglin proceso histopatolégico en
particular, aunque la cianosis y las acropaquias son mas caracteristicos de
estadios fibroticos finales (Selman M, 1996; Sueiro A et al., 1998;
American Toracic Society, 2002).
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Por lo general, pasan meses o afios entre el comienzo de la disnea de
esfuerzo y su progresion hasta la disnea de reposo, apareciendo la clinica
de insuficiencia respiratoria, hipertension pulmonar y cor pulmonale en

estadios finales (American Toracic Society, 2002).

La exploracion fisica, puede no ser reveladora en estadios iniciales.
A medida que avanza la enfermedad, aparecen estertores secos o durante la
inspiracion, principalmente en las bases pulmonares. En estadios avanzados
existe taquipnea de reposo, cianosis y acropaquias en las manos y pies,
junto a cor pulmonale, con signos de hipertension pulmonar (acentuacion
del segundo tono pulmonar o desviacion del impulso apical a la derecha) y

finalmente signos de insuficiencia cardiaca derecha (Talmadge E, 2005).

1.5.- DIAGNOSTICO.

Las bases fundamentales para el diagnostico de la EIDP son:

El grado de sospecha clinica.

El interrogatorio cuidadoso de la historia ocupacional, ambiental, del

uso de medicamentos y ambientes familiares de enfermedades similares y

hereditarias.

Diagndéstico por imagen (Rx de térax, TAC, RNM...).

Alteraciones funcionales respiratorias tipicas.
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1.5.1.- Estudios de imagen.

1.5.1.1.- Radiografia convencional de torax.

A pesar de que la radiografia de torax posee escasa sensibilidad,
continua siendo valiosa en la deteccion de patologia pulmonar intersticial.
Uno de los primeros signos radioldgicos sugestivo de enfermedad
pulmonar del parénquima es la pérdida de nitidez de los vasos pulmonares

(Hansell D et al., 1991, Selman M, 1996).

La imagen en “vidrio deslustrado™, es un patron radioldgico que
aparece en estadios iniciales y sugiere la presencia de alveolitis
relativamente temprana y, por lo tanto, reversible (Selman M, 1996, Sueiro
A et al., 1998; Xaubet A et al., 2000; Talmadge E, 2005). A medida que
avanza la enfermedad, puede ir presentando uno o varios de los siguientes

patrones.

1) Patrén nodular:

Se caracteriza por lesiones esféricas, homogéneas, bien circunscritas
y de varios tamafios. Una forma de patron nodular esta representado por el
patrén miliar, en el cual los n6dulos son de pocos milimetros de didmetro.

La sarcoidosis, la silicosis y la talcosis suelen presentar este tipo de patron.

2) Patrén reticular:

Semeja una malla o red sobre el pulmon. El reticulo puede ser fino o
grueso y evoluciona hasta mostrar dreas quisticas de 5-10 milimetros de

didmetro visibles en el intersticio engrosado (“pulmén en panal”) y
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representa un pulmoén en estado terminal (Selman M, 1996, Sueiro A et al.,
1998; Xaubet A et al., 2000; Talmadge E, 2005). Todas las enfermedades
intersticiales difusas que progresan hacia fibrosis terminan dando este

patrén radioldgico, que es de muy mal prondstico.

Aunque tanto las imdgenes nodulares como reticulares pueden
observarse de forma pura, lo mas frecuente es encontrar una combinacion

de iméagenes que se denomina patrén reticulo-nodular.

3) Patrén lineal:

Es producido por el engrosamiento de los septos interlobares y el

intersticio perivenoso.

4) Patrén acinar:

Realmente es el patron alveolar clésico.

En general, la mayoria de las enfermedades intersticiales difusas

muestran disminucion radiografica de los volimenes pulmonares.

Exceptuando el “pulmén en panal”, la radiografia convencional de
torax se correlaciona pdbremente con el estadio de este tipo de

enfermedades y no ayuda a determinar un prondstico (Selman M, 1996).

Otras anomalias radiogrificas que se pueden observar en pacientes
con EIDP, de forma breve, son: derrame pleural, neumotorax,
cardiomegalia, derrame periciardico, adenopatias, nivel aire-liquido en

esofago, etc.
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1.5.1.2.- Tomografia axial computerizada (TAC).

La TAC permite determinar con mayor precision el tipo, la

distribucion y severidad de las anomalias del parénquima pulmonar.

En general se aconseja el uso combinado de la TAC convencional
con la TAC de alta resolucion porque, si bien la TAC de alta resolucion
origina una Optima visualizacion del parénquima pulmonar, puede perder
algunas anomalias, a menos que se realice también la TAC convencional.
Andlogamente, las imagenes de la TAC de alta resolucién pueden ser
dificiles de interpretar, si no se comparan con la TAC convencional

(Hansell D et al., 1991).

Las principales anormalidades que se pueden observar en las

distintas enfermedades intersticiales incluyen:

1) Imagen en vidrio despulido.

2) Im4genes nodulares.

3) Opacidades lineales irregulares.

4) Zonas de interconexién anormales entre bronquios, vasos 'y

pleuravisceral, con el parénquima pulmonar.

5) Imégenes quisticas.
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En términos generales, estas imdgenes se interpretan de la misma

manera que la radiografia convencional.

La densidad en “vidrio deslustrado” resulta de anomalias
morfologicas que reflejan, o un minimo engrosamiento del intersticio
alveolar, o un llenado de los espacios alveolares. La presencia de
opacidades en vidrio despulido en ausencia de dilataciones de las vias

aéreas por traccion es un indicador confiable de inflamacién pulmonar.

Los nodulos pulmonares intersticiales tienden a ser densos y bien
definidos. Nodulos pequefios, miliares, de 1 a 2 mm. de didmetro se pueden

observaren la sarcoidosis, silicosis, tuberosis...

Los pacientes con severa fibrosis y pulmén en panal también
muestran las llamadas bronquiectasias de traccién, que son 4reas

irregulares y tortuosas de dilatacion bronquial.

La TAC de alta resolucién aumenta la rentabilidad diagnoéstica de la
biopsia transbronquial y la biopsia pulmonar abierta, al poder discernir
correctamente las zonas mas afectas (Alvarez-Sala R et al., 1993, Sueiro A

et al., 1998).
1.5.1.3.- Resonancia magnética nuclear (RNM).

La aplicacion clinica de la RNM en las EIDP no se ha extendido,
principalmente, debido al movimiento fisiolégico de los pulmones en

inspiracion y espiracion, asi como la peculiar combinacion de aire y tejidos

que constituyen un pulmén, todo lo cual altera la calidad de la imagen.
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1.5.1.4.- Centellografia pulmonar.

Dos procedimientos no invasivos que utilizan radiois6topos y que se
han postulado para evaluar la “actividad” en las enfermedades intersticiales
difusas son la centellografia con galio-67 (*’Ga) y el andlisis de depuracién
del acido pentaacético de dietilenetriamina marcado con tecnecio-99-m

(*’mTc-DTPA).

1) Centellografia con galio-67:

Esta prueba es util para determinar la presencia y extension de la
inflamacién pulmonar y su respuesta al tratamiento, asi como para

identificar la presencia de alveolitis subclinica (Selman M, 1996).

El “’Ga no se acumula en los pulmones normales o su captacién es
minima, mientras que en condiciones patoldgicas pueden observarse
diversos grados de acumulacion. La principal célula responsable de la
captacién del *’Ga es el macréfago alveolar, aunque probablemente exista

una cierta incorporacion a los neutrofilos.

La centellografia con ®“Ga es muy sensible para evaluar la
inflamacion, pero no es diagndstica de ninguna EIDP en particular. Tiene
dudoso o ningun efecto prondstico al no correlacionarse con el grado de

fibrosis.

2) Andlisis de depuracion del acido pentaacético de dietilenetriamina

marcado con tecnecio-99m (991’1’1-TC-DTPA).
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Los aerosoles de ’mTc-DTPA han sido utilizados para evaluar la
pérdida de integridad del epitelio alveolar provocada por diferentes lesiones
pulmonares. Después de dos minutos de inhalacion del aerosol, la tasa de
aclaramiento en sujetos normales es de 2.49% por minuto y nunca
sobrepasa el 4% por minuto. En los pacientes con dano del parénquima

pulmonar, la tasa de aclaramiento se incrementa significativamente.

Este estudio es inespecifico para ser un indicador clinicamente util en
el estudio de este tipo de enfermedades (Selman M, 1996; Sueiro A et al.,
1998).

1.5.2.- Pruebas de funcion pulmonar.

El estudio de la funcion pulmonar reviste interés, principalmente, en

tres aspectos:

1) En la mayoria de los casos constituyen un elemento bésico para el
diagnostico. La alteracion de la funcion pulmonar puede ser la primera
manifestacion de esta patologia (15% de los casos), incluso antes de las

manifestaciones clinicas.

2) La exploracion funcional respiratoria se correlaciona bien con el
grado de desestructuracion del parénquima pulmonar; por tanto, constituye
una informacidn esencial para conocer la gravedad de estas enfermedades y

es una buena guia para el control evolutivo.

El patron espirométrico caracteristico de las neumopatias
intersticiales es la alteracion ventilatoria tipo restrictivo (no obstructivo),

caracterizada por la disminuciéon del volumen maximo espirado o
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capacidad vital forzada (FCV) con indemnidad de flujos espiratorios
maximos como el volumen de aire espirado durante el primer segundo de la
espiracion forzada (FEV1), o el flujo espiratorio maximo entre el 25 y el
75% de la FVC (FEV25-75%). Se observa una caracteristica elevacion del
cociente FEV1/FCV (>85%) (indice de Tiffeneau). Otra caracteristica es la
disminuciéon de la capacidad pulmonar total (TLC) y de las diferentes
subdivisiones de los volimenes pulmonares (Selman M, 1996; Sueiro A et

al., 1998; Xaubet A et al., 2000; Green F, 2002; Talmadge E, 2005).

Las alteraciones mas sensibles del funcionalismo pulmonar y del
intercambio gaseoso en este tipo de enfermedades incluyen el descenso de
la PaO2, un aumento del gradiente alveolo-arterial de oxigeno al esfuerzo y
una disminucién de la capacidad de difusion de monéxido de carbono en

respiracion unica (DLCO) (Tenholder MF et al., 1987; Green F, 2002).

Se ha objetivado que, excepto en el estadio de enfermedad avanzada,
existe una pobre correlacion entre la afectacion radiologica y los estudios
de funcién pulmonar incluyendo la espirometria y la DLCO. Se describen,
asimismo, casos con extensos infiltrados radioldgicos y leves alteraciones

de la funcién pulmonar (Sueiro A et al., 1998).

1.5.3.- Estudios analiticos.

Las pruebas de laboratorio son, en general, bastante inespecificas.
Normalmente se detecta un aumento de la velocidad de sedimentacion
globular y de las inmunoglobulinas (Ig), sobre todo de la IgG y, a veces, la
presencia de inmunocomplejos circulantes. Con frecuencia aparecen

también titulos aumentados de anticuerpos antinucleares (7-25%), factor
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reumatoide (14%), crioglobulinas (41%) y bajos niveles de complemento

(6%) (Alvarez-Sala, R. et al., 1993; Green F, 2002; Talmadge E, 2005).

La presencia de los marcadores inmunoldgicos anteriormente
descritos en suero no parece modificar la historia natural de la fibrosis
pulmonar idiopdtica y aparecen con mayor frecuencia en pacientes que

responden al tratamiento.

1.5.4.- Lavado broncoalveolar.

El lavado broncoalveolar (LBA), se ha propuesto, especificamente en
EIDP, como una prueba de utilidad para analizar la actividad inflamatoria y
fibrogénica, para tomar decisiones terapéuticas y evaluar el seguimiento de

la enfermedad.

Consiste, basicamente, en la introduccién de cierta cantidad de
liquido a través de un fibrobroncoscopio que llega hasta el parénquima
pulmonar. Este fluido posteriormente, se aspira y analiza. Recoge células
aproximadamente de un millon de alveolos. No permite recoger, sin
embargo, las células del intersticio, en el que predominan linfocitos T,
células plasmaticas, mastocitos y macrofagos con el fenotipo diferente a los
alveolares (Alvarez-Sala R et al, 1993). Es posible que en algunas
neumopatias intersticiales especificas las células obtenidas en el LBA,
reflejen realmente lo que estd ocurriendo en el parénquima pulmonar en su

conjunto, en tanto que en otras no (Selman M, 1996, Green F, 2002).

El LBA, si bien ha generado ciertos conocimientos sobre los
componentes celulares y moleculares intrapulmonares, asi como de algunos

eventos fisiopatoldgicos, su utilidad clinica en el estudio de las EIDP es,
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hasta la fecha, limitado. Se deberia realizar como otra prueba diagndstica
mads, antes de pasar a técnicas mds agresivas (Sueiro A et al., 1998; Green

F, 2000).

En condiciones normales y en sujetos no fumadores,
aproximadamente el 85-90% de las células, recuperadas por LBA, son
macrofagos alveolares, el 10-15% restante son linfocitos y los granulocitos
polimorfonucleares constituyen menos del 1%. El héabito tabaquico produce
cambios importantes en el nimero total de células inflamatorias, asi como
de sus proporciones porcentuales induciendo, generalmente, una

disminucién en el porcentaje de linfocitos (Selman M, 1996).

Una de las neumopatias intersticiales mds estudiadas con este
procedimiento ha sido la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI). Aparece un
aumento del nimero total de células inflamatorias en LBA. Frecuentemente
se observan alteraciones de dos o mads lineas celulares, entre las que
predomina la neutrofilia, asociada habitualmente a eosinofilia. Un 10% de
FPI pueden presentar linfocitosis y los mastocitos pueden también hallarse

en un 2-3% (Cherniak RM, 1990).

La eosinofilia en el LBA se presenta en un 45-50% de los casos
alcanzando hasta un 75% con microscopia electrénica. Su presencia parece
asociarse a una pobre respuesta a los corticosteroides, asi como a
enfermedad evolucionada; si bien algunos autores encuentran solamente
una correlacion entre eosinofilia mayor al 5% con alteracion pulmonar

severa (Walter Ch et al., 1994).

En algunos trabajos se ha demostrado como un aumento del recuento

linfocitario en el fluido alveolar de enfermos con FPI se asocia con un
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mejor prondstico y una respuesta al tratamiento mas favorable (Stollen JK
et al., 1987; Haslam PL et al., 1992). Parece ser que estas células se

encuentras elevadas en las primeras fases de la enfermedad.

En la FPI, se ha podido observar un aumento, en el LBA, de
albumina, IgG, IgA, enzima conversor de angiotensina, colagenasa,
elastasa, mieloperoxidasa, acido hialurénico, procoldgeno III e histamina
entre otros. Niveles elevados de histamina se asocian a un mayor grado de

fibrosis (Sueiro A et al., 1998).

Como regla general, el LBA ocupa un lugar muy limitado en el
diagnostico especifico de las EIDP aunque, en mayor o menor medida

existen excepciones. Entre las mas importantes se encuentran:
1.5.4.1.- Proteinosis alveolar:

Macroscopicamente, el liquido obtenido en LBA es generalmente
blanco lechoso y turbio. Microscdpicamente se puede observar el material
proteindceo que se tifie positivamente con el 4cido de Schiff (PAS).

1.5.4.2.- Sindrome hemorragico pulmonar:

La presencia de numerosos macréfagos alveolares cargados de

hemosiderina puede ayudar al diagnostico.

1.5.4.3.- Histiosis X:

Se pueden encontrar células que, examinadas con microscopio

electronico, revelan los llamados cuerpos X (granulos de Birbeck). El
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hallazgo de células de Langerhans en el LBA debe tomarse con precaucion

dado que este tipo de células pueden presentarse en otras EIDP.

1.5.5.- Biopsia pulmonar.

La biopsia pulmonar, conduce a un diagndstico definitivo. Se puede
considerar como la herramienta diagndstica mds precisa en una EIDP de
etiologia desconocida. No sdlo sirve para establecer el diagndstico preciso,
sino que también desempefia un papel en la planificacion del tratamiento,
permite estadiar la enfermedad, orienta el prondstico y, finalmente, es util
para investigacién sobre mecanismos patdgenos (Selman M, 1996; Sueiro

Aetal., 1998; Green F, 2002).

Los principales métodos que se utilizan actualmente para la

realizacion de una biopsia pulmonar son, principalmente, dos:

1.5.5.1.- Biopsia transbronquial:

Su papel diagnostico en este tipo de enfermedades es muy limitado;

presentando una especificidad y sensibilidad relativamente bajas.

La biopsia transbronquial presenta varios problemas. En primer
lugar, las muestras son tomadas a ciegas con fuertes posibilidades de
muestreo erréneo. Asimismo, el tejido es generalmente maltratado y el
tamafio de la muestra es pequefo (1-3 milimetros) (Sueiro A et al., 1998;

Hunninghake GW et al., 2001).
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1.5.5.2.- Biopsia pulmonar abierta por toracoscopia o minitoracotomia:

La biopsia pulmonar abierta se sigue considerando la técnica de
eleccion a causa, principalmente, de la gran cantidad de tejido que permite
obtener y a la posibilidad, en la mayoria de los casos, de poder tomar
muestras en mas de un lugar. La biopsia pulmonar abierta posee la mayor
rentabilidad en la confirmacion diagndstica de las EIDP (Selman M, 1996;

Sueiro A et al., 1998; Green F, 2002).

Es relativamente segura con poca morbilidad y menos del 1% de
mortalidad. Habitualmente se contraindica en pacientes ancianos o que
padecen una enfermedad cardiovascular o pulmonar severa. En estos casos,

puede realizarse una fibrobroncoscopia con biopsia transbronquial.

En los ultimos afios se estd realizando, cada vez mads, la biopsia
pulmonar por videotoracoscopia presentando una alta especificidad
diagndstica, comparable con la que se espera en la biopsia a cielo abierto
(Morales J et al., 1986). Esta técnica representa mayor comodidad y menos
riesgos para el paciente por lo que estd reemplazando a la biopsia a cielo

abierto.

1.6.- TRATAMIENTO.

Las enfermedades fibrosantes del pulmdén aunque de evolucion
variable, son generalmente progresivas y letales en un plazo relativamente
breve. En términos generales se acepta que, una vez que la fibrosis se ha
desarrollado, la vida media es s6lo del 50% a lo cinco afios (Pérez-Padilla
R et al., 1993). La terapia con corticosteroides constituye el tratamiento

convencional y el uso de drogas inmunosupresoras generalmente se reserva
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para pacientes que no responden al tratamiento esteroideo. En la mayoria
de las enfermedades fibrosantes, no existen parametros predictivos fiables
que permitan conocer la evolucion del paciente al tratamiento (Alvarez-

Sala R et al., 1993; Selman M, 1996; Selman M et al, 2004).

Se dispone de escasos ensayos terapéuticos, la mayoria de ellos son
no controlados y de reducido numero de pacientes (Selman M, 1996;

Sueiro A et al., 1998).

En el siguiente esquema se presentan las piezas principales que se

deben considerar en el manejo de un paciente con EIDP.

1.6.1.- Tratamiento etiologico.
1.6.2.- Tratamiento sintomadtico.
1.6.2.1.- Agentes antiinflamatorios.
1) Corticoides.
2) Azatioprina, ciclofosfamida y ciclosporina A.
3) Antioxidantes.
1.6.2.2.- Agentes antifibrosantes.
1) D-penicilamina.
2) Colchicina.
3) Captopril.
1.6.2.3.- Otras drogas.
1.6.3.- Tratamiento de apoyo.
1.6.3.1.- Oxigenoterapia domiciliaria.
1.6.3.2.- Programas de ejercicio.
1.6.3.3.- Dieta.

1.6.4.- Trasplante pulmonar.
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1.6.5.- Posibilidades en el futuro del tratamiento médico.
1.6.5.1.- Inhibidores de las citoquinas.
1.6.5.2.- Inhibidores de los factores de crecimiento.
1.6.5.3.- Agentes antifibrosantes.

1.6.5.4.- Nuevos agentes antiinflamatorios.

1.6.1.- Tratamiento etiologico.

Obviamente el tratamiento etioldgico se podria considerar como el
ideal. El problema radica en que en muchos casos se desconoce el agente
causal o el diagnostico se realiza cuando las lesiones estan lo
suficientemente avanzadas como para que, aun retirando al paciente del

agente agresor, la enfermedad progrese hacia la incapacidad o muerte.

1.6.2.- Tratamiento sintomadtico.

1.6.2.1.- Agentes antiinflamatorios.

1) Corticoides:

Los esteroides a altas dosis, generalmente en la forma de prednisona
oral, constituyen el tratamiento mads utilizado para las enfermedades
fibrosantes del pulmén (Hunninghake G et al., 1995; Selman M, 1996;
Xaubet A et al., 2000; Khalil N et al., 2004; Talmadge E, 2005).

La respuesta al tratamiento varia enormemente y suele ser buena en
sarcoidosis y formas tempranas de neumonitis por hipersensibilidad
(Selman M, 1996; Khalil N et al., 2004). En el caso de la FPI, se ha
comprobado que los respondedores no llegan al 20% y que solo un 10-20%
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mejoran la funcion respiratoria (Winterbauer RH, 1991). En estos casos, la
mejoria suele ser rapida, y alcanza un méaximo entre uno y tres meses.
Posteriormente, el paciente puede mejorar ligeramente o permanecer
estable por tiempo indefinido. Mucho de los enfermos de este subgrupo de
respondedores, comienzan a empeorar progresivamente después de uno o

dos afios (Sueiro A et al., 1998).

El farmaco puede suspenderse si el paciente cura, o mantenerse
definitivamente en la dosis de mantenimiento con incrementos en caso de
observarse accion inflamatoria. Si el paciente empeora lenta e
inexorablemente a pesar del uso esteroideo, es conveniente suspenderlos
(Selman M, 1996; Sueiro A et al., 1998; Xaubet A et al., 2000; Talmadge
E, 2005).

La presencia de complicaciones (hipertension arterial,
osteoporosis, alteraciones del metabolismo glicidico...), obligan a

suspender el tratamiento hasta en un 10% de los casos (Alvarez-Sala R et

al., 1993).

Se ha estudiado, la utilizacion de corticoides inhalados
(beclometasona) en pacientes con neumonitis por hipersensibilidad créonica

con resultados alentadores (similares a los corticoides orales) (Kirstein D,

1995).

2) Azatioprina, ciclofosfamida y ciclosporina A.

En general se usan en combinacion con esteroides. Cuando se han
usado como tratamiento Unico exclusivo, se ha tratado en general de

enfermos con fibrosis casi preterminal y/o con graves complicaciones
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sistémicas por el uso de esteroides (Alvarez-Sala R et al., 1993; Selman M,

1996; Khalil N et al., 2004).

La ciclofosfamida es un agente alquilante derivado de la mostaza
nitrogenada que produce una deplecion linfocitaria (Sueiro A et al., 1998).
Parece ser que los mejores resultados se obtienen en las fases mds tardias
de la enfermedad, cuando predominan los eosinéfilos en el liquido del
LBA. La dosis recomendada es 100 mg de ciclofofamida al dia asociada a
20 mg de prednisona. Las complicaciones mas habituales de este farmaco
son: neutropenia, trombocitopenia, cistitis hemorrdgica y azoospermia,
entre otras (Alvarez-Sala R et al., 1993; Selman M, 1996, Sueiro A et al.,
1998; Xaubet A et al., 2000; Talmadge E, 2005).

La azatioprina tiene las mismas indicaciones que la ciclofosfamida,
aunque con menor efectividad que ésta, si bien los efectos secundarios son
mas controlables. La dosis recomendada de azatioprina es
aproximadamente de 2 mg/Kgr/dia, sin exceder de 200 mg/dia. Las
complicaciones mdas habituales son: alteraciones gdstricas, insomnio,
intolerancia a la glucosa y supresion de la médula 6sea (Alvarez-Sala R et

al., 1993; Sueiro A et al., 1998; Khalil N et al., 2004).

La ciclosporina A parece obtener una buena respuesta inicial, pero

ésta no es mantenida a lo largo del tiempo (Sueiro A et al., 1998).

3) Antioxidantes.

Seran considerados ampliamente en apartados posteriores.

29



Tesis Doctoral. Francisco J. Romdn Pérez

1.6.2.2.- Agentes antifibrosantes.

Se han ensayado diferentes farmacos que inhiben la fibrogénesis no
obteniéndose resultados significativos hasta el momento (Hunninghake G
et al., 1995; Sueiro A et al., 1998; Selman M, 2004). Entre los principales

agentes antifibrosantes se encuentran:

1) D-Penicilamina.

La D-Penicilamina parece interferir en la formacion de uniones
covalentes intra e intermoleculares de las fibras de coldgenas, inhibiendo de
esta forma el desarrollo de la fibrosis pulmonar (Ward WF, 1983). Sin
embargo, en fibrosis pulmonar humana los resultados a largo plazo no han

sido prometedores (Selman M, 1996, Selman M et al., 2004).

Sus  principales efectos adversos incluyen  bronquiolitis,
nefrotoxicidad, leucopenia, trombocitopenia, alteraciones del nervio 6ptico

y hepatitis entre otras.

2) Colchicina.

Esta droga seria tedricamente un agente ideal para el tratamiento de
la fibrosis pulmonar, dados sus importantes efectos antifibrogénicos y sus
relativamente menores efectos toxicos colaterales. Los mecanismos de
accion de la colchicina incluyen, por un lado, la disminuciéon de Ia
secrecion de coldgena y, por otro, el aumento de la actividad fibrolitica. In
vitro, parece inhibir la liberacion de factores que inducen la proliferacion

de fibroblastos por parte de los macrofagos alveolares (Peters SG, 1993;
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Selman M, 1996; Selman M et al., 2004). La dosis mds empleada es de 0.6-

1.2 mg/dia utilizada al menos durante 6 meses (Sueiro A et al., 1998).

Se requiere todavia de mas estudios multicéntricos que establezcan

su eficacia (Peters SG, 1993).

3) Captopril.

El captopril es un andlogo de la prolina que se usa en clinica como

inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. Recientemente se esta

empleando en modelos experimentales como agente antifibrosante.

1.6.2.3.- Otras drogas.

En el manejo de estos pacientes se usan habitualmente otros
farmacos para prevenir posibles efectos secundarios de la inmunosupresion
(antibidticos, tuberculostaticos), asi como medicamentos para mejorar la ya

deteriorada funcién pulmonar (B ,-inhalados).

1.6.3.- Tratamiento de apoyo.

Los pacientes con enfermedades fibrosantes del pulmén deberian

recibir una serie de “medidas de apoyo” que les ayudaran a aumentar su

calidad de vida. Entre estas medidas se encuentran:
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1.6.3.1.- Oxigenoterapia domiciliaria.

Esta medida mejora la PaO2 en reposo y con el ejercicio y, aunque
no estd demostrado, podria aumentar la supervivencia de este tipo de

pacientes.

1.6.3.2.- Programas de ejercicio.

Ayudan a mantener la fuerza muscular y favorecen la posibilidad de

realizar actividades relativamente normales en la vida cotidiana.

1.6.3.3.- Dieta.

Se requiere para minimizar el sobrepeso con el uso de esteroides y
maximizar la nutriciéon cuando la disnea dificulta la alimentacién normal.

Ademads es importante en relacion al consumo de oxigeno.

1.6.4.- Trasplante pulmonar.

Un avance importante en el manejo de los pacientes con fibrosis
pulmonar lo constituyé la posibilidad de realizacion del trasplante

pulmonar.

El primer trasplante de pulmoén se realiz6 en 1905 con poco éxito,
parece ser que debido a la pobre técnica usada y al escaso conocimiento
que se tenia sobre la inmunologia del pulmén. El progreso en las técnicas
quirdrgicas y en especial el advenimiento de la ciclosporina A, un potente

inhibidor de la actividad funcional de los linfocitos T facilitadores,
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trasformoé este procedimiento experimental en algo relativamente rutinario

(Sueiro A et al., 1998).

Siguiendo las recomendaciones de la SEPAR; las indicaciones mas
idéneas para la realizacién de un trasplante pulmonar en este tipo de

enfermedades intersticiales fibrosantes del pulmén son (Sueiro A et al,

1998):

*Fibrosis pulmonar avanzada con escasa expectativa de vida (<2
afos).

*Edad inferior a 65 afios.

*Insuficiencia respiratoria en clase funcional III-IV.

*Actividad diaria muy limitada.

*Tratamiento médico ineficaz y sin alternativas.

*VC<30% del tedrico; hipoxemia, hipertension pulmonar secundaria.

*Funcion cardiaca aceptable (ausencia de cardiopatia isquémica).

* Adecuado estado nutricional.

*Status psicosocial adecuado.

*Ausencia de contraindicaciones (enfermedades  malignas,

tabaquismo activo, drogodependencia, otras.).

Se estima que la supervivencia post-transplante de los pacientes con
fibrosis pulmonar se encuentra sobre un 65-70% en el primer afio y un 40%
a los cinco anos. Probablemente se obtengan mejores cifras de
supervivencia cuando se mejoren los criterios de seleccion de los donantes
(muy escasos) y de los receptores, los métodos de diagndstico de rechazos

e infecciones y los esquemas de tratamiento inmunosupresor (Mal H et al.,

2005).

33



Tesis Doctoral. Francisco J. Romdn Pérez

Los principales factores que afectan la supervivencia a corto plazo
son el rechazo agudo, el rechazo agudo persistente, las infecciones virales,
bacterianas y micoéticas; y a largo plazo, la bronquiolitis obliterante cuya
etiologia se desconoce, pero que ha sido interpretada como una forma de

rechazo crénico (Mal H et al., 2005).

El cuanto al tipo de trasplante, parece de eleccion el trasplante
unipulmonar, reservando el bilateral a los casos en los que existan dudas
razonables sobre el comportamiento postrasplante del pulmon residual y el
cardiopulmonar cuando el paciente sea joven (<50 afios) y se encuentre en

insuficiencia cardiaca clinica (Alvarez-Sala R et al., 1993; Sueiro A et al.,

1998; Mal H et al., 2005).

El los ultimos afios, ha surgido la duda acerca de si existen 0 no
recidivas de la enfermedad primaria que dio lugar al trasplante. Esta
posibilidad parece poco frecuente, aunque serd necesario esperar un mayor
periodo de tiempo y un mayor numero de pacientes trasplantados para

conocer la dimension real del problema (Selman M, 1996).
1.6.5.- Posibilidades en el futuro del tratamiento médico.

En la medida en que se conozca mdas acerca de los mecanismos
celulares y moleculares involucrados en la patogénesis de la inflamacion y
fibrosis pulmonar, se objetivaran nuevas posibilidades terapéuticas. Entre
las formas de terapia que se pueden considerar como “futuribles” estan:

1.6.5.1.- Inhibidores de las citoquinas.

1.6.5.2.- Inhibidores de los factores de crecimiento.

34



Introduccion

1.6.5.3.- Angentes antifibrosantes.

1.6.5.4.- Nuevos agentes antiinflamatorios.

Unicamente haremos mencion de los mismos, dado que exceden el

proposito de este trabajo de investigacion.

Otra alternativa para el tratamiento de la fibrosis pulmonar en un

futuro no muy lejano: la terapia génica.
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2.- RADICALES LIBRES Y MECANISMOS ANTIOXIDANTES.

Las reacciones donde intervienen oxidantes y radicales libres han
jugado un papel esencial en el origen de las formas de vida aerobias y son
una parte integral de la homeostasis celular. Sin embargo, y debido a los
efectos toxicos colaterales de esta presion oxidativa, se desarrollaron, de
forma muy temprana en la evolucion, los enzimas y factores antioxidantes
que son capaces de controlar la presencia y los efectos de estos productos.
Oxidantes y antioxidantes tienen una clara funcion en el organismo y un
desequilibrio en este delicado balance puede acarrear muchas alteraciones

bioquimicas y celulares que pueden crear condiciones patolégicas.

2.1.- CONCEPTO DE RADICAL LIBRE.

Los radicales libres pueden ser definidos como especies quimicas,
moléculas o 4tomos, capaces de existir independientemente con uno o mas
electrones desapareados en su ultima capa u orbital electrénico, es decir,
con un numero impar de electrones (Halliwell B et al., 1992; Cheeseman
KH et al., 1993). Pueden estar cargados positivamente, negativamente o ser

eléctricamente neutros.

La existencia del electron desapareado, es lo que le confiere su
altisima reactividad con gran cantidad de moléculas bioldgicas (lipidos,
proteinas, dcidos nucleicos, etc.), ya que tiende rdpidamente a ganar o ceder
un electron para conseguir asi una conformacion estable. Esto hace que su

vida media sea muy corta, con la consiguiente dificultad para su estudio.

En los sistemas bioldgicos, los radicales libres se estin formando

continuamente, algunos ejemplos de estos son el radical superéxido (O,") y
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el radical hidroxilo (HO"), radicales centrados en el oxigeno, el radical triilo
(RS’), radical centrado en el azufre, el triclorometilo (CCly), radical
centrado en el carbono y formado por el metabolismo del CCl, en el
higado, etc. (Halliwell B et al., 1992). En la tabla 1 se muestran algunos

radicales libres y las moléculas sobre las que actiian predominantemente.

mbre 0 'M_'dlécuias-_dié'na Gy
Superomdo - -Enzimés-
= : Pé:_r’é;t_%dé de hidrégeno. : Aci_doé grésos insa.tpr_a_dos.
'Hidfp.xil.e ot : Toda's las mdléculais_ )
R : . .'..ﬁuiit:!‘- i o Acidos grasos 'iﬂsat.u.riados.
RO' | ._ R'-.e'»xil.o . o Acidos grég_os- insaturados.
Rﬁ@v | ‘Redioxilo (éeroxi!a} o Ac;ldc;s g:rasos_ins_aturados_
RQ(}H lf . Hidmperéxido - Acidp_s-gfasos ins_aturadés
1Q2 i . Oxigeno singlete : :I_D_istintag r;mlléculai_:s"_._ :
NQ) . e . Dt molé-cu'las-'
: Cﬂgé L Triclorometilo _ | O_xiggpp .

Tabla 1.- Ejemplo de radicales libres y especies reactivas del oxigeno.

Siempre que un radical da un electrén “a”, toma un electron “de” o
simplemente se une a una molécula no radical, ésta se transforma en radical
(Romero D et al., 1989; Halliwell B, 1989; Ballester M et al., 1996).
Normalmente se producen reacciones en cadena, asi un radical produce
otro y éste otro, etc. S6lo cuando dos radicales se unen, desaparecen como
tales radicales (Romero D et al., 1989; Halliwell B et al., 1992; Ballester M
etal., 1996).
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En los organismos vivos, los oxidantes y radicales libres mas
abundantes y reactivos son los centrados en el oxigeno. Dichos radicales se
agrupan dentro del término genérico de “especies reactivas del oxigeno”
(ERO), haciéndose referencia con este término, a un conjunto de moléculas
que incluyen no sélo a los radicales de oxigeno propiamente dichos, entre
los que se encuentran el O, y el HO, sino también a algunas moléculas, no
radicales, derivadas del oxigeno e involucradas directamente en la
producciéon de radicales del oxigeno, como puedan ser el perdxido de
hidrégeno (H,0O,), el oxigeno singlete ('O,) y el acido hipocloroso (CIOH)
(Romero D et al., 1989; Casado JA et al., 1996, Ballester M et al., 1996;
Peiia de la A et al., 1997).

Como consecuencia de la formacion continuada de radicales libres,
debe existir en el organismo un adecuado sistema no sOlo de defensa
antioxidante sino también de reparacion del dafio oxidativo producido

(Fridovich I, 1989).

2.1.1.- Radical superoxido.

Se trata de un radical libre cargado, formado como consecuencia de

una reduccion monovalente o monoeléctrica del oxigeno molecular.
O0,+e —» Oy
Es una especie menos reactiva que otros radicales como pueda ser el
HO' y aunque su participacion en procesos citotoxicos ha sido observada en

algunos estudios (Fridovich 1, 1976; McCord JM, 1969), no parece ser un

agente citotoxico que actue directamente, sino que su principal efecto seria

38



Introduccion

el de actuar como fuente de H,O, u otros radicales libres y como reductor

de iones metélicos de transicion (Cheeseman KH et al., 1993).

La principal fuente de produccion de anién superoxido se encuentra
en la cadena de transporte mitocondrial, ya que de un 5 a un 10% del
oxigeno consumido es practicamente reducido por electrones provenientes
de los transportadores de dicha cadena (Borevis A et al., 1973; Kass GEN
et al., 1993). Asi, la ubisemiquinona parece ser la responsable de cerca del
75% de superoxido formado por esta via (Borevis A et al., 1975) y la
NADH deshidrogenasa la productora del resto (Romero D et al., 1989;
Turrens JF et al., 1990; Kass GEN et al., 1993).

Entre otras fuentes nos encontramos, el escape de electrones del
citocromo Py en el reticulo endoplasmatico hepatico, la autooxidacion de
moléculas como hemoproteinas, hidroquinonas, catecolaminas, ascorbato,
tioles, etc., o como productos durante los procesos de fagocitosis en la

respuesta inflamatoria, o reacciones como las catalizadas por xantina

oxidasa y aldehido oxidasa ( McCord JM, 1989; Ballester M et al., 1996).

Entre sus actividades, se ha observado su funcion como

vasoconstrictor en células del musculo liso (Laurindo FRM et al., 1991).

A pH bajo el anioén superoxido podria protonarse, transformandose
en el radical perhidroxilo (HO,), siendo esta forma protonada mds reactiva
y capaz de generar lipoperoxidacion,”’in vitro”, al poder reaccionar
directamente con 4cidos grasos poliinsaturados libres, aunque “in vivo” se
ha demostrado que su tendencia es reaccionar con lipoperoxidos ya

formados dando lugar a radicales peroxilo (Bielski BHJ, et al., 1983). Sin
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embargo, a pH fisiol6gico menos del 1% del superdxido se encuentra en su

forma protonada (Cheeseman KH et al., 1993).

2.1.2.- Peroxido de hidrogeno.

Es un metabolito del oxigeno intracelular, formado por una
dismutacion del anién superdxido (catalizada por la superéxido dismutasa

(SOD), o directamente a través de la reduccion bivalente de oxigeno.

20, +2H —%°” -0,+H0,
O,+2¢ +2H* — H,0,

El H,O, al igual que el ani6n superdxido, presenta una reactividad
quimica limitada, pero su capacidad para atravesar membranas y el hecho
de poder generar, en presencia de iones metalicos de transicion o del O,", el
radical hidroxilo (OH"), hace que se incluya dentro del término genérico de
“ERO”, a pesar de no ser en si un radical libre ya que no presenta

electrones desapareados.

En mitocondrias, en condiciones fisioldgicas, se ha estimado una
producciéon de 0.3 a 0.6 umol de H,O,/min/g de proteina, pudiéndose
incrementar dicha produccion con un aumento de PO, en el medio, lo que
implica al H,O, en el efecto letal inducido por altas presiones de este gas

(Chance B et al., 1979).

Se ha observado que pequenias concentraciones de H,O, producen
lisis eritrocitaria, asimismo pueden producir la oxidacién directa de
compuestos sulfidrilos, tales como residuos de metionina de diversas

proteinas e inducir indirectamente la peroxidacion de los acidos grasos de

40



Introduccion

las membranas celulares (Halliwell B et al., 1984). Asimismo, se ha
demostrado la induccion de la produccion del factor activador plaquetario

por el endotelio en presencia de H,O,(Redl H et al., 1993).

El H,O, tiene la capacidad de atravesar las membranas bioldgicas,
pudiendo causar o promover el dafio oxidativo en macromoléculas distantes

de su lugar de produccion (Chance B et al., 1979).

2.1.3.- Radical hidroxilo.

Es el radical mas reactivo entre las especies oxigenadas conocidas,
capaz de reaccionar, de modo directo, con practicamente cualquier

molécula bioldgica.

En su produccion radica, en la mayoria de los casos, la citotoxicidad
de los radicales O," y H,O,, ya que, como se ha comentado, estas moléculas

presentan una baja reactividad.

En los organismos vivos, la principal fuente de produccion del
radical hidroxilo, parece ser la descomposicion del peroxido de hidrégeno
en presencia de metales de transicion, principalmente el hierro y cobre.
Siendo en el caso del hierro a través de la denominada reaccion de Fenton
(Halliwell B et al., 1986, Minotti G et al., 1987; Anuoma Ol et al., 1991;
Casado JA et al., 1996).

Fe* + H,O, — OH + OH + Fe**

La produccion de hidroxilo puede estimularse por el anién

superoxido, mediante la denominada reaccion de Haber-Weiss o también
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denominada en algunos casos reaccion de Fenton conducida por el O,

(Halliwell B et al., 1986, Halliwell B et al., 1992; Casado JA et al., 1996).

O, + HHO, - OH + OH + O,

La reaccion de Haber-Weiss, se podria entender como el resultado de
la unién o colaboracion de la reaccion de Fenton con la capacidad del anion

superoxido para reducir metales 16nicos de transicion.

Fe* + O, — O, + Fe*

Hay otras vias de produccion de radical hidroxilo en organismos
vivos, entre los que se encuentran la fision homolitica del agua provocada
por excesiva exposicion a radiaciones ionizantes (Von Sonnatg C, 1987) o
bien la descomposicion de peroxinitrilo, independiente de metales i6nicos
de transicion (Beckman JS et al., 1990). En esta udltima via también
interviene el anién superoxido, ya que es el causante de la formacion de
radical peroxinitrilo al reaccionar con el oxido nitrico (NO'), especialmente

en fagocitosis y células endoteliales vasculares (Saran M et al., 1989).

2.1.4.- Oxigeno singlete.

No se trata de un radical en si, pero junto al radical hidroxilo, es
considerada como una de las especies oxigénicas capaces de reaccionar

directamente con macromoléculas como puedan ser &cidos grasos

(Sevanian A et al., 1985; Halliwell B et al., 1993).

Es producido por absorcion de energia por una molécula de oxigeno,

lo que causa una nueva disposicion de los electrones como consecuencia
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del cambio de orientacion de uno de sus espines. La via mds importante de
produccion en sistemas biolégicos se da cuando ciertos compuestos son
iluminados en presencia de oxigeno, estos compuestos absorben la luz,
adquiriendo un estado de alta excitacion electronica, y transfiriendo ese

exceso de energia al oxigeno con lo que se convierte en oxigeno singlete

(Halliwell B et al., 1993).

Compuesto — luz — Compuesto* (excitado)

Compuesto* + O, — 'O, + Compuesto

Entre estos agentes fotosensibles nos encontramos colorantes (p.ej.
eosina), cierto tipo de drogas (p. €j. tetraciclinas) y una serie de sustancias
encontradas en el cuerpo humano, como pueden ser porfirinas, riboflavinas
y bilirrubina (Halliwell B et al., 1993). Asi, por ejemplo, en pacientes con
cierto tipo de porfiria, se produce acumulaciéon de porfirinas que puede
provocar dafos en la piel, al interactuar la luz solar con ellas dando lugar a

la formacion de oxigeno singlete (Krinsky NI, 1993).

A pesar de la capacidad del oxigeno singlete para reaccionar con
acidos grasos, no se puede considerar como un inductor de la peroxidacion
lipidica, como pueda serlo el OH', puesto que reaciona directamente con el
acido graso para dar perdxidos, sin que exista sustracion de hidrégeno, no
dandose por lo tanto las reacciones en cadena (Halliwell B et al., 1993;

Frankel EN, 1984).

'O, + LH — LOOH
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La reaccion de perdxidos entre si, pueden producir oxigeno singlete,
siendo esta otra via de produccién, aunque menor, puesto que la

probabilidad de colision entre estos per6xidos es baja.

Otra via de produccion es la observada por Kanofsky JP et al. (1991),
en la que la interaccion del ozono con ciertas moléculas biologicas produce

oxigeno singlete.

2.1.5.- Acido hipocloroso.

Al igual que el H,O,y el 'O, el dcido hipocloroso no se puede
considerar un radical libre en si, pero se incluye dentro del término ERO,
por su capacidad para oxidar importantes moléculas bioldgicas asi como

producir e interaccionar con otros radicales.

HzOz + CIO— % Cl- + Hzo + 102
CIOH + O,” = 02 + OH. * CI

Puede atacar grupos sulfidrilo (-SH) de ciertos residuos aminados de

proteinas como puede ser el caso de la alfa-1 antiproteasa pulmonar.
Este compuesto es formado por la accion de la mieloperoxidasa
sobre iones cloruro en presencia de H,O,, reaccion que tiene lugar en las

vacuolas fagociticas de los neutréfilos tras su fusion con las vesiculas de

lisosomas que contienen mieloperoxidasa (Flitter WD, 1993).

HO,+ CI + H* —» CIOH + H,O
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2.2.- BALANCE Y ESTRES OXIDATIVO.

Como se ha comentado previamente, los radicales libres se estan
formando continuamente en el organismo, presentando este un adecuado
sistema de proteccion para eliminar y/o reparar el dafio producido por estos

compuestos.

Sin embargo, estas defensas antioxidantes no son efectivas al 100%
(Halliwell B et al., 1993), debido a que estas especies quimicas son en
muchos casos sintetizadas deliberadamente por el organismo, estando
implicadas en numerosos procesos metabdlicos y cumpliendo por tanto una
funcion bioldgica. Asi, en estudios realizados con animales transgénicos se
ha observado el potencial efecto deletéreo de un exceso de SOD en ciertos

tejidos (Groner Y et al., 1990; Scott MD, 1989).

Algunos enzimas utilizan radicales libres en sus centros activos
durante los procesos de catdlisis, como por ejemplo en la ribonucledtido
reductasa (Stubbe J, 1990). Pueden ser generados por fagocitos como parte
de su papel bactericida (Babior BM, 1978), o encontrarse involucrados en
la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas, en procesos de detoxificacion
de xenobidticos, en procesos de maduracién, como por ejemplo la

maduracién de reticulocito a eritrocito (Sevanian A et al., 1985), etc.

Por lo tanto es necesario que exista un tenue balance entre las
propiedades fisiologicas de los radicales libres y sus propiedades dafiinas,
por ejemplo bajas concentraciones de hidroperdxidos lipidicos podrian
activar las enzimas lipooxigenasa y ciclooxigenasa afectando asi la sintesis

de prostaglandinas y leucotrienos in vivo, mientras que altas
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concentraciones podrian inactivarlas (Halliwell B et al., 1993). En la figura

1 se representa esta dualidad de funciones.

DANO FUENTE FUNCION

[ Oxidacian :i?

——(emmmra—{ S|
Citocromo Py - yancbicticos

Atague a2 macromoléculas
{ADMN, lipidos, proteinasy |« [Endotelio | ——
carbohidratos)

Granulocitos SETR R
¥ ——| Ascion baetericida
Macréfagos

Figura 1.- Dualidad de funciones de algunos radicales libres.

: -Reguiacién' de
fibra lisa

Son los sistemas antioxidantes los encargados de mantener el
equilibrio adecuado entre estas funciones, dando lugar a lo que se conoce
como “balance oxidativo”. Cuando este balance, bien por exceso de
producciéon de radicales libres o bien por disminucion de las defensas
antioxidantes, se desequilibra hacia las propiedades dafiinas de los radicales
libres se produce el “estrés oxidativo”, lo cual puede repercutir en un dafio
en el tejido directo o indirecto, siendo la importancia del dafio dependiente

de la duracion y de la naturaleza del sistema estresado.

El estrés oxidativo, o mas bien el exceso de radicales libres, esta
involucrado en mayor o menor grado en multiples enfermedades. Se
mantiene hoy en dia, la ambigiiedad desatada a mediados de los 80, acerca
de si es el estrés oxidativo el causante del dafio celular, o mas bien el dano
celular el causante del estrés oxidativo por aumento de los radicales libres
de forma secundaria, inclinidndose esta ambigiiedad, en la mayoria de las
patologias en las que los radicales libres actian en mayor grado, hacia la
primera suposicion (Orrenius S et al., 1989; Coghlan JG, 1991). En la

tabla 2, se detallan algunas de estas patologias.

46



Introduccion

Infarto agudo de miocardio ~~ Pulmén del ozono
‘Fibrinolisis o Pancreatitis

"-Angloplastla coronaria (ACTP) - Esofagitis
Cardioplejia Artritis reumatoide
Transporte y preservacion de organos Preeclampsia

Isquemia intestinal Cancer cervical
Isquemia cerebral . ~ Degeneracion alcohdlica del higado
Necrosis tubular aguda : Diabetes : '
Enteritis Pancreatitis _
Deficiencias mmumtarlas o Sindrome de Down

~ Colagenosis .- Sindrome de Batten
Arteriosclerosis Aterosclerosis
 Deficiencia de mleloperondasa Cataratas

. Enfermedad granuloma‘tosa crénica  Tumores
Enfisema o Envejecimiento
Hiperreactividad bronqu[ai . Shock, etc.

Tabla 2.- Ejemplo de las miiltiples patologias en las que se observa la implicacion, en mayor o

menor medida de radicales libres.

2.3.- FUENTES DE PRODUCCION DE RADICALES LIBRES.

Como se ha comentado previamente, en el organismo se estin
produciendo de un modo continuado radicales libres, ya sea de manera
deliberada, cumpliendo funciones fisioldgicas, o accidental, siendo algunas

de las vias mds importantes de produccion las comentadas a continuacion.
2.3.1.- Cadena de transporte de electrones mitocondrial.

Bajo condiciones fisioldgicas normales, ésta puede ser considerada
como la mayor fuente de produccién de radicales libres de forma

accidental.

Del total del oxigeno que llega a la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, el 90 al 95% del mismo es metabolizado a agua
mediante la via de la reduccién tetravalente, sin formacién de
intermediarios toxicos.
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O, + 4¢ + 4H* — H,O0,

Sin embargo, el 5-10% del oxigeno consumido sufre una reduccion
monovalente por electrones provenientes de los transportes de la cadena
que escapan al control de la misma, sobre todo en situaciones de dafio
mitocondrial, dando lugar a la formacién de anidn superdxido (Borevis A et
al., 1973; Romero D et al., 1989; Kass GEN et al., 1993), el cual
rdpidamente se dismuta, por accion de la superéxido dismutasa a peroxido
de hidrégeno (Borevis A et al., 1975), con la consecuente formacion
posterior de radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton o de Haber-

Weiss (Halliwell B et al., 1986; Casado JA et al., 1996).

Se han observado dos sitios principales en la formaciéon de estos
radicales libres, uno es el paso de ubiquinona hacia citocromo C1, donde el
intermediario semiubiquinona es capaz de reducir el oxigeno a anién
superoxido, siendo este paso el responsable de practicamente el 75% del
anion formado (Borevis A et al., 1975); el otro paso es a nivel de la NADH
deshidrogenasa (Turrens JF et al., 1990).

La produccion de superdxido por esta via aumenta principalmente
bajo dos condiciones fisicas, una de estas vias, es cuando la concentracion
o consumo de oxigeno se encuentra incrementado, como puede ser por
ejemplo en el caso de la actividad fisica (Litarru GP, 1994), en la que el
consumo de oxigeno puede aumentar de 10 a 40 veces con respecto al
estado de reposo (Aw TY et al., 1986). La otra via, se da cuando la cadena
de transporte de electrones estd completamente reducida, como puede
suceder durante el periodo de isquemia y posterior reperfusion (McCord

JM, 1989; Flitter WD, 1993).
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2.3.2.- Xantina oxidasa.

Se trata de una enzima encargada de catalizar la oxidacion de
hipoxantina a xantina y de ésta a 4cido trico, acoplando a dicha oxidacién
una reduccion monovalente del oxigeno molecular, con la consiguiente

formacion del anion superoxido (Ballester M et al., 1996).

En condiciones fisiologicas normales se encuentra en su forma
nativa, xantina deshidrogenasa, la cual utiliza NAD* como aceptor de
electrones, no teniendo lugar por lo tanto la reduccion de oxigeno
molecular ni la formacion de O,". En tejidos sanos el porcentaje del enzima
en su forma oxidada es muy bajo, habiéndose observado en algunos
estudios un valor aproximado de un 10%, aunque este porcentaje podria ser
debido a intermediarios proteoliticos, creados durante la degradacion

normal de la proteina en la célula (Roy RS et al., 1983).

Sin embargo, durante alteraciones de los mecanismos homeostaticos
celulares, como puede suceder en isquemia o hipoxia (figura 2), tiene lugar
un gran aumento en la conversion de xantina deshidrogenasa a xantina
oxidasa, aumento consecuente de un incremento en la concentracion de
Ca™ intracelular y activaciéon de determinadas proteasas. La proporcién y
mecanismo de transformacion de xantina deshidrogenasa a oxidasa podria
ser especifica del tejido en la que tiene lugar (Roy RS et al., 1983),
pudiendo ser convertida por una proteolisis limitada (Battelli MG et al.,

1972), o por oxidacion de grupos tioles (Della Corte E et al., 1972).
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Nantina oxidasa

O, 0;"

ATP
: ADP
s :
§ Awe
H l Xanting deshidrogenasa
= Adenosina T. G ;
i 15 e e .
# intracelular Proseasd
Inosina
1 Xantina oxldasa :
3 Hipoxantina —-7-?———-» Xantina 7_\—>
OZ 02"
— Reperfusion

Ac. tirico

Figura 2-. Esquema del mecanismo de generacion de anion

superoxido por xantina oxidada durante isquemia/repercusion.

En numerosos estudios se ha observado la participacion de esta
fuente de produccion de radicales en distintas patologias o dafios
fisioldgicos, como por ejemplo en la isquemia/reperfusion (Granger DN et
al., 1981; Friedl HP et al., 1990), sindrome de distrés respiratorio del
adulto (Grum CM et al., 1987), shock hemorrédgico o traumatico (Redl H et
al. 1993), etc., observandose en todas ellas degradacion del pool de
nucledtidos de adenina, degraddndose el ATP a hipoxantina y Xxantina,
aumento del Ca* intracelular, aumento de acido urico consecuente de la
actividad de la xantina oxidasa, etc. El ejercicio fisico intenso presenta
similitud con las observaciones anteriores, por lo que en esta situacion

también podria actuar esta via de produccion de radicales libres (Sjodin B

et al., 1990).

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre este enzima,
sigue existiendo controversia acerca de su papel real en ciertas patologias,
controversia basada en las marcadas diferencias, tanto en la distribucion

como en la concentracion de la misma en los distintos modelos animales
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usados, observandose por ejemplo una gran actividad de xantina oxidasa en
ratas, perros y ratones mientras que en conejos, cerdos y humanos se ha

mostrado una muy pequefia actividad de la misma (De Jong JW et al.,

1990).

2.3.3.- Metabolismo del dcido araquidonico.

La sintesis de prostaglandinas y leucotrienos a partir del 4cido
araquidonico se puede convertir en una fuente de radicales libres,
encontrdndose en el endotelio vascular una gran fuente de radicales

generados por esta via.

Sobre el 4cido araquidonico ejercen su accidn catalitica dos enzimas,
la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa. Via ciclooxigenasa, el araquiddnico
sufre una primera oxigenacion que da lugar a la prostaglandina G, (PGG,),
la cual por accion de la prostaglandina H, sintetasa da lugar a la
prostaglandina H, (PGH,), etapa en la que se puede generar O,", si hay
disponibilidad de NADH o NADHP (Kukeja RC et al., 1986). La via
lipooxigenasa parece estar involucrada en la sintesis de 'O, (Durdn N et al.,

1984).

Este metabolismo se encuentra estimulado en situaciones fisiologicas
en las que tiene lugar un aumento de Ca* intracelular, como es el caso de la
isquemia/reperfusion, en la que se estimula la actividad de las fosfolipasas
calcio dependientes, entre las que se encuentra la fosfolipasa A,,
responsable de la liberacion de &cidos grasos de los fosfolipidos de

membrana, incluyendo el 4cido araquidénico (Bersohn MM et al., 1982).
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Igualmente, hay que destacar la formacion de peroxidos
intermediarios en ambas vias, los cuales junto a los radicales libres pueden
incrementar el dafio en situaciones patolégicas, como en el caso de la

isquemia/reperfusion (Flitter WD, 1993).

2.3.4.- Formacion de radicales por células fagociticas.

Las células fagociticas generan radicales libres, entre los que se
encuentran el O,”, como parte de su papel antibactericida y aunque estos
radicales son formados en el entorno de la membrana plasmdtica que

engloba a la bacteria, es inevitable que escape alguno de estos radicales.

Neutrofilos, eosindfilos y fagocitos mononucleares, poseen en su
membrana el sistema flavoproteico citocromo b254-NADPH oxidasa,
sistema productor de radicales libres. Asi, durante la actividad fagocitaria
se produce un incremento en el consumo de oxigeno, en el denominado
“estallido respiratorio”, siendo entre un 70 y 90% de este oxigeno utilizado
en la producciéon de O,, via producciéon de NADPH a partir de hexosa
monofosfato (Romero D et al., 1989; Kass GEN et al., 1993; Winrow VR et
al., 1993; Casado JA et al., 1996).

Glucosa-6-fosfato - NADPH — O, —» H,O,

A partir de este O,", se produce una cascada de radicales libres, ya
que rédpidamente dismuta a H,O,, el cual es sustrato de la mieloperoxidasa

para la formacion de HCLO.

La presencia de iones metdlicos de transicion puede dar lugar a la

formacion de radical hidroxilo. Estos iones metdlicos, aunque normalmente
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no estan libres en los sistemas bioldgicos, en determinadas situaciones
fisioldgicas como es el caso de fagocitosis e inflamacion, el pH bajo puede

ayudar a la liberacion de los mismos (Winrow VR et al., 1993).

Uno de los radicales libres formados durante los procesos de
fagocitosis es el oxido nitrico (NO'), este radical muestra un importante
efecto citotoxico en la defensa contra células tumorales, hongos, parasitos,
protozoos, helmintos y micobacterias (Moncada S et al., 1991). Su reaccion

con el O, da lugar a peroxinitrilos los cuales por descomposicion dan lugar

a OH.

El NO' es generado en un proceso NADP-dependiente (sintetizado a
partir de la arginina), actuando en la regulacion de la presion sanguinea al

ser un potente vasodilatador (Kolb H et al., 1992).

La peligrosidad del dafio a membranas por escape de radicales libres
durante los procesos de fagocitosis, se ve aumentada por una subida
durante este proceso del metabolismo del &4cido araquidénico, cuya

liberacion de las membranas se incrementa durante la fagocitosis.

2.3.5.- Metabolismo de las catecolaminas.

Se ha observado que en situaciones de alteraciones fisiologicas,
como es el caso de la isquemia/reperfusion, la autooxidacion de las
catecolaminas puede causar dafio miocardial, mediante la generacion de

radicales libres (Singal PK et al., 1993).

Durante la isquemia/reperfusion y otras situaciones aumenta la

cantidad de catecolaminas circulantes, en parte debido a la liberacion
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miocérdica, mostrandose que durante su degradacion espontianea y mediada
por monoaminooxidasas o catecol-o-metiltransferasa son capaces de ofertar
electrones para la formacion de radicales libres, siendo s6lo una fuente de
radicales libres en estados patoldgicos, ya que su produccidon de oxidacion

a pH fisiolégico es muy bajo (Jewett SL et al., 1989).

2.3.6.- Citocromo P450.

El sistema NADPH/NADPH citocromo P450, es un sistema capaz de
reducir ciertos compuestos en una reduccion monovalente, generando
radicales libres. Asi, en la eliminacién de xenobidticos y compuestos
quimicos extrafos, mediante la actuacion del citocromo P450 tiene lugar la

formacidn de radicales libres.

En numerosos estudios se ha observado la participacion de este
sistema en la generacion de radicales, asi, en cé€lulas tipo II alveolares la
reduccion del paraquat (potente herbicida) por este sistema da lugar a la
formacion del radical cation paraquat, que reacciona rapidamente con el

oxigeno molecular, formando O, (Ryrfeldt A et al., 1993).

Un estudio pionero que implicaba directamente a los radicales libres
en el dafo al higado es la eliminacion del tetracloruro de carbono (CCl,), a
nivel del citocromo P450 microsomal hepatico, con la formacién del
radical triclorometilo (CCly), radical que reacciona con el oxigeno, dando
lugar al radical triclorometiloper6xido (CCI302Y) (Slater TF, 1984).
También en higado, la eliminaciéon de etanol o alcohol por el citocromo
P450 da lugar a la formacién de radical hidroxietilo (CH3-CHOH) (Poli G,
1993).
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2.3.7.- Contaminantes atmosféricos.

La inhalacion del aire que nos rodea nos expone a multiples radicales
y polucionantes, entre los que se encuentran el didxido de nitrégeno (NO,)
(radical libre generado en la combustion de carburantes fosiles), el ozono

(poderoso agente oxidante), di6xido de azufre (SQO,), etc.

El humo del tabaco es una peligrosisima fuente de radicales libres,
conteniendo altas concentraciones de 6xidos del nitrégeno, especialmente
oxido nitrico, radicales peroxilo y radicales centrados en el carbono entre
otros. Ademas, en los pulmones de los fumadores se producen grandes

acumulaciones de hierro, lo cual potencia el dafo de estos radicales.

Exposiciones a estos gases en altas concentraciones producen
caracteristicas lesiones del tracto respiratorio, potenciando este dafio la

acumulacion de macréofagos en estas regiones (Ryrfeldt A et al., 1993).

2.3.8.- Metales ionicos en la produccion de radicales libres.

Radicales libres como O,” y H,0, han sido mostrados como radicales
con baja reactividad directa sobre macromoléculas, centrandose su mayor
peligrosidad en la produccion de otros radicales mucho mas reactivos,
como el OH, para lo cual requieren la participacion de metales de

transicion.

Entre estos metales, el hierro ha despertado gran interés, por su
abundancia y por su participacion en la generacion de OH', mediante la
clasica reaccion de Fenton (Halliwell B et al., 1986; Casado JA et al.,
1996).
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Fe* + H,O, — OH + OH + Fe*

La reaccion de Fenton se ve estimulada por agentes reductores, los
cuales son capaces de oxidar férrico (Fe’) a ferroso, ya que el Fe’* no es
nada reactivo con el H,O,. Entre estos agentes reductores se encuentran el

ascorbato y el anion superéxido.

Fe’** + Ascorbato — Semidihidroascorbato + Fe*

Fe** + O, — 0O, + Fe*

Otro 16n metdlico que despierta un interés creciente es el cobre,
siendo frecuentemente utilizado “in  vitro” para estimular la
lipoperoxidacion de lipoproteinas de baja densidad, aunque necesita la

presencia de trazas de peroxidos lipidicos (Esterbauer H et al., 1989).

Cu* + LOOH —» LOO + H + Cu
Cu'+ LOOH —» LO + OH + Cu*

Se ha observado que el cobre “in vitro” estimula més la formacion de
ERO que puedan causar mas dafio a bases del DNA, que el hierro (Guyton
KZ et al., 1993).

En vista a las actuaciones de los iones metalicos en la formacion de
radicales libres, un sistema preventivo de la oxidacién podria ser la
utilizacion de compuestos que atraparan estos iones, dificultando su
encuentro con los radicales libres. De hecho el organismo tiene un perfecto

sistema de transporte y almacenamiento de estos iones mediante proteinas
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especiales, sin embargo el estrés oxidativo puede liberar iones metalicos de
las estructuras que los contiene, por ejemplo, el O,” puede movilizar hierro
desde la ferritina y el H,O, puede atacar grupos hemo, liberando el hierro

(Saran M et al., 1990).

2.4.- INTERACCIONES RADICALES LIBRES E HIDRATOS DE
CARBONO.

Las interacciones entre radicales libres y azucares o hidratos de
carbono, son interesantes tanto desde el punto de vista bioquimico como
desde el punto de vista clinico, al conocerse su implicacion en la patologia
secundaria en la diabetes (Wolf SP, 1993), en procesos debidos al humo del
tabaco y en general en patologias en las que el dcido hialurénico existe en
concentraciones anormales, por ejemplo, enfermedades reumatoides o
cataratas, siendo la duracion de la interaccion determinante de los efectos

consecuentes.

Se ha observado que azicares como glucosa, manitol y
desoxiazucares reaccionan rdapidamente con el OH. Un ejemplo de
reaccion con el OH, se encuentra en el acido hialurénico, un
glucosaminoglicano constituido por repetidas unidades de 4cido
glucorénico (un disacdrido) y N-acetil-glucosamina, el cual es el encargado
de mantener la viscosidad del fluido o liquido sinovial. Cuando este
compuesto es expuesto a sistemas productores de radicales libres, se
fragmenta (Greenwald RA et al., 1988), desestabilizdindose el tejido
conectivo y produciéndose pérdida de la viscosidad del liquido sinovial.
Esta fragmentacion es atribuible al OH, pero siempre en presencia de

metales de transicion (Grootveld MC et al., 1991).
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Por otra parte, los monosacéridos, en condiciones fisiologicas son
capaces de reducir el oxigeno molecular, autooxiddndose y formando
cetoaldehidos e intermediarios oxidantes, como O,, autooxidacion
catalizada por metales de transicion (Wolff SP et al., 1984, Wolf SP et al.,
1987). Paralelamente la glucosa es capaz de unirse a proteinas en los
grupos amino terminal, iniciando la glicacion de las proteinas (Grandhee

SK et al., 1991), segtn la reaccion:

Proteinas + glucosa — Bases de Schiff — Producto de

Amadori — Deoxigluconosas — Productos Maillard

Estos producto son extremadamente reactivos y capaces de alterar la
estructura espacial de las proteinas (aparicion de puentes,
entrecruzamientos, acortamientos, cambios conformacionales, etc.),
observandose que tanto la autooxidaciéon como la producciéon de estos
productos estdn intimamente relacionados a través de la interaccion con
metales de transicion, igualmente, existen evidencias de que los radicales
libres e intermediarios oxidantes (H,O,) de la autoxidacién son causa de
dafio estructural a proteinas expuestas a glucosa in vitro (Jiang ZY et al.,

1990).

2.5.- INTERACCIONES RADICALES LIBRES Y PROTEINAS.

Los radicales libres son capaces de atacar residuos aminoécidos de
proteinas, dando lugar a entrecruzamientos cataliticos (figura 3), cambios
en la conformacion y pérdida de funciones (Winrow VR et al., 1993). Este
dafo es rdpidamente eliminado por proteasas, evitando la acumulacion de

proteinas dafiadas, existiendo un fino balance entre dafio y reparacion.
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PROTEINA-NH , + H-CCH2-C-H + H,N-PROTEINA.

 PROTEINA-N=CH-CH=CH-NH-PROTEINA
Figura 3.- Entrecruzamiento de proteinas mediado por MDA.

El ataque de radicales libres a proteinas podria ser clasificado en dos

categorias (Litarrru GP, 1994):
* Ataques difusos, dando lugar a modificaciones generalizadas.

*Ataques selectivos, dando lugar a modificaciones en sitios

especificos.

En las primeras modificaciones se producen ataques en diferentes
regiones de la estructura proteica, dando lugar a alteraciones estructurales,
agregaciones intra e intercatenarias, fragmentacion y/o desnaturalizacion.
Este dafio es comiinmente observado como consecuencia de exposiciones a
radiaciones 1onizantes, 0Zzono 0 como consecuencia secundaria de cadenas
de propagacion de radicales libres, entre las que destaca la lipoperoxidacion
y especialmente la produccion de entrecruzamiento catalitico por parte del

malondialdehido (Gillery P et al., 1991).

Las modificaciones especificas son extremadamente selectivas,
siendo los aminodcidos lisina, histidina, arginina y prolina los mas

frecuentemente atacados (Litarrru GP, 1994). En este tipo de dafo
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oxidativo juegan un papel importante los metales de transicion, siendo los
enzimas que contienen dichos metales de transicion los que aparentemente
presentan mayor riesgo de sufrirlas (Stadtman ER, 1990). Estas
modificaciones son normalmente llamadas “oxidaciones catalizadas por
metales” y casi siempre implican cambios covalentes, siendo estas
proteinas las mas susceptibles a la accion proteolitica de proteasas

intracelulares especificas.

Estos ataques oxidativos a proteinas dan lugar, entre otras
consecuencias, a alteraciones en la permeabilidad de las células de
diferentes tejidos. Asi, en células miocardicas se ha observado una
disminucién en la permeabilidad al Na* y Ca** y un incremento en la salida
de K*, como consecuencia de ataques oxidativos a ATPasas Na'/K* e
intercambiadores Na'/Ca** (Ramon JR, 1993). También se han observado
ataques a ATPasas dependientes de calcio, dando lugar a alteraciones de la
homeostasis del calcio intracelular, pudiéndose producir dafios a nivel del

citoesqueleto y roturas de DNA y RNA (Orrenius S et al., 1989).

Numerosos estudios han mostrado el dafo producido por sistemas
generadores de radicales libres a gran variedad de proteinas celulares y
plasmaticas, por ejemplo en procesos inflamatorios se ha observado el dafio
a la inmunoglobulina G (IgG), dando lugar a IgG alteradas (Lunec J et al.,
1986, Griffiths HR et al., 1989) y a la antiproteasa alfa-1-antitripsina como
consecuencia de la oxidacion de residuos de metionina (Carp H et al,

1982).

60



Introduccion

2.6.- INTERACCIONES RADICALES LIBRES Y DNA.

Las alteraciones del DNA, como molécula portadora del material
genético, merecen una atencién muy especial, siendo importante conocer
las consecuencias de la interaccion del DNA con el estrés oxidativo. Asi,
en patologias en las que el estrés oxidativo es elevado, tales como anemia
de Fanconi, sindrome de Bloom, esclerodermia, cancer, HTA,
envejecimiento, etc., se observa un mayor nivel de mutaciones,
entrecruzamientos, roturas espontdneas en las cromatidas, pérdida de
fragmentos cromosOmicos, llegandose incluso a la pérdida total de
determinados cromosomas, como es el caso del X en ciertos casos de

envejecimiento en mujeres (Roche E et al., 1996).

Las alteraciones de DNA que mads frecuentemente se observan en
situaciones de estrés oxidativo son incremento en los niveles de
fragmentacion y modificaciones oxidativas en las bases puricas y

pirimidinicas.

El DNA estd considerado como la principal diana del ataque por
sustancias oxidantes in vivo. Los principales agentes involucrados en el
dano directo son los radicales i6n hidroxilo (OH) y el peroxido de
hidrégeno (De Mello AC et al., 1985; Auroma Ol et al., 1989). Estos son
capaces de provocar la escision monocatenaria o bicatenaria de la molécula
de DNA, en la mayoria de los casos, por roturas simples; ademads, son
capaces de crear hidroxilacion en las bases nitrogenadas tanto
directamente, como por mediacion de la peroxidacion lipidica (Casado JA
et al., 1996). Estos hechos generan mutaciones genéticas y posibilitan la

transformacion maligna celular.
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Otro dafio indirecto sobre el DNA por parte de los radicales libres, es
el producido mediante endonucleasas calcio dependientes, cuya actividad
se incrementa como consecuencia de un aumento de calcio intracelular

(Roche E et al., 1996).

Dentro de las alteraciones mds frecuentes en las bases puricas,
destaca la formacion del 8-hidroxiguanina, con un alto efecto mutagénico y
responsable de que durante la replicacion se empareje con la adenina en
vez de la citosina. Respecto a las bases pirimidinicas, se encuentran los
glicoles de timina y citosina y los hidratos de pirimidina, los cuales dan
lugar a fragmentacion ya que las bases afectadas no pueden emparejarse
correctamente (Roche E et al., 1996). Igualmente, pequefias proporciones
de OH'. pueden interactuar con los azucares componentes de DNA, dando

lugar a la formacion de radicales de azicares (Dizdaroglu M, 1993).

El NO, también puede dar lugar a reacciones de desaminacion y
despurinizacién, mediante el N,O; formado en la interaccién de NO,
oxigeno y O,". También se ha observado entrecruzamientos producidos por
la interaccion del MDA con los grupos aminos del DNA (Roche E et al.,
1996).

En los procesos de excitacion fotoquimica, como sucede en la
exposicion a radiaciones UV, el oxigeno molecular da lugar a la formacion
de anion superdxido y conjuntamente a la formacion de oxigeno singlete,
interactuando este ultimo directamente con €l DNA, aumentando el dafio

directo que produce el radical hidroxilo.
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El DNA mitocondrial, por su localizacion en el entorno de la cadena
de transporte de electrones, principal fuente de ERO, presenta una mayor
tasa de fragmentaciones y mutaciones por modificaciones oxidativas de sus
bases, por ejemplo la presencia de 8-hidroxi-2desoxiguanosina es 16 veces
superior a la encontrada para el DNA nuclear, siendo esta mayor tasa de

mutacion muy importante en los procesos de envejecimiento (Ritcher C et

al., 1988).

2.7.- INTERACCIONES RADICALES LIBRES Y LIiPIDOS.

La peroxidacion lipidica puede entenderse como una destruccion
oxidativa de 4cidos grasos en un autocatalitico e incontrolable proceso que
da lugar a la formacidn de hidroper6xidos de 4cidos grasos y una serie de
productos secundarios, incluyendo un amplio rango de compuestos
aldehidos. En su conjunto, todos estos procesos llegan a inactivar
receptores y proteinas de membrana entre muchas otras acciones (Dean RT
et al., 1986, Esterbauer H et al., 1988), en la tabla 3 se muestran algunos

de estos productos finales.

n-Alcanales  2-Alquenales  4-Hidroxialquenales  Otros
Propanal = .Acroieina : e o .Malondiald'ehido
! i | -
. Butanal : Pentenal : 4_H!§rox!n_onena 2,4-Heptadienal -
w : : 4-Hidroxihecenal : ? :
Pentanal Hexenal R : . 2,4-Decadienal -
£ i _ i 4-Hidroxi-2,5-nadlenal & Lidrosioctenal
L i aoeng 4,5-Dihidroxidecenal ~ Yhldroxioctenal
- Nonanal ~ Nonenal S o Butanona

Tabla 3.- Algunos de los productos secundarios de la peroxidacion lipidica.

El termino autoxidacion es utilizado no con la intencién de indicar la
no intervencion de agentes externos, sino para diferenciar este proceso de
la oxidacién enzimdtica de 4cidos grasos poliinsaturados llevada a cabo

directamente por enzimas tales como ciclooxigenasa o lipooxigenasa. En
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este término no aparece el colesterol, pero porque el substrato preferido son

los 4cidos grasos poliinsaturados (Cheeseman KH, 1993).

Los acidos grasos mis comunmente encontrados en células animales,
el linoleico (C18:2), araquidénico (C20:4) y docohexaenoico (C22:6), son
potenciales dianas para sufrir el ataque de radicales, lo que indica una
mayor susceptivilidad conforme aumenta el nimero de dobles enlaces, por
lo que 4cidos grasos monoinsaturados, por ejemplo el acido oleico (C18:1),
son relativamente resistentes a este ataque y los saturados solo son

oxidables bajo condiciones extremas (Cheeseman KH, 1993).

Clasicamente se consideran tres fases en la peroxidacion lipidica:

iniciacion, propagacion y terminacion (figura 4).

INICIACION —FTmere |
- S -y__Secundana o

' ~f-=m PROPAGACION |

s 4

Hidroperdxido ~ Interaccion con otros
ROOH : G compuestos
"~ W polimeros . ==

Epoxidos, furanos _
Acidos, alcoholes, hldrocarburos
Aldehidos y cetonas volatiles

TERMINACION

Figura 4.- Reacciones de oxidacion de los lipidos.
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2.7.1.- Iniciacion.

Las reacciones de iniciacion dan lugar a formacion de radicales libres
a partir de acidos grasos no saturados y/o de perdxidos lipidicos o

hidroperéxidos.

La peroxidacion lipidica comienza con el ataque de especies
radicales con suficiente poder oxidativo como para substraer un dtomo de
hidrogeno de un metilo de la cadena del 4cido graso, dando lugar a un
radical lipidico centrado en el carbono (Cheeseman KH, 1993; Halliwell B
et al., 1993). La presencia de dobles enlaces cercanos en el acido graso
facilita la pérdida del hidrogeno, porque el radical formado se estabiliza
deslocalizando el electron desapareado en los dobles enlaces adyacentes

(Halliwell B et al., 1993).

Dentro de las ERO que podrian iniciar la peroxidacion lipidica se
encuentra el radical hidroxilo, el cual puede atacar todas las moléculas

biolodgicas incluyendo los lipidos de membrana.

L-H+ OH - HO + L

El anion superdxido no es capaz de iniciar por si solo lo peroxidacion

lipidica, pero su forma protonada (HO,) si lo es (Bielski BHJ et al., 1983).

L-H + HO, - H,0, + L
L'OOH + H02 - H202 + L02

Los complejos de hierro son considerados como verdaderos

iniciadores de la peroxidacion lipidica, ya que la mayoria de los estudios
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involucran a metales 16nicos de transicidn, observandose una tendencia a
favor de las especies ferrilo y perferrilo aunque se piensa que es en
definitiva un complejo Fe** - Fe'* -0, el iniciador de este proceso (Schaich

KM, 1992; Halliwell B et al., 1993).

Fe (II) + H,O0, —» { FeOH (0o Fe*)} —» OH" + Fe(Ill)
Fe (III) + O, — {Fe**-0,- &Fe*-0,} »Fe(l) + O,

Para que tenga lugar esta iniciacion es requerida la presencia de
dobles enlaces, siendo el lugar donde se produce la abstraccion del metilo
que presenta un doble enlace en el carbono adyacente, por ejemplo el

carbono en posicion 11 del 4cido linoleico.

El producto de esta abstraccion es un radical lipidico centrado en el
carbono (L), el cual inmediatamente se reagrupa en una estructura de
dienos conjugados. Estos radicales centrados en el carbono rapidamente
reaccionan con el oxigeno dando lugar a la formacion del radical lipidico
peroxilo (LOQ"). Son capaces de reaccionar con otros 4cidos grasos y
comenzar una nueva cadena de oxidacion y la formacion de hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) (Cheeseman KH, 1993). Los hidroperoxidos lipidicos
formados son multiples por la gran variedad de formas isométricas que
pueden formarse de un mismo acido graso, asi por ejemplo, para el 4dcido
linoleico se pueden formar dos isémeros posicionales diferentes, para el
acido araquidénico seis isomeros diferentes, en definitiva, el niumero de
isomeros va a depender del nimero de dobles enlaces (n), siendo iguales a

2n-2 (Esterbauer H, 1993).

Los hidroperoxidos lipidicos son generalmente considerados como

productos primarios de la peroxidacion lipidica (Corongiu FP et al., 1986).
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2.7.2.- Propagacion.

La iniciacion de la peroxidacion lipidica por un radical lipidico es
conocida como propagacion, aunque también se suele denominar iniciacion
secundaria. Esta etapa se caracteriza por un acimulo de perdxidos lipidicos

(Cheeseman KH, 1993).

La longitud de la cadena de propagacion depende de multiples
factores, entre los que se encuentran, la proporcion lipido/proteina existente
en la membrana (a mayor cantidad de proteinas, mayor probabilidad de
reaccion de un radical con ellas), la composicion en 4cidos grasos, la
concentracion de oxigeno y la presencia de antioxidantes entre otros
(Halliwell B et al., 1993). Siendo muy variados los productos que se
pueden formar en esta etapa como consecuencia de los diferentes isGmeros

que pueden formarse (Porter NA, 1990).

La peroxidacion lipidica se puede ver como una cadena de
reacciones autocataliticas con el suficiente potencial como para consumir

todos los pufas existentes en el sistema donde se ha iniciado.

Los perdxidos lipidicos son muy inestables en presencia de metales
de transicion como hierro o cobre, asi sales ferrosas reaccionan
rdpidamente con hidroperdxidos lipidicos, generando radicales alcoxilo

lipidicos y sales férricas las cuales pueden generar radicales peroxilo.

LOOH + Fe* - LO + OH + Fe*
LOOH + Fe** — LOO + H* + Fe*
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La presencia de iones metalicos es casi imprescindible para romper
los hidroperé6xidos lipidicos, con generacion de radicales libres que inicien
nuevas cadenas de lipoperoxidacion, de hecho, existen estudios que
pretenden determinar la certeza de la peroxidacion lipidica iniciada por
complejos de hierro y las reacciones de propagacion dependientes de la

presencia de hidroperoxidos lipidicos preformados (Cheeseman KH, 1993).

Las sales ferrosas son mas activas en estimular la lipoperoxidacion
que las férricas, son mds solubles y reaccionan rapidamente con perdxidos
generando gran cantidad de radicales alcoxilo reactivos, mientras que las
sales férricas generan menos radicales peroxilo. Por esta razén en presencia
de agentes reductores, por ejemplo el ascorbato, se estimula Ila
peroxidacion lipidica al mantener el hierro en su forma ferrosa (Slater TF y

Cheeseman KH, 1987).

La proteccion con agentes queladores de metales libres, no es
tampoco eficaz en todos los casos, siendo importante la reaccion o
proporcion de queladores/metales, por ejemplo la clasica quelacién con
EDTA, la cual durante algun tiempo se consideraba como inhibidora de las
reacciones dependientes de hierro, puede dar lugar a la formacién de un
complejo de hierro que promueve la peroxidacion lipidica si se usa una
apropiada proporcion metal/quelador (Minotti G et al., 1992). Las
hemoproteinas también son capaces de iniciar la descomposicion de
hidroperoxidos lipidicos hacia radicales libres, asi la hemoglobina,
citocromo P450 y otros citocromos son capaces de iniciarla mientras que la
transferrina y la lactoferrina no lo son y la ferritina sélo cuando esta

saturada con hierro (Gutteridge JMC et al., 1981).
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La ruptura de los hidroperoxidos lipidicos es importante por dos

razones:

1) Por la generacion de radicales que propagan la peroxidacion

lipidica.

2) Por generar fragmentos o productos no radicales como son

aldehidos, muchos de los cuales presentan actividad bioldgica.

La identidad del producto depende de varios factores, entre los que
se encuentran el propio acido graso del cual parte, de la composicion del
grupo hidroperdxido dentro del 4cido graso poliinsaturado y en que lado
del grupo hidroperéxido se produce la escision o rotura (Cheeseman KH,

1993).
2.7.3.- Reacciones de terminacion.

Las reacciones de terminacion se dan mediante interacciones radical-
radical, las cuales ocurren si las condiciones son favorables. Estas
interacciones tienen el efecto de terminar las cadenas de peroxidacion

gracias a la formacion de productos no radicales.

L' + ' — Producto no radical

LOO + L' — Producto no radical

Obviamente las reacciones radical-radical requieren la presencia, en

relativamente alta concentracion, de los reactantes.
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También la interaccion de dos radicales peroxilo podria producir

oxigeno singlete la cual es una especie reactiva (Cheeseman KH, 1993).

2.7.4.- Daiio consecuente de la lipoperoxidacion.

La lipoperoxidacion es un fuerte proceso destructivo en seres vivos.
Puede atacar directamente a las células, por ataque a estructuras de la
membrana, o indirectamente por liberacion de productos reactivos

(Cheeseman KH, 1993).

2.7.4.1.- Dano directo a membranas.

Un factor critico en las membranas bioldgicas es su fluidez, la cual
estd determinada en gran parte por la incorporacion de 4cidos grasos
poliinsaturados a los fosfolipidos de la bicapa. No es de sorprender que la
lipoperoxidacion afecte a las propiedades biofisicas de la membrana, ya

que la diana preferente son las moléculas que las determinan.

La lipoperoxidacion produce descenso de fluidez de membrana,
cambios en las propiedades de las fases de la membrana y disminucién de
su resistencia eléctrica. Por otra parte, el entrecruzamiento catalitico causa

restriccion de la movilidad de las proteinas de membrana (Richter C, 1987).

Todos estos ataques pueden dar lugar a que la membrana altere su
funcidn principal, es decir, actuar como barrera. La peroxidacion lipidica es
en si algo mds que la simple produccién de puntuales poros en la
membrana, dando lugar a una pérdida de la homeostasis i6nica, lo cual es
un importante tipo de descompartimentacion y destruyendo el orden que

imparte la membrana al metabolismo celular. Por ejemplo, el calcio se
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encuentra en concentracion submicromolar en el citosol y milimolar fuera,
alteraciones en la homeostasis de este metal, llevada a cabo por la
membrana, incrementan el calcio citosolico, 1o cual conlleva activacidon de
un gran numero de enzimas y el calcio pasa de ser un poderoso controlador
metabdlico, bajo condiciones normales, a un inductor de letales procesos,
entre ellos la activacion de diversas fosfolipasas y proteasas (Jones DP et
al., 1983; Bellomo G et al., 1985; Orrenius S et al., 1989; Liao D et al.,
1993).

Puede resultar en la inactivacion de bombas responsables del
mantenimiento homeostatico 16nico, disminucién de la actividad de
enzimas asociadas con membranas, incluidas mitocondrias y aparato de
Golgi, por ejemplo, glucosa-6-fosfato y citocromo P-450 (Poli G et al.,
1981; Herman B et al., 1990).

Hay enzimas madas resistentes como es el caso de la NADPH:
citocromo P450 reductasa quizds por ser periférica. Otras veces hay una
estimulacion de enzimas como puede ser el caso de la fosfolipasa A2,
convirtiéndose en un mecanismo de defensa ya que esta enzima tiene
preferencia por los fosfolipidos de membrana oxidados como sustratos y
los acidos grasos peroxidados son rapidamente liberados de los fosfolipidos
con la consecuente formacion de lisofosfolipidos que son rdpidamente
reciclados. Un incremento en la actividad de la fosfolipasa A2 implica una
acumulacion de estos lisofosfolipidos y si su reciclado no tiene lugar
rdpidamente, se puede alterar la estructura de la membrana y dar como

resultado la lisis celular (Ursini F et al., 1991).
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2.7.4.2.- Efectos indirectos de la peroxidacion lipidica.

Estos efectos se deben principalmente a los productos carbonilos de
la lipoperoxidacion, debido a que son bioldgicamente activos y pueden
difundir fuera del sitio de produccion. Algunos de estos aldehidos pueden

quedar unidos al fosfolipido y volver a atacar (Cheeseman KH, 1993).

El nimero de productos es muy variado por la gran variedad de
fosfolipidos, formas isoméricas y productos que se pueden obtener. Los
productos tipicos encontrados en extractos de muestras bioldgicas
oxidadas, incluyen n-alcanales de 3 a 12 dtomos de carbono, 2-alquenales
de 4 a 9 datomos de carbono de longitud, 2.4-alcadienales, 4-
hidroxialquenales y otros compuestos carbonilo de varios tipos incluido
MDA. Otros se deben a reacciones secundarias, lo cual complica aun mas

su estudio (Cheeseman KH, 1993).

Los 4-hidroxialquenales, son los més interesantes desde un punto de
vista bioquimico y en particular el HNE (4-hidroxinonenal) porque se
produce en relativa gran cantidad y es muy reactivo, los insaturados 2-
alquenales son mdas reactivos que los n-alcanales pero menos

representativos.

El HNE es producto de la oxidacion del &cido araquidénico
(Esterbauer H et al, 1990). Los hidroxialquenales son altamente
electrofilicos y pueden reaccionar con biomoléculas electrofilicas, asi el
HNE puede reaccionar con proteinas que presenten grupos tiol a pH
fisiologico relativamente ripido, la interaccion HNE-GSH tiene un doble

significado:
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1) Via de desintoxicacién de HNE.
2) Via de depleccion de GSH, lo que podria incrementar el estrés en

la célula, al disminuir el sustrato de la GPX.

A menor proporcion el HNE puede reaccionar con grupos aminos,
por lo que un amplio rango de enzimas han mostrado ser inhibidas por
HNE, la mayoria con grupos tioles necesarios para su actividad (Rossi MA

et al., 1990).

Los hidroalquenales pueden inhibir las enzimas reparadoras de DNA.
Se le ha observado una actividad quimiotactica, pudiendo amplificar la

reaccion inflamatoria (Cheeseman KH, 1993).

Otro producto secundario es el malondialdehido (MDA), formado
durante las udltimas etapas de la ruptura de endoperdxidos, durante la
reestructuracion intramolecular de la estructura de d4cidos grasos,
reagrupacion necesaria para la estabilizacion de los radicales libres

formados en la cadena alifética del 4cido graso (Valenzuela A, 1991).

Este producto puede ser metabolizado a nivel celular, por ejemplo
por la aldehido deshidrogenasa hepatica, y/o excretado. Estad involucrado en
el dafio a la célula y en la formacion de pigmentos de lipofucsina durante el
envejecimiento, donde se encuentra condensado con los grupos amino
libres de proteinas formando derivados fluorescentes debido a estructuras

tipo base de Schiff (Valenzuela A, 1991).

Hay evidencias de la reaccion de MDA con algunos aminoécidos y
con el DNA y el RNA, presentando propiedades mutagénicas y actuando

como carcindégeno quimico.
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2.8.- MECANISMOS ANTIOXIDANTES.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, el organismo
posee un sofisticado y complejo sistema de mecanismos antioxidantes que

le permiten defenderse de los ataques provocados por el estrés oxidativo.

Este sistema estd compuesto por multiples antioxidantes con
diferentes funciones, algunos de ellos son enzimas, otros son compuestos
pequeinos, pudiendo ser hidrofilicos o lipofilicos (Romero D et al., 1989;
Peiia de la A et al., 1997). Entre sus funciones se encuentran la supresion
de generacion de radicales libres, atrapamientos de estos y reparacion del

dafio producido.

Desde el punto de vista terapéutico, existen sustancias exdgenas que
pueden prevenir el dafio oxidativo utilizando mecanismos andlogos a estos
sistemas antioxidantes enddgenos, inhibiendo o previniendo la generacion
de radicales libres, potenciando la actividad enzimadtica antioxidante o

bloqueando la amplificacion del dafio oxidativo (Lindhal T et al., 1995).

En la figura 5 se :Ilz.’;za,sll_l:g!-l, metales, tabaco, isquemia,
. . Antioxidante: iﬁl Supresién de fa formacicn de
esquematiza este sistema pontvos. > radicates
Radicg!u_rs libres
de defensa siendo tan liﬁ! Supresién de Ia iniciacién de fa
’ /,.r? L cadena peroxidativa
Antioxidantes % 3 i
importante  conocer el Lok T S
p radicales T— Ruptura de la cadena de

propagacién

sistema de defensa del

Cadena peroxidativa

: ~ o s
organismo frente al dafio N
sintesis de nuevos Dafio Reparacidn dsl dafio y
anfioxidantes ) reconstruccion de membranas
BERE

oxidativo, como los
Enfermedad, cancer, envejecimiento, efc.

mecanismos de actuacidon

de los radicales libres.

Figura 5.- Esquema representativo de las lineas de defensa.
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A continuacion veremos algunos de estos antioxidantes.

2.8.1.- Mecanismos enzimadticos.

2.8.1.1.- Catalasa.

Fue una de las enzimas antioxidantes descritas, hallandose en
practicamente todas las células de animales y plantas (Deisseroth A et al.,
1970). Se trata de una enzima intracelular ferriporfirinica, localizada

principalmente en peroxisomas (80%) y citosol (20%) (Nieto N, 1993).

Se halla constituida por 4 subunidades, cada una con un grupo hemo

enlazado en su centro activo.

La funcién de la catalasa es doble, ya que tanto cataliza la
descomposicion de perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno (actividad
catalitica), como la oxidacion de donadores de hidrégeno, como pueden ser
metanol, etanol, fenoles, etc., con la consumicidén de un mol de peréxidos
(actividad peroxidica) (Aebi H, 1984). Dentro de los per6xidos consumidos
se encuentra el H,O, y los hidroperdxidos alquilo, siendo en este caso la

reactividad de la catalasa inversa a la longitud de la cadena.

H.0, —» 2H,0 + O,
ROOH + AH, - ROH + HO + A

El que predomine la primera reaccion o la segunda, va a depender de
la concentracion de donadores de hidrogeno y de la concentracién o
producciéon de H,O, en el sistema (Aebi H, 1984). Se ha observado que la

descomposicion de H,O, es muy rdpida, mientras que las reacciones
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peroxidativas son realmente lentas (Aebi H, 1984). En ambas reacciones, lo
primero en formarse es un complejo primario entre el H,O, o el
hidroper6xido y el hierro del grupo prostético, dando lugar a la formacion
del complejo activo I, complejo que reacciona con otra molécula de
hidroper6xido para dar finalmente agua y oxigeno (Deisseroth A et al.,

1970).

P-Fe*-OH + H,O, —» P-Fe*-OOH + H,O
P-Fe*-OOH + H,0, —» P-Fe**-OH + H,0 + 02

La catalasa presenta una afinidad por el H,O, baja, es decir necesita
altas concentraciones del mismo para poder trabajar rapido (Roberfroid M
et al., 1995), aunque se ha observado un rdpida inactivacion de la actividad
de la catalasa a concentraciones de H,O, superiores a 0.1M, por la
formacion de los complejos inactivos Il y III (Aebi H, 1984), igualmente se
ha observado inactivacion de la catalasa por anién superdxido (McCord J,

1989).

La concentracion de este enzima es distinta en los diferentes 6rganos
o compartimentos, asi, en plasma su concentracion es bastante baja (Ramon
JR, 1993), encontrdndose practicamente ausente en cerebro, aunque su
actividad puede ser inducida por el factor de crecimiento nervioso (Evans

PH, 1993), siendo muy activa en higado y eritrocitos (Nieto N, 1993).

Se ha observado que puede ser el antioxidante mdis importante
cuando se escapa de las células necrosadas, autolimitando la extension del
dano por radicales libres. Experimentalmente se ha utilizado con €éxito en la

isquemia-reperfusion del corazon aislado de rata, para minimizar las
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arritmias severas y la destruccion miocardica producida por ERO (Ramodn

JR, 1993).

2.8.1.2.- Superodxido dismutasa.

Familia de metaloenzimas, conocida por acelerar la dismutacion
espontdnea de O, hacia H,O, y O,. Esta reaccion se puede realizar de forma
espontdnea, aunque ocurre de manera muy lenta. Si la SOD cataliza dicha

reaccion, la velocidad se aumenta 10° veces (Casado JA et al., 1996).

O, + 0, + 2H" — O, + H,0O,

Se encuentran ampliamente distribuidas en todos los organismos
aerobicos, jugando un importante papel en el control de los niveles de O,

en los compartimentos celulares (Monte M et al., 1994).

Se aislaron por primera vez en 1939, por Man y Keilin a partir de
eritrocitos bovinos, aunque en este primer aislamiento no se le asocid
ninguna actividad enzimatica, siendo denominada hemocrupemia por su
contenido en cobre. Posteriormente McCord J et al. (1969), mostraron su
capacidad enzimdtica para inhibir la oxidacién de ferrocitocromo C por
eliminacion de O,, siendo renombrada a la hemocupremia como

superoxido dismutasa (SOD).

Hoy en dia, se pueden localizar en mamiferos tres grandes familias
separadas en base a los metales que contienen y/o su localizacién en la
célula. Dos familias son intracelulares, las super6xido dismutasas cobre,

cinc dependientes (Cu, Zn-SOD) y las manganeso dependientes (Mn-SOD)
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y una extracelular, las superdxido dismutasas extracelulares (Ec-SOD)

(Monte M et al., 1994).

Las Cu, Zn-SOD, presentan un peso molecular de 32000 daltons,
estando constituidas por dos subunidades idénticas, con un dtomo de cobre
y otro de cinc cada una (Fridovich I, 1975). De estos dos metales, el Cu es
el que presenta una actividad catalitica, localizdndose en el sitio activo de
la enzima, mientras que el Zn desempefia una funcién bdsicamente
estructural (Dreosti IE et al., 1979). Esta familia se localiza principalmente
en el citosol de la célula. Su gen se localiza principalmente en el

cromosoma 21 humano (Monte M et al., 1994).

Las Mn-SOD, estdn constituidas por cuatro subunidades idénticas,
con un atomo de Mn por unidad. Su peso molecular es de 80000 daltons y
su localizacion primordialmente mitocondrial (Fridovich I, 1975). Su gen

se localiza en el cromosoma 6 humano (Monte M et al., 1994).

La ultima familia, las Ec-SOD, fue descubierta en 1982 por Stefan
Marklund en tejido pulmonar, tratindose de un tetrdmero de 135000
daltons y con un dtomo de cobre por subunidad. Su gen se localiza en el
cromosoma 4 humano. Esta SOD presenta menos actividad que las

intracelulares (Monte M et al., 1994).

Las superoxido dismutasas estdn ampliamente distribuidas por todos
los tejidos, salvo la Mn-SOD que no se localiza en eritrocitos. En humanos,
las Cu, Zn-SOD, presentan mayor actividad en higado y sustancia blanca
de cerebro, y las Mn-SOD en higado, corazén y pancreas. Las Ec-SOD son
mas activas en el espacio extracelular del ttero, gldndula tiroidea y

pancreas (Monte M et al., 1994).
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El mecanismo general de actuacion de las SOD es el mostrado a

continuacion.

SOD-M‘ + O, —» SOD-M*' + 0O,
SOD-M*!' + O, + 2H* —» SOD-M‘ + H.,0,

La SOD ha sido utilizada en la limitacién del dafio oxidativo,
mediante inyeccion directa en sitios de inflamacion, demostrando un efecto
antiinflamatorio (Winrow VR et al., 1993). También se ha observado su
papel protectivo de la mucosa intestinal en procesos de isquemia
reperfusion, en radioterapia (Monte M et al., 1994), asi como en otras

patologias y 6rganos.

No se ha descrito hasta la fecha en seres humanos, ninguna
deficiencia congénita completa de SOD vy catalasa, debido, tal vez a que las
mutaciones de sus genes son incompatibles con la vida (Halliwell B, 1991 ).
2.8.1.3.- Glutation peroxidasa.

Este término engloba a un conjunto de enzimas que catalizan la
reaccion de hidroperoxidos con glutation (GSH), dando lugar a la

formacion de glutation disulfuro oxidado (GSSG) y el producto de

reduccion de hidroperoxidos.

ROOH + 2GSH — ROH + H,O + GSSG
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El radical (R) puede ser cualquier grupo organico, alifatico o
aromdtico, o simplemente hidrégeno, siendo en este caso el substrato el

H,O, (Mannervik B, 1985).

En organismos vivos se encuentran dos grandes grupos, las glutation
peroxidasa-selenio dependientes y las selenio independientes (Mannervik

B, 1985; Nieto N 1993).

Las selenio dependientes son tetraméricas, conteniendo selenio en
forma de enlaces covalentes selenio-cisteina en su centro activo
(Mannervik B, 1985). Son activas frente a hidroperéxidos orgéanicos y H,O,,
localizandose primordialmente en citosol (70%), y en menor cantidad en
mitocondrias (30%), en la matriz mitocondrial y en lugares de contacto

entre la membrana externa e interna mitocondrial (Nieto N, 1993; Benzi G

etal., 1995).

El segundo grupo no requiere selenio para su actividad catalitica,
presentando en general una menor afinidad por el H,O,. Realmente esta
actividad peroxidasa es llevada a cabo por las glutation transferasas, las
cuales se ha observado que aumentan su actividad de peroxidasa,
diminuyendo su actividad transferasa, en situaciones de estrés oxidativo;
este aumento y cambio de actividad ha sido observado en mitocondrias de
higado de rata entre otros Organos y especies (Warholm M et al., 1985;

Aniya Y et al., 1993; Mosialou E et al., 1993).

Las selenio independientes se localizan en citosol, mitocondrias y
fracciones celulares que contengan membranas. Son varias isoenzimas, al
menos 8§ distintas, formadas por dos subunidades, presentando distinta

reactividad y/o afinidad por uno u otro substrato segun su localizacion, asi
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por ejemplo la transferasa microsomal presenta actividad peroxidasa frente
al hidroperoxido, mientras que la citosélica no (Mannervik B, 1985; Aniya

Yetal, 1993).

En la mayoria de los animales las selenio dependientes son las
responsables de la mayor fraccion de actividad peroxidasa, aunque se ha
observado que la importancia relativa de las selenio dependientes y selenio
independientes, en lo que respecta a actividad peroxidasa, varia no solo
entre especies, sino también entre tejidos de una misma especie, asi, por
ejemplo, se observa una amplia contribucidn de la actividad peroxidasa de
las selenio independientes en testiculos de rata, en comparacion con otros

organos, asi como una casi ausencia de selenio en cobayas (Guthenberg C,

1985).

En mamiferos se ha descubierto un segundo tipo de glutation
peroxidasa selenio dependientes que, a diferencia de las anteriores estd
constituida por una sola unidad, son las formas isoenzimadticas de las
glutation  peroxidasas selenio dependientes, que actian sobre
hidroperoxidos de fosfolipidos sin necesidad de la actuacion de la
fosfolipasa A2. Son enzimas solubles, localizados en citosol pero activos
sobre membranas (Maiorinio M et al., 1990). Son menos activas sobre el
H,O, que las glutation selenio dependientes, presentando igual reatividad
frente a hidroperdxidos de 4cido linoleico y siendo las unicas activas sobre

hidroperoxidos de fosfolipidos (Maiorinio M et al., 1990).

El mecanismo de accién de las selenio dependientes sigue el

esquema de la reaccion.

ROOH + E-CysSell —» E-CysSeOH + ROH
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E-CysSeOH + GSH — E-CysSe-SG + H20
E-CysSe-SG + GSH — E-CysSeH + GSSG

2.8.1.4.- Glutation reductasa.

Se trata de una flavoproteina encargada de catalizar la reduccion
NADPH dependiente del glutation disulfuro oxidado, hacia glutation
reducido (GSH).

NADPH + H*+ GSSG — NAD* + 2GSH

Su importancia radica en la capacidad para mantener los niveles de
glutation reducido, el cual juega un importante papel en varios procesos de
oxido-reduccién, entre los cuales se encuentra el servir de substrato

donador de hidrégenos en la actividad de la glutation peroxidasa.

2.8.2.- Mecanismos no enzimadticos.

2.8.2.1.- Vitamina E.

Su estructura quimica es la de una molécula de tocol, constituida por
un nucleo hidroxicromona al que se le une una cadena de fitilo. Existen al
menos ocho formas isoméricas, las cuales se dividen en dos grupos, cuatro
con una cadena saturada de fitilo (a-,B-,y- y d-tocoferol) y cuatro con una
cadena de fitilo de dobles enlaces en la posicién 37, 77y 117 (o-,B-,y- y 0-
tocotrienol). Las diferencias entre las formas isoméricas de cada grupo se

encuentran en la posicion de los grupos metilo en el anillo.
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De estas formas isoméricas el a-tocoferol predomina en muchas
especies, siendo la forma mds activa biologicamente y el mejor
antioxidante liposoluble en células de mamiferos y sangre (Burton GW et

al., 1982).

La dosis diaria recomendada oscila entre 800-1000 mg/dia siendo
necesario aumentar sus requerimientos cuando se produce una ingesta
elevada de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA). Su toxicidad es escasa,
no observandose efectos secundarios con dosis de hasta 3200 mg/dia

(Vademécum internacional, 2005).

Se ha demostrado experimental y clinicamente, la funciéon de la
vitamina E como antioxidante lipofilico, mediante la eliminacién de
radicales libres (Tapel A, 1968; Chow CK, 1991; Liebler DC, 1993), siendo
conocida su actividad para eliminar oxigeno singlete, asi como otros

radicales del oxigeno (Sies H et al., 1993).

El sitio activo se encuentra en el grupo 6-hidroxilo del anillo
cromanol, el cual se sitda, a nivel de la membrana, cerca de la superficie
polar, mientras que la cadena fitilo, se encuentra interaccionando con los
acidos grasos de los fosfolipidos en la region no polar, siendo esta la
responsable de la cinética de transporte y retencion de membranas, no

estando completamente fijo en estas (Graham WB et al., 1990).

El mecanismo de inhibicion de la oxidacion, especialmente de
lipidos, por o-tocoferol, estd ampliamente estudiado “in vitro™ (Liebler DC,
1993). Al parecer es a nivel del radical lipidico peroxilo (LOO"), en lo que

respecta a la cadena de propagacion de la peroxidacion lipidica, donde se
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observa su actuacion, elimindndolo e impidiendo que continte la cadena y

por lo tanto la formacion de nuevos radicales (Witing LA, 1980).

LOO + T-OH —- LH + TO + 02

Se conoce que el a-tocoferol, atrapa al radical peroxilo 10 veces mas
rapido de lo que este reacciona con otro lipido, es decir, sobre el 90% de
los radicales peroxilo son atrapados por a-tocoferol antes de que ataquen a

otros lipidos, igual eficacia se ha observado “in vivo” para atrapar radicales

alcoxilos e hidroxilos (Machlin LJ, 1991 ).

El radical a-tocoferoxilo formado en la reaccion, puede seguir varias
direcciones: reaccionar con otro radical peroxilo y dar un aducto,
reaccionar con otro radical de vitamina E y dar un dimero, ser reducido por
un reductor como la vitamina C, ubiquinol o glutatién; otra via es la
sustraccion de un atomo de hidrégeno de lipidos o hidroperéxidos, dando
un radical lipidico o radical peroxilo respectivamente, pudiéndose volver a
poner en funcionamiento la cadena de propagacion. En la figura 6 se

representan estas

g . idat
vias. La potencia de oxidativa
Cadena
propagacion

la vitamina E como

LOOH
antioxidante va a et
cadanayins L —»Cadena oxidativa
depender de eStaS LOO '->Cadena oxidativa
reacciones '55‘0
(E! E}
competitivas (Packer ﬁsegrhﬁte coa
v glutation
Di
L, 1991). g

Figura 6.- Posibles vias de destruccion del radical tocoferoxilo.
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Como ya se ha mencionado, son numerosos los estudios que
demuestran que el o-tocoferol actia como un potente antioxidante
lipofilico y supresor del dafio oxidativo en membranas bioldgicas,
lipoproteinas y tejidos. Entre estos se encuentran los realizados en células
rojas sanguineas, las cuales son excelentes modelos de estudio del dafio
oxidativo, por su alto contenido en 4cidos grasos poliinsaturados y su
continua exposicion a altas concentraciones de oxigeno. En estas células la
adicion o incremento en la produccion de radicales libres causa hemdlisis,
observandose la supresion de dicha hemdlisis por supresion de la oxidacién
mediante la adicion de vitamina E, mostrdndose que juega un papel
importante en la ruptura de la cadena de las membranas gracias a su

condicion lipofilica (Niki E, 1995).

Otros estudios, utilizando LDL, han demostrado que la vitamina E es
el mds abundante y mds activo antioxidante en LDL (Jessup W et al.,
1990), mostrandose igualmente que una suplementacion oral con o-
tocoferol incrementa el contenido en vitamina E en LDL y su resistencia a
la oxidacidn, evitando de este modo el desarrollo de arterioesclerosis (Gey
KF et al., 1987; Dieber-Rotheneder M et al., 1991; Alvarez-Sala L et al.,
1996).

También existen estudios que muestran una cierta capacidad
prooxidante de la vitamina , actuando como un componente en la cadena de
propagacion, ya que su incorporacion en membrana cerca de la superficie
facilitaria la captura de radicales de la fase acuosa, pudiendo seguir, el
radical tocoferoxilo resultante, la via de ataque a otros lipidos e iniciando la
cadena de oxidacion. Parece ser que esta actividad prooxidante “in vivo”
no es tan importante, debido a los agentes reductores como ascorbato,

ubiquinol y glutatién, que regeneran el a-tocoferol (Nagaoka S et al., 1990;
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Bowry VW et al., 1995). El ascorbato es consumido primero cuando el
radical tocoferilo se encuetra en la fase acuosa, mientras que el ubiquinol es

consumido primero cuando los radicales son formados en la membrana.

Son muy numerosos los estudios que muestran su relaccion y
actuacion en el tratamiento de patologias diversas, asi, se ha observado que
deficiencias severas o cronicas pueden dar lugar a un progresivo sindrome
neuroldgico, involucrando a la vitamina E en un Optimo desarrollo y
mantenimiento de la funcidn e integracion del sistema nervioso y musculo
esquelético. Otros estudios evidencian que suplementando la dieta con
vitamina E se reduce el riesgo de enfermedades del corazon, igualmente, se
ha observado su accién en cancer, envejecimiento...etc. (Landvik SV et al.,

1995).

2.8.2.2.- Coenzima Q.

Se trata de una benzoquinona que presenta en la posicion 6 una
cadena lateral constituida por un nimero variable de unidades isoprenoides.
Su funcién principal es de actuar como transportador movil en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, transferiendo electrones desde los

complejos tipo DH al complejo III.

Su actividad antioxidante fue observada, en estudios pioneros, por
Mellors y Tappel, los cuales mostraron una eficiente inhibicion de la

lipoperoxidacion por ubiquinol-6 (Mellors A et al., 1966).

A partir de este estudio, se realizaron muchos otros en los que se
demostré la interaccion directa del coenzima Q con radicales libres,

diminuyendo asi la oxidacion de lipidos en liposomas, membranas
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(mitocondrias, microsomas, etc.), células y lipoproteinas (Ernster L et al.,

1992).

En estudios iniciales se sugeria que tanto la forma oxidada del
coenzima Q (ubiquinona) como la reducida (ubiquinol, CoQH,), ejercian
los mismos efectos antioxidantes, aunque en experimentos posteriores se
mostré que era requerida una muy alta concentracion de ubiquinonas para
observar una actividad antioxidante significativa (Landi L et al., 1990),
encontrandose que en diferentes fracciones membranosas la forma reducida
o ubiquinol, demostraba una mayor habilidad que la forma oxidada para
inhibir la lipoperoxidacién inducida por Fe**-ascorbato (Kagan VE et al.,

1990).

Igualmente se ha demostrado “in vitro”, que ubiquinoles con cadenas
laterales isoprenoides cortas (Q,-Q,) ejercen un efecto inhibidor de la
lipoperoxidacion mas potente que sus homologos de cadena larga (Qs-Q,)

(Kagan VE et al., 1990).

Se cree que el mecanismo antioxidativo mas utilizado o significativo
es el del mantenimiento del pool de vitamina E a través de la reduccion del
radical a-tocoferoxilo. Este dato estd reforzado por el hecho de que la
constante de interaccion ubiquinol-radical tocoferoxilo, es mucho més alta
que la constante de reaccion con radical peroxilo, por lo que se observa una
preferencia por reducir o-tocoferoxilo mds que por interaccionar con

radicales peroxilo (Mukai K et al., 1993).

De los estudios realizados por numerosos grupos de investigacion, se
extraen varios mecanismos de actuacion antioxidativa. Asi uno de los

mecanismos es la reduccién directa de especies perferrilo (Fe’*-O,") por
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CoQH,, con la consecuente prevencion del ataque de estas especies,
considerdndose este mecanismo como inhibidor de la sintesis de radicales
alquilo y peroxilo. Otro mecanismo es la interaccion directa con anidn
superoxido y con radicales alquilo y peroxilo, mediante donacion de
atomos de hidrogeno a estos radicales (Litarru GP, 1994; Kagan VE et al.,
1990).

CoQH, + Fe*-O,” —» CoQ + Fe* + H,0,
CoQH, + 20, —» CoQ + 02 + H202
L'+ CoQH, - LH + CoQ

LOO + CoQH, - LOOH + CoQ

Uno de los mecanismos mads significativos, como se ha comentado

anteriormente, es la regeneracion de o-tocoferol.

CoQH, + T-O' —» CoQ + T-OH

Estudios recientes, involucran al CoQ en la modificacion de la
extension de la peroxidacion lipidica inducida por estrés enddégeno o
exogeno y/o inducida por manipulacion de la grasa dietaria, demostrando
que la induccién de oxidacion por un estrés, ya sea exdgeno (adriamicina) o
enddgeno (ejercicio fisico) aumenta el contenido de CoQQ en membrana,
siendo ademds mayor el efecto cuanto mas insaturada es la grasa de la dieta

(Mataix J et al., 1997).

En la figura 7, se muestran algunas de estas vias antioxidantes.
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CoQH, == CoQ-

Fe’~0," Fe**+H,0

= Iniciacion
o ’

02 Vit EOH VItEO '

"CoQ < CoQH,

Figura 7.- Esquema de los distintos mecanismos antioxidantes llevados a cabo por el coenzima Q.

2.8.2.3.- Carotenoides.

El término carotenoide se utiliza generalmente para designar a
moléculas de 40 dtomos de carbono y un extenso sistema de dobles enlaces
conjugados (Handelman GJ, 1995). Son pigmentos ampliamente
distribuidos en la naturaleza, siendo el carotenoide prototipo el B-caroteno,
sobre todo por ser el que mayor actividad vitamina A posee (Simpson KL et
al., 1981). Los animales, incluyendo los humanos, no son capaces de
sintetizar “de novo” B-carotenos, siendo su fuente principal de ingreso los

vegetales, frutas, leche y derivados, pescados y crusticeos (Alvarez-Sala L

etal., 1996).

Se ha observado en numerosos estudios su actividad antioxidante,

mostrandose su capacidad para reaccionar con oxigeno singlete, radical
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peroxilo, radical hidroxilo, anién superdxido, dcido hipocloroso y otras

especies reactivas (Handelman GJ, 1995).

De estos estudios se extrae que la capacidad antioxidante de los
carotenoides, depende fundamentalmente de la concentracion de O,
existente, la estructura quimica de los mismos y el efecto acompanante de

otros antioxidantes (Krinsky NI, 1993).

Los carotenos presentan una mayor actividad a bajas presiones de
oxigeno, perdiendo dicha actividad conforme aumenta dicha presion

(Krinsky NI, 1993; Handelman GJ, 1995).

En lo referente a la relacion estructura-actividad antioxidante, se ha
observado que no todos los carotenoides muestran la misma capacidad
antioxidativa. Asi, en estudios “in vitro” se observa que los carotenoides
con 8 6 mas dobles enlaces son 1000 veces mas efectivos, a la hora de
reaccionar con oxigeno singlete, que los que presentan 5 & menos

(Handelman GJ, 1995).

Con respecto al oxigeno singlete, se ha mostrado “in vitro” que una
molécula de [B-caroteno es capaz de interaccionar con al menos 100000

moléculas de oxigeno singlete, antes de su total destruccion (Handelman

GJ, 199)5).

Otros estudios han demostrado “in vitro” una posible relaccion de los
B-carotenos en la inhibicién de la peroxidacion lipidica. Es posible que esta
accion consista esencialmente en transformar el radical a-tocoferdxilo en

a-tocoferol, regenerando de este modo el potencial antioxidante de la
vitamina E (Palozza P et al., 1992).
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La mayoria de los estudios han sido realizados “in vitro”, aunque los
estudios realizados “in vivo” refuerzan los datos observados, destacando
dos aspectos importantes en la actividad antioxidante de los carotenoides,
uno de ellos es la eficiencia en una disminucion directa de la peroxidacion
lipidica y el otro es la habilidad de esta molécula para modular los niveles

enddgenos de otros antioxidantes (Krinsky NI, 1993).

2.8.2.4.- Vitamina C (acido ascorbico).

El 4cido ascorbico (C6-H8-O8) es una querolactona, hidrosoluble,
estructuralmente similar a la glucosa. Estd presente fundamentalmente en
frutas frescas (citricos), tomates, pimientos verdes...; aunque también se

encuentra en algunos derivados animales como la leche (Alvarez—Sala L,

1996).

Los requerimientos diarios oscilan entre 60-100 mg.

El acido ascorbico presenta la capacidad de poder sufrir rdpidamente
dos procesos oxidativos monovalentes consecutivamente con la formacion
del radical semidihidroascorbato (Asc.-) como intermediario, radical
relativamente no reactivo. Estas caracteristicas hacen de este compuesto un

excelente antioxidante hidrosoluble donador (Buettner GR et al., 1995)

(figura 8).
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Figura 8.- Procesos oxidativos monovalentes sufridos por el dcido ascorbico.

El ascorbato, es capaz de interaccionar directamente con O,,, OH,
oxigeno singlete, radicales centrados en el nitr6geno y en el sulfuro y

radicales lipidicos (Stadman RE, 1991; Buettner GR et al., 1995).

AscH + OH — H,O + Asc

AscH + O, + H - H;0, + Asc
AscH + L' —» LH + Asc

AscH + H,0, + H — 2H,0 + Asc

Otro de los efectos de la vitamina C, es la de intervenir en el reciclaje
de la vitamina E, reduciendo el radical a-tocoperoxido y transformandolo

de nuevo en a-tocoferol, obteniendo por contrapartida un radical de

vitamina C (Weffers H et al., 1988; Niki E, 1991; Chan AC et al., 1991).

La regeneracion de ascorbato puede ser via enzimatica, mediante la
monodihidroascorbato reductasa y la dihidroascorbato reductasa (Buettner
GA et al., 1995). Otras vias son mediante interacciones con otras moléculas
como el glutatién o por interaccion de dos radicales semidihidroascorbato

(Stadtman ER, 1991).

2Asc + NADH + H* —» 2AscH + NAD*
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2DHA + 2GSH — 2AscH + GSSG
2Asc + 2GSH — 2AscH + GSSG
2Asc + HY — 2AscH + Asc

Una cierta actividad prooxidante ha sido observada para la vitamina
C, radicando en su capacidad para reducir metales cataliticos de transicion
como Fe** o Cu’ a Fe** o Cu*, con la toxicidad que ello implica, aunque el
predominio de una actividad prooxidante o antioxidante, va a depender de
las concentraciones relativas de ascorbato y metales de transicion libres,
mostrandose la prooxidante en condiciones de bajas concentraciones de
ascorbato y relativamente altas de metales libres (Buettner GA et al., 1995).
Esta actividad prooxidante se ve disminuida por interacciones con otros
antioxidantes, por ejemplo se ha observado que el urato protege de la
oxidacion por acido ascorbico mediante el atrapamiento de metales

cataliticos (Sevanian A et al., 1991).

2.8.2.5.- Acido drico.

El 4cido trico es producido via actuacion xantina deshidrogenasa y/o
oxidasa. A un pH fisioldgico este compuesto, mayoritariamente es ionizado

a urato (Simic MG et al., 1989).

La reaccién del urato con radicales libres varia en base al radical en
cuestion. Con el radical OH interacciona directamente, pero con una
reactividad muy baja y similar a la de gran cantidad de moléculas
encontradas en organismos vivos, siendo realmente su relacién con este
radical indirecta, por atrapamiento de metales cataliticos de transicion

(Simic MG et al., 1989).
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Se ha mostrado, en diversos estudios, su capacidad para inhibir la
peroxidacion lipidica, fundamentalmente por atrapamiento de metales de
transicion y en menor grado por su reaccidon con radicales peroxilo

(Halliwell B, 1995).

2.8.2.6.- Glutation.

El glutation es un tripéptido formado por glutamina, cistina y glicina. Se
encuentra en practicamente todas las células, presentando un importante
papel como antioxidante intracelular y en el liquido de recubrimiento

epitelial (Ramon JR, 1993).

El sistema glutation reducido-oxidado utiliza hidroperéxidos para oxidar
el glutation reducido. Existen evidencias crecientes de que es necesario un
fino balance entre GSH/GSSG para un adecuado mantenimiento de la salud

(Ramon JR, 1993).

El glutation proporciona el poder reductor necesario para la conversion
de dehidroascorbato a ascorbato (Meister A, 1994) y de radical tocoferoxilo

a tocoferol.

Ademadas de su papel de sustrato en el ciclo redox del glutation, este
reacciona directamente con el O, y OH vy radicales libres organicos

(Romero Alvira D et al., 1992).

2.8.2.7.- N-acetilcisteina.

La N-acetilcisteina (NAC) es un farmaco bien tolerado, con escasa

toxicidad, que reacciona con los reactivos intermediarios de oxigeno e
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incrementa los niveles intracelulares de glutation en distintos tejidos
corporales (Hunnighake G et al., 1995; Macnee W et al., 1995; Buhl R et
al., 1996). La NAC inhibe la accién del factor de transcripciéon nuclear kB
(NFkB), debido al potencial rédox que mantiene dentro de la célula (Staal
FJT, 1990). El NFkB es un factor de transcripcion nuclear citoplasmético
que puede ser inducido por diversos radicales libres, como el peroxido de
hidrégeno y algunas citoquinas : TNF-a e IL-1; tras su activacion, induce
la expresion en el nucleo de un variado numero de genes involucrados en la

respuesta inmune e inflamatoria (Perfia de la A et al., 1997).

Se ha comprobado in vitro, sobre linfocitos de sangre periférica, que la

NAC inhibe la produccién de TNF-a e IL-1 .

2.8.2.8.- Ferritina, hemosiderina, transferrina y ceruloplasmina.

Estas proteinas evitan la formacion del radical hidroxilo (OH),
originado principalmente por la presencia de iones de transicion libres
como el hierro o el cobre (reaccién de Fenton o de Haber-Weiss). Asi, en el
interior de la célula, este hecho se controla en condiciones normales
mediante la asimilacion del hierro libre por proteinas de unién como la
ferritina y hemosiderina (Romero D et al., 1989; Casado JA et al., 1996;
Ballester M et al., 1996). En el ambiente extracelular también se evita la
presencia de estos iones de forma libre mediante las proteinas transferrina y
ceruloplasmina, que, en condiciones normales, solo estin al 30% de
saturacion haciendo que las concentraciones de hierro sean pricticamente

nulas. La ceruloplasmina, también actia captando iones de cobre libre

(Krsek JA et al., 1993).
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3.- OXIDANTES/ANTIOXIDANTES EN LA  FIBROSIS
PULMONAR.

Como ya se ha visto con més detalle en apartados anteriores, en la
fibrosis pulmonar, existe un aumento de oxidantes a nivel del epitelio
pulmonar. Dichos oxidantes parecen jugar un importante papel en la
patogénesis de esta enfermedad (MacNee W et al., 1995; Schins RP et al
1999; Mastruzzo C et al., 2002; Yucesoy B et al. 2005).

Los leucocitos, asi como células inflamatorias (principalmente
macrofagos y neutrofilos), activadas en el tracto respiratorio inferior, son
las encargadas de liberar gran cantidad de radicales libres de oxigeno. Los
oxidantes, por mecanismos ya expuestos, han sido implicados en la lesi6n
del epitelio pulmonar; dicha lesién contribuye a la produccion y evolucion
del pulmon hacia la fibrosis (Hunnighake G et al., 1995; MacNee W et al.,
1995; Buhl R et al., 1996; Mastruzo C et al., 2002).

3.1.- ANTIOXIDANTES.

En el pulmon fibrético, se ha demostrado un importante disbalance
entre oxidantes/antioxidantes, a favor de los primeros. Los antioxidantes
son de vital importancia para la integridad celular y desempefian
importantes funciones tanto a nivel intracelular como extracelular (Buhl R

et al., 1996; Yucesoy B et al. 2005).

Entre los sistemas antioxidantes enzimaticos intracelulares a nivel
pulmonar, se encuentran: superdxido dismutasa (SOD), catalasa y el
glutation (GSH) (utilizando los enzimas glutation reductasa y glutation

peroxidasa) (Yucesoy B et al, 2005). Entre los antioxidantes no enzimaticos
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intracelulares estdn: vitamina E, vitamina A y d4cido ascorbico. Los
antioxidantes extracelulares presentes en el epitelio del tracto respiratorio
inferior son: catalasa, SOD, albumina, ceruloplasmina, transferrina, GSH y

vitaminas (E, Ay C) (MacNee W et al., 1995; Buhl R et al., 1996).

La molécula antioxidante predominante y mds importante, tanto a
nivel intracelular como extracelular es el glutation (GSH). Esta presente en
una concentracion 100 veces superior en el tracto respiratorio inferior que
en el plasma. Se ha demostrado un nivel mas bajo, a nivel de tracto
respiratorio inferior, en paciente afectos de fibrosis pulmonar; aunque los
niveles de GSH no se correlacionan con la severidad de la lesion (Kinnula

VL et al., 2003; Tamer L et al, 2004, Kinnula VL et al., 2005).

Concentraciones de GSH normales a nivel pulmonar (500 M),
pueden suprimir la mitogénesis y proliferacion de los fibroblastos, e
incluso, puede jugar wun importante papel en los cambios

anatomopatoldgicos que se desarrollan en la fibrosis pulmonar (MacNee W

etal., 1995).

Buhl R et al. utilizaron como terapia para la fibrosis pulmonar, la
inhalacién de glutation reducido (via aerosol), con el fin de aumentar los
niveles de este antioxidante en el tracto respiratorio inferior, llegando a la
conclusion de que la terapia con GSH aerosol, no solo normalizaba los
niveles de GSH, sino que también se consiguié una reduccion de los

niveles de oxidantes (Buhl R et al., 1996).

Especial importancia en la terapia antioxidante de la fibrosis
pulmonar juega la N-acetilcisteina (NAC). Se ha demostrado que la NAC

administrada via oral a altas dosis (600 mg x 3 tomas/dia), podria aumentar
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los niveles de glutation, al menos transitoriamente, a nivel del tracto
respiratorio inferior y plasma (MacNee W et al., 1995; Lois M et al., 1999;
Kinnula VL et al., 2005).

Las propiedades de la NAC, asi como sus principales mecanismos

de accion han sido expuestos con detenimiento en apartados anteriores.

Una de las perspectivas de futuro mas acentuadas para el tratamiento
de la fibrosis pulmonar, parece ser la creacidon de sustancias capaces de
modular el estado oxidativo de las células afectas por dicho estrés (Kinnula

VL et al., 2005).
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Justificacion y objetivos

La fibrosis pulmonar es un proceso cronico que afecta
progresivamente el intersticio y el espacio alveolar pulmonar hasta llegar a
producir, segin su intensidad, insuficiencia respiratoria severa e incluso la

muerte.

Para inducir la fibrosis pulmonar en animales de experimentacion se
han utilizado diversos modelos. Hemos optado por el modelo de fibrosis
pulmonar mediante inhalacion de talco ya que, aunque escaso en la
bibliografia, las lesiones anatOmicas y las manifestaciones clinicas que
provoca son muy similares a las que se observan en enfermos con fibrosis
pulmonar. A esto afiadimos nuestra experiencia previa con esta técnica que
nos garantizaba el lograr uno de los objetivos marcados, provocar una

lesion pulmonar predecible.

Este hecho unido a la ausencia de un estudio en animal de
experimentacion que analice el estrés oxidativo en relacion a la fibrosis
pulmonar inducida por talco, nos ha llevado a plantear el presente trabajo

buscando los siguientes objetivos.

1° Evaluar el estrés oxidativo generado por la fibrosis pulmonar

inducida por talco.

2°  Analizar el comportamiento de los mecanismos antioxidantes

(enzimdticos y no enziméticos) provocado por dicho estrés.

3° Evaluar el balance estrés oxidativo/mecanismos antioxidantes al

suministrar una terapia antioxidante. Hacemos un primer intento utilizando
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tocoferol a una dosis de 200 Ul/dia como primer paso en esta linea de

investigacion.
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Material y métodos

1.- PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS.

Los reactivos y solventes empleados para las determinaciones
analiticas fueron adquiridos a los laboratorios Fluka (St. Louis; MO, USA),
Merck (Darmdstat, Alemania), Sigma (St. Louis, MO, USA), Panreac
(Barcelona, Espafia) y Boehringer (Manheim, Alemania), siendo todos

ellos de la maxima calidad disponible en el mercado.
Los patrones para las determinaciones de vitaminas y proteinas
fueron suministradas por SIGMA y FLUKA. Los homélogos de CoQy y

CoQ fueron cortesia de Eisai Co, Tokio, Japon.

Los reactivos y solventes organicos de calidad HPLC se adquirieron

de los laboratorios MERCK.

2.- ANIMALES.

El estudio ha sido llevado a cabo con un total de treinta ratas todas
hembras de la raza wistar de dos meses de edad y con un peso inicial
comprendido entre 70 y 80 gr, las cuales fueron divididas en tres grupos de

diez ratas cada uno.

Dichos animales se obtuvieron del laboratorio animal de la
Universidad de Granada, fueron alojadas, durante los treinta dias de
duracion del experimento, en jaulas colectivas de cinco ratas cada una de
ellas. Tuvieron libre acceso al agua y a la comida que fue suministrada “ad

libitum”.
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Las jaulas se encontraban en una habitacion termorregulada a
20+1°C, con un 60% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas de
luz (8:00 horas- 20:00 horas) y 12 horas de oscuridad (20:00 horas-8:00

horas).

3.- DIETA.

Durante los treinta dias de duracion del estudio, todos los animales
fueron alimentados de igual manera con una dieta de mantenimiento

(Pienso A.04 de PANLAB S.L. Barcelona, Espafia). En la tabla 1 se

muestra la composicion de dicha dieta.

Componente Yo

Humedad 12.40
Proteina 15.50
Fibra 3.80
Grasa 2.90
Minerales 5.30

Cloruro sédico (ppm) -

Calcio (ppm) 8600
Fésforo (ppm) 5900
Almidon (ppm) 44.70

Tabla 1.- Composicion de la dieta.

4.- DISENO EXPERIMENTAL.

El protocolo del presente trabajo experimental, fue aprobado por el
comité ético de la Comision Interministerial de Ciencia y Tecnologia; los

animales fueron manipulados de acuerdo a las directrices para el cuidado y
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manejo de animales de laboratorio de la Sociedad Espafola para Ciencias

de Laboratorio Animal.

Las ratas, objeto de estudio, fueron divididas al azar en los siguientes

grupos experimentales:

4.1.- GRUPO CONTROL O BASAL (FC):

Este grupo permanecid, durante el periodo de treinta dias, en las

condiciones anteriormente expuestas.

4.2.- GRUPO DE FIBROSIS PULMONAR INDUCIDA POR TALCO
(FT):

Presenta iguales caracteristicas que el anterior y, ademads, a las ratas

de dicho grupo se les indujo una fibrosis pulmonar.

Para la produccion de dicha fibrosis pulmonar, las ratas fueron
introducidas, durante 2 horas y 30 minutos, veinte dias consecutivos entre
las 9 horas y las 12 horas de la mafiana, en una jaula de cristal, la cual
estaba conectada a un circuito de produccion de “polvo de talco™ accionado
por un compresor (figura 1). Tras este periodo diario, las ratas eran

introducidas de nuevo en su jaula de referencia.

43.- GRUPO DE FIBROSIS PULMONAR MAS INGESTA DE
ANTIOXIDANTE (FTA):

Fue sometido a iguales condiciones que el grupo anterior. Ambos

grupos (2° y 3°), se introducian simultdneamente en la jaula de cristal para
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la inhalacién de talco y permanecian el mismo periodo de tiempo. Para
lograr distiguir las ratas de cada grupo, las de este ultimo fueron marcadas

en la base del rabo con un rotulador marca “Uni Prockey® (figura 2).

Previamente a la introduccion de las ratas de este ultimo grupo en la
jaula de cristal, se las sometia diariamente a la ingesta de vitamina E
(acetato de dl-a-tocoferol) a dosis de 200 mg/dia (equivalente a 200 U I de
vitamina E). Dicha cantidad de sustancia antioxidante era introducida
directamente en el estdbmago de la rata mediante una sonda rigida de 8,5 cm
de longitud y borde romo para no provocarle ninguna alteracioén a nivel de

tracto gastro-intestinal alto (figura 3 y 4).

Tras diez dias de adaptacién de las treinta ratas, los dos udltimos
grupos (FT y FTA) fueron sometidos, como ya ha sido comentado, a la
induccién de fibrosis pulmonar y la ingesta de vitamina E (en grupo FTA),

durante un periodo de veinte dias.

Figura 1. Figura 2.
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Figura 3.

Figura 4.

5.- SACRIFICIO DE ANIMALES Y OBTENCION DE
ORGANOS.

Tras el periodo anterior, los animales fueron sacrificados mediante
desangrado por canulacién de arteria carétida (figuras 5 y 6). Todos fueron

sacrificados de 11 horas a 13 horas para asi evitar posibles interferencias
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con el ritmo circadiano.
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Figura 5.

Figura 6.

Los oOrganos utilizados en el estudio fueron higado y pulmén, los
cuales, una vez extraidos, son lavados en suero fisiol6gico, secados y
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pesados (figuras 7 y 8). Uno de los pulmones fue trasladado al
Departamento de Anatomia Patoldgica para comprobar el grado de fibrosis

de los mismos.

El higado fue procesado el mismo dia de la extraccion, mientras que
el pulmon se envolvio en papel de aluminio y se congelé a —80°C hasta el

momento de su procesado.

r._ju‘?; e
N

Figura 7. Figura 8.

6.- OBTENCION DE PLASMA Y CELULAS SANGUINEAS.

La sangre, inmediatamente tras su extraccion, se centrifugé a 2500 x
g durante 15 minutos a 4°C en una cetrifuga refrigerada de mesa Beckman

modelo GS-6R (Beckman Fullerton, CA, USA). Tras la centrifuga,

aparecen tres niveles que, de arriba hacia debajo del tubo de ensayo, son:

a) Plasma: Se repartié en viales eppendor, congelandose a —80°C para su

posterior analisis.
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b) Cé€lulas blancas: No se utilizaron para el presente trabajo de

investigacion.

c¢) Células rojas: Estas ultimas fueron desechadas.

7.- PROCESAMIENTO DE LOS ORGANOS Y OBTENCION DE
DISTINTAS FRACCIONES CELULARES.

El método utilizado para la obtencion de mitocondrias es el de

Fleischer S et al. (1979).

Los 6rganos de estudio son resuspendidos en tampon de sacarosa en
relacion 1,5 peso de 6rgano/6 volumen de tampodn, pasados por una cuchilla
(POLYTRON, modelo PT 10-35) para un mejor fraccionamiento de los
mismos. Finalmente se homogenizan en un homogenizador automético,
consistente en un poéter con piston de teflon, tras lo cual son centrifugados a

2500 rpm durante 10 minutos, a 4°C, en una centrifuga J2-21, con un rotor

JA-20.

El sobrenadante obtenido es filtrado para una mejor eliminacion de la
grasa y restos de tejido, y se centrifugé a 8000 rpm durante 20 minutos, a
4°C, durante 20 minutos, tras lo cual el pélet es retirado, mantenido en hielo
picado y envuelto en papel de aluminio. El sobrenadante, obtenido en esta
ultima centrifugacion, es pasado a otro tubo y centrifugado a 10000 rpm
durante 10 minutos, a 4°C; en esta centrifugacion es el sobrenadante el que
se mantiene en hielo picado y en oscuridad, mientras que el pélet se une al
pélet anterior, resuspendiéndose en 25 ml de tampon sacarosa y
centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos, a 4°C. El pélet obtenido en

esta centrifugacion representa la fraccion mitocondrial, la cual es
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resuspendida en tampon de sacarosa, repartido en viales eppendorf y

almacenado a —80°C hasta su estudio.

El sobrenadante separado es ahora centrifugado en una
ultracentrifuga (marca Beckman, modelo LL8-M) a 105000 x g durante 45
minutos para obtener la fraccion microsomal (pélet) y la citosolica

(sobrenadante). Ambas fracciones son congeladas a —80°C.
En el caso del higado, el tamp6n utilizado en la homogenizacion y en
la primera centrifuga es un tampon de sacarosa con albumina sérica bovina

(Sigma, St Louis, MO, USA).

8.- PARAMETROS DETERMINADOS EN PLASMA.

8.1.- DETERMINACION DE SUSTANCIAS REACTIVAS CON EL
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS) EN PLASMA.

Se ha empleado el método de Orrenius S et al. (1977), el cual se basa
en la medicion espectofotométrica de las sustancias que reaccionan con el
acido tiobarbitirico (TBA), es un método que aunque antiguo y no muy
preciso o exacto, al ser de alta sensibilidad pero poca especificidad, se
sigue hoy en dia utilizando como un indicador aproximativo de los niveles
de malondialdehido (MDA) presentes en las muestras y por lo tanto de los

niveles de peroxidacion lipidica de las muestras.
Se ha partido de 100 ul de muestra, a los cuales se le ha adicionado

0,75 ml de &cido tiobarbitirico al 0,8 % y 0,75 ml de acético al 20% en

agua. Se agitan e incuban a 100°C durante 15 minutos, tras lo cual son
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centrifugados a 3000 rpm para que precipiten las proteinas (por accion del

acético) durante 15 minutos.

La reaccion MDA-TBA da lugar a una pigmentacion rojiza que se

lee espectofotométricamente a 532 nm.

8.2.- DETERMINACION DE COENZIMA Q, VITAMINA E Y
RETINOL PLAMATICO POR HPLC.

La determinacion se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa, siguiendo el método de Litarru GP et

al. (1991).

Para la extraccion previa, se parte de 0,5 ml de plasma, los cuales son
mezclados con 0,5 ml de laurilsulfato sédico al 2%, tras lo cual se mezcla y
se ponen 2 ml de solucidn de etanol:isopropanolol (95:5) y 5 ml de hexano;
la mezcla es agitada vigorosamente y centrifugada a 1000-1500 rpm
durante 10 minutos. La fase de hexano es retirada, adicionandose al tubo
primitivo otros 5 ml de hexano y repitiéndose la centrifugacién vy

extraccion posterior.

Ambas fases de hexano son desecadas bajo corriente de nitrogeno y
resuspendidas en 100 pul de fase mdvil utilizada, pinchandose 20 pl de esta
resuspension en el HPLC 'y consiguiéndose asi la separacion

cromatogréafica del coenzima Q, retinol y vitamina E (figura 9).
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Figura 9.- Cromatograma de HPLC de una muestra de plasma. Se indican los picos identiﬁcados

como retinol, vitamina E, y coenzima Qg asi como sus tiempos de retencion.

El instrumento utilizado fue un Beckman Gold Sistem, equipado con
un detector Diode Array 168 y una columna Spherisorb S5 ODS I de 18 x

0,46 cm, con precolumna de igual relleno que la columna principal.

La fase movil empleada ha sido etanol:agua (97:3), siendo la
velocidad de flujo de 1 ml/minuto a 25° C y la duracién del método 10
minutos. En el mismo pinchazo hemos detectado el coenzima Q,, ao-

tocoferol y retinol del plasma de nuestras ratas.

Las concentraciones fueron determinadas mediante una curva patron

realizada a partir de estdndares puros, pinchados a concentraciones cada
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vez mayores, la concentracion de los patrones se averigud

espectrofométricamente de forma previa a su empleo para la curva patron.

Estos patrones se emplearon igualmente para identificar los tiempos

de retencion de los picos de nuestros cromatogramas.

9.- PARAMETROS DETERMINADOS EN MITOCONDRIAS DE
HIGADO Y PULMON.

9.1.- DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA PROTEINA
TOTAL.

La cuantificacion del contenido proteico de la fraccion mitocondrial

de la célula, ha sido realizada utilizando el método de Lowry OH et al.

(1951).

Se parte de Sul de muestra, a la cual se adiciona 5 ml de reactivo de
Biuret, se agita y se espera 15 minutos, tras los cuales se le adicionan 0,5
ml de reactivo de Folin, se agita y se espera 20 minutos, mateniendo los

tubos en la oscuridad. La reaccidn es leida a una absorbancia de 640 nm.

Para el calculo de concentracion existente se ha utilizado una curva

patrén preparada con albiimina sérica.

9.2.- DETERMINACION DE LAS SUSTANCIAS REACTIVAS CON
EL ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS).

Se ha utilizado el mismo método empleado en plasma (Orrenius S et

al., 1977). Partiendo igualmente de 100 pl de muestra.
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9.3.- CUANTIFICACION DEL NIVEL DE HIDROPEROXIDOS
EXISTENTE EN MEMBRANAS.

La cuantificacion de hidroper6xidos en mitocondrias y microsomas
ha sido llevada a cabo utilizando el método de Jiang ZY et al. (1992), con
ligeras modificaciones. La técnica estd basada en la rdpida formacion de
hidroperéxidos mediado por la oxidacién de Fe** a Fe’* en medio éacido. El

Fe** forma un croméforo con el xylenol orange que absorbe a 560 nm.

Se emplea el reactivo de Fox, el cual estdi compuesto por acido
sulfirico 250 nM, BTH, xylenol orange, amoniosulfato aménico ferroso y
metanol. El reactivo se protege de la luz, almacendndose en una botella

oscura.

Se llevé a cabo una determinacion basal (TO), la cual permite
conocer el nivel de hidroper6xidos existentes en las muestras. Para ello se
adiciona a la muestra 0,9 ml de fox/ml de volumen final, se espera 60

minutos, manteniendo la muestra en oscuridad y se lee en espectofotdémetro

a 560 nm.

La concentracion de hidroperoxidos basales se calcula mediante la
aplicacion de la ecuacion de Lamber Beer, con un cociente de extincion

molar de 4,7 x 10* M' x cm’™.
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9.4.- EXTRACCION Y DETERMINACION DE UBIQUINONAS
VITAMINA E Y RETINOL POR HPLC EN MITOCONDRIAS DE
HIGADO Y PULMON.

El método utilizado para la extraccion de ubiquinonas (CoQ,, y
CoQy) es el descrito por Kroger A (1978), mediante una mezcla de
etanol:éter de petrdleo (60:40). Una vez realizada la extracciéon son
analizadas por HPLC segun la técnica descrita por Battino M et al. (1990),
paralelamente se ha conseguido extraer y cuantificar la vitamina E y el

retinol.

Se ha partido de 2 mg de proteina, esta proteina es llevada a 0,5 ml
con agua bidestilada, se adicionan 2,5 de la mezcla de etanol:éter de
petréleo (60:40), la mezcla es agitada vigorosamente y centrifugada a 3000
rpm durante 10 minutos a 4° C en una centrifuga de brazos oscilantes, para

conseguir una perfecta separacion y definicion de las fases.

Se extrae la fase etérea superior y se guarda en frio; al tubo primitivo
se le vuelve a adicionar 1ml de éter de petréleo, volviéndose a agitar y
centrifugar. La fase etérea extraida en esta segunda centrifugacion, es
mezclada con la anterior y llevadas a secar bajo corriente floja de

nitrégeno.

El extracto seco es resuspendido en 100 pl de la fase moévil a utilizar.

La separacion cromatogréfica es realizada mediante HPLC, usando
para ello una columna Spherisorb S5 ODS I de 18 x 0.46 cm. El
instrumento es el mismo utilizado en la cuantificacion de ubiquinonas en

plasma.
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La fase movil consiste en una mezcla etanol para HPLC: agua
bidestilada (97:3), siendo la velocidad de flujo utilizada de 1 ml/min, y

realizandose todas las determinaciones a 25 °C.

La cuantificacion de los tres pardmetros ha sido llevada a cabo
mediante exploracion en curvas patron preparadas con estandares puros,
cuya concentracion se ha averiguado previamente mediante lectura en

espectofotometro de las diluciones de esos patrones en solucion etandlica.

10.- DETERMINACIONES EN CITOSOL. DE HIGADO Y
PULMON.

10.1.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALASA.

La técnica utilizada sigue el método descrito por Aebi H (1984). Este
método se basa en un seguimiento de la descomposiciéon de H,O,y O,
mediante espectofotometria a 240 nm como consecuencia de la actividad

catalitica de la catalasa.

Para esta determinacion, en una cubeta de cuarzo de 3 ml se
adicionan 200 pl de una dilucién del citosol en agua bidestilada (50:950), a
los que se afiaden 1800 ul de tampdn fosfato 50 mM (compuesto por
KH,PO, 50 mM y Na,HPO,.2H,O 50 mM a pH 7.0). Se adicionan 1000 pl
de H,O, 30 mM, se agita rdpidamente y se observa el descenso de
absorbancia de H,O, a 240 nm durante un minuto a 20° C, frente a un

blanco con 2800 pl de tampoén fosfato y 200 pl de la dilucidn de citosol.

Para el calculo de las unidades se recomienda el uso de una constante
de reaccion de 1¢ orden (K) ya que este es el tipo de reaccion seguida por la
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descomposicion del H,O,, con concentraciones relativamente bajas de
sustrato. Esto se debe a que no se puede medir la actividad enzimdtica a
través de la saturacion, debido a la formacion de complejos inactivos a las

concentraciones de H,O, de saturacidn.

10.2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SUPEROXIDO
DISMUTASA (SOD).

Se ha utilizado la técnica de Fridovich I (1975) ligeramente
modificada. El método estd basado en la inhibicién que ejerce la SOD
sobre la reduccién del citocromo ¢ medida espectofotométricamente a 550

nm.

El citocromo ¢ se reduce en presencia de anidon superoxido, por lo
cual se crea “in vitro” un sistema productor de anion superoxido, el sistema
xantina-xantina oxidasa, y se observa como la SOD compite con el
citocromo ¢ por este anion superoxido a través de un descenso en la

produccion de citocromo c reducido.

Las lecturas se realizaron a 25° C, monitorizando la formacion de

citocromo ¢ reducido durante un periodo de 2 minutos a 550 nm.

Lo primero es crear un patréon de reduccion del citoromo c, para lo
cual en una cubeta de 1 ml se mezclan 100 pl de solucién de citocromo ¢
0,1 M en tampo6n sin azida, 100 ul de xantina 0,0005 M en tampo6n sin

azida y 650 ul de tampdn carbonato/bicarbonato (compuesto por Na,CO,
0,02 M y NaHCO; 0,02 M ajustado a pH 10). A continuacion se le afiade la
EDTA 0,001 M y azida s6dica 0,1 mM (con el fin de inhibir peroxidasas,

sin que se afecte la SOD), y posteriormente se adiciona una cantidad de
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xantina-oxidasa, determinada anteriormente, suficiente para obtener una
reduccion de citocromo ¢ de 0,025 a 0,05 unidades de absorbancia por

minuto.

Una vez determinada la cantidad de xantina-oxidasa necesaria, se
procedid a la determinacion de la actividad SOD de las muestras, para lo
cual en una cubeta de 1 ml se adicionan 100 pl de solucién de citocromo c,
100 ul de solucién de xantina, 650 ul de tampdn carbonato/bicarbonato y
10 ul de citosol. La reaccion se dispara con la cantidad de xantina-oxidasa
determinada anteriormente. Se monitoriza el descenso en la absorbancia de

citocromo c reducido a 550 nm durante 2 minutos.

Los resultados se expresan como unidades de actividad por mg de
proteina. Una unidad de actividad correspondiente a una inhibicion del

50% de la reduccidn del citocromo c.

10.3.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION
PEROXIDASA (GPX).

Se ha seguido la técnica descrita por Flohe L et al. (1971). El método
se fundamenta en la formacion instantdnea de glutation oxidado durante la
reaccion catalizada por la glutation peroxidasa que continuamente es
reducido por un exceso de glutation reductasa activa y NADPH presentes
en la cubeta. La consecuente oxidacion de NADPH a NADP* es

monitorizada fotométricamente a 340 nm y a 37° C.

La reaccion que interesa es la parte enzimatica (interviene la

glutation peroxidasa) dependiente de hidroperdxidos, por lo que hay que
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eliminar la independiente de hidroperoxidos y la reaccion no enzimaética

(no interviene la glutation peroxidasa).

Para la citada determinacién se mezclan 700 pl de tampén fosfato
potésico 0,1 M a pH 7.0 (al tampdn se le adiciond6 EDTA 1 mM y azida
sddica 1 mM), 100 ul de glutation reductasa (2,4 U/ml en tampdn sin
azida), 100 pul de NADPH 10 mM en una solucion de NaHCO; al 0,1%, 100
ul de glutation reducido 10 mM en tampon sin azida y 5 ul de una dilucién

90:10 (agua:citosol) de citosol de higado o 20 pl de citosol de pulmon.

Se incuba a 37° C durante 3 minutos, tras los cuales se trasladan a
una cubeta de 1 ml y se adicionan 100 ul de H,O, 12 mM, que dispara la
reaccion, monitorizando el descenso de NADPH a 340 nm durante 5

minutos en presencia de un blanco con igual contenido salvo el H,O.,.

El descenso no enzimadtico se elimina haciendo otra lectura en la que
la muestra es reemplazada por un tampoén y la lectura se realiza frente a un
blanco sin muestra ni H,O,, monitorizandose igual que en el caso anterior.
El valor obtenido en esta determinacién se resta al obtenido en la
determinacion anterior obteniéndose asi el descenso enzimatico
dependiente del peréxido que es el que interesa. El resultado se expresa en

unidades de actividad/ mg de proteina.

10.4.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION
REDUCTASA (GR).

Se utiliz6 el método descrito por Carlberg I et al. (1995). El principio

de este método es similar al anterior, pero en esta actividad se ha partido de
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un exceso de glutation oxidado que es reducido por la glutation reductasa
presente en la muestra con la consecuente oxidacion de NADPH, la cual es

monitorizada a 340 nm.

Esta reaccion es fundamental para mantener los niveles de glutation

reducido en el organismo, el cual es un importante agente reductor.

Para la determinacion se utilizaron 50 pl de citosol, adicionando
2875 ul de tampoén fosfato potéasico 0,2 M a pH 7.0 (se le adicion6 al
tampon EDTA 2mM vy azida sédica ImM) y 50 ul de NADPH 2 mM en
TRIS/CIH 10 mM y pH 7,0. La mezcla se incubé a 37° C durante 2

minutos.

Tras la incubacion se pasaron a una cubeta y se le adiciond 100 pl de
glutation oxidado 20 mM en tampon sin azida, el cual dispar6 la reaccion

monitorizando la oxidaciéon de NADPH a 340nm durante 3 minutos a 37°C.

La actividad especifica de la glutation reductasa se expresa como
unidades de actividad/mg de proteina. Una unidad de actividad se define
como la proporciéon de enzima que cataliza la reduccion de un UM de

NADPH por minuto.

11.- ESTUDIO HISTOLOGICO.

Los fragmentos pulmonares destinados a tal fin, una vez lavados con
suero fisiologico y fijados con formol al 10%, se tallaron y fueron incluidos
en parafina con un procesador automatico, efectudndose cortes, con un

microtomo tipo Minot, de unas 5 um. Las preparaciones fueron tefiidas
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posteriormente con Hematoxilina-eosina de Harris, Tricomo de Gramard y

Sudan I11.

Las observaciones fueron completadas con luz polarizada.

Otros fragmentos pulmonares fueron incluidos en glutaraldehido y
adecuadamente procesados, como para si microscopia electronica se
tratara, con acetona, acetato de uranilo, 6xido de propileno y por ultimo
inclusion con resina de EPON, para finalmente efectuar cortes con
ultramicrotomo LKB. Con este proceder se obtuvieron cortes semifinos

para estudio a gran aumento.

12.- EXPRESION DE LOS RESULTADOS Y TRATAMIENTO
ESTADISTICO REALIZADO.

Las determinaciones, en general, han sido realizadas por duplicado,
dando como valor la media de las dos determinaciones. A su vez se ha
realizado un tratamiento estadistico bésico en cada uno de los grupos y
parametros, por lo que los resultados se expresan como media + error

estandar de la media para cada grupo y pardmetro estudiado.

A los resultados obtenidos se les aplico el test de Kolmogorov-

Smirnov que demostro que la distribucion de contraste es la normal.

Para averiguar la existencia o no de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos se ha aplicado un andlisis de la varianza
(ONE WAY), posteriormente para ver las diferencias grupo a grupo se ha
aplicado un test post hoc, el test de Bonferroni, con un grado de

significacion del 95 %.
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Todo el tratamiento estadistico se ha realizado con el paquete

informatico SPSS/PC para windows, version 10.0, en espafiol.

13.- METODOS BIBLIOGRAFICOS.

La busqueda bibliografica se realizé mediante sistemas de Internet,
recogidas por la National Library of Medicine (U.S. Departament of Health
& Human Services), a través del servicio Pub-Med “on line”, sistema que
recoge y proporciona el acceso a unas 12 millones de citaciones de
MEDLINE desde mediados de los anos '60. Pub-Med incluye enlaces a
muchas otras pdginas web que proporcionan los articulos completos del

texto y otros recursos relacionados.

La busqueda se realiz0 mediante la estrategia de referencias

cruzadas. Se utilizaron los términos anglosajones:

Lung, pulmonary fibrosis, lipid peroxidation, vitamin E,
antioxidants, prooxidant, coenzyme (), oxidative stress, vitamin A,
superoxide dismutase, catalase, malondialdehyde, hidroperoxides,

glutation peroxidase.
Se accedio a la version on-line de aquellos articulos disponibles y el

resto se solicitd a la hemeroteca de la Facultad de Medicina, perteneciente a

la Biblioteca de Ciencias de la Salud de la Universidad de Granada.
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Los resultados del presente trabajo quedan expuestos de acuerdo con

el siguiente orden:

En primer lugar, se presentan los resultados generales entendiendo
por tales los pesos de las ratas a la hora de sacrificarlas, asi como los pesos

de sus higados y pulmones.

En segundo lugar se presentan los resultados en plasma,
mitocondrias de higado, citosol de higado, mitocondrias de pulmén y, por
ultimo, en citosol de pulmoén, de los parametros anteriormente analizados

en el capitulo de Material y Métodos.

La presentacion de los resultados del estudio estadistico realizado

queda expuesto de la siguiente forma:

Cuando se analizan los pardmetros en plasma y en citosol, se
exponen en primer lugar los resultados del andlisis de la varianza
(ANOVA). Si con la realizacion de dicho estudio se objetivan diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, se pasard a exponer los
resultados del anélisis intergrupos (2 a 2) (estudio post hoc aplicando el
test de Bonferroni), como quedd expresado en el capitulo de Material y
M¢étodos. Si el estudio de la ANOVA no detect6 la presencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, no seran presentados los

resultados del estudio post hoc.

Los parametros estudiados en mitocondrias de higado y pulmén, son
analizados tanto por gramos de organo fresco como por miligramos de
proteina y serdn expuestos presentando directamente los resultados del

estudio post hoc si el estudio ANOVA, previamente realizado, detectd
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significacion estadistica. El motivo de presentar asi los resultados de este
apartado deriva del hecho que una exposicion pormenorizada de cada
parametro, exponiendo los resultados de ANOVA vy si procede del estudio

post hoc, seria tediosa y sin interés practico.
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1.- RESULTADOS GENERALES.

1.1.- PESO DE LAS RATAS AL SACRIFICIO.

Al obtener los datos de los distintos grupos se obtuvieron los
mayores niveles en el grupo control (551,16 + 27,75), seguido del grupo
fibrosis (449,6 + 19,03) y grupo fibrosis+antioxidante (373,5 + 25,95)

(tabla 1; anexo).

El estudio post hoc revel6 la existencia de diferencias
estadisticamente significativas cuando se comparé el grupo control con el
grupo fibrosis y con el grupo fibrosis+antioxidante. No se encontraron, en
cambio, diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo

fibrosis con el grupo fibrosis+antioxidante (figura 1).

Peso de las ratas al sacrificio

700
600 -
500
400
300
200
100

Control Fibrosis Fibrosis+antiox.

Figura 1 .- Pesos de las ratas al sacrificio. Los datos representan la mediaxEEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).
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1.2.- PESO DEL HIGADO DE LAS RATAS AL SACRIFICIO.

Los pesos de los 6rganos resultaron ser mayores en el grupo control
(16,77 £ 0,97), seguidos del grupo fibrosis (12,96 + 0.58) y grupo

fibrosis+antioxidante (9.86 + 0.88) (tabla 1; anexo).

En el estudio post hoc se comprobd la presencia de diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo control con el grupo
fibrosis y con el grupo fibrosis+antioxidante. No existieron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo fibrosis con el grupo

fibrosis+antioxidante (figura 2).

Peso del higado de las ratas al sacrificio

a

Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 2 .- Peso del higado de las ratas al sacrificio. Los datos representan la media+EEM.
Para cada pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).
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1.3.- PESO DE LOS PULMONES DE LAS RATAS AL SACRIFICIO.

Los resultados fueron muy similares para el grupo control (22,63 +
0,45), grupo fibrosis (19,9 + 0,14) y grupo fibrosis+antioxidante (20,61 +
0,25) (tabla 1; anexo).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al

comparar ninguno de los grupos entre si (figura 3).

Peso de los pulmones de las ratas al sacrificio

Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 3 .- Peso de los pulmones de las ratas al sacrificio. Los datos representan la media+EEM.
Para cada pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).
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2.- RESULTADOS EN PLASMA.

2.1.- TBARS.

Al analizar los niveles plasméticos de TBARS encontrados, se
observaron niveles mas elevados en el grupo control (16,70 + 2,26), que en
el grupo fibrosis (13,57 = 1,85) y en el grupo fibrosis+antioxidante (11,68
+ 1,57) (tabla 2; anexo). Sin embargo, no se llegaron a encontrar

diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos (figura
4).

TBARS en plasma

18
16
14
12
10

nmol/ml

o N A O

Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 4.- TBARS en plasma. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro,

las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

2.2.- COENZIMA Q..

Los niveles mds altos se detectaron en el grupo fibrosis+antioxidante

(29,62 + 2,83) en comparacion con el grupo control (25,72 + 3,34) y el
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grupo fibrosis (14,17 £ 2,31), llegando a existir diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (tabla 2; anexo).

Cuando se realizé el estudio post hoc (test de Bonferroni), se
observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo
control con el grupo fibrosis, asi como al comparar el grupo fibrosis con el
grupo fibrosis+antioxidante. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo control con el grupo

fibrosis+antioxidante (figura 5).

Coenzima Qq en plasma

35

mcg/ml

Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 5.- Coenzima Qg en plasma. Los datos representan la mediat EEM. Para cada pardmetro,

las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas.

2.3.- VITAMINA E.

En los grupos control (2,67 = 0,84) y fibrosis (2,71 + 0,31), los
valores fueron muy similares. En el grupo fibrosis+antioxidante (6,87 %
1,15) los valores resultaron ser mas elevados, existiendo diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (tabla 2; anexo).

133



Tesis Doctoral. Francisco J. Romdn Pérez

Cuando se analiz6 el estudio post hoc, se comprobd la existencia de
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo control con
el grupo fibrosis+antioxidante, asi como al comparar el grupo fibrosis con
el grupo fibrosis+antioxidante. No se objetivaron diferencias

estadisticamente significativas al comparar el grupo control con el grupo

fibrosis (figura 6).
Vitamina E en plasma
9
b
8
7
6
E S5
>
g 4
3
2
1
0
Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 6.-Vitamina E en plasma. Los datos representan la media = EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

2.4.- VITAMINA A (RETINOL).

Cuando se compararon los niveles plasméticos de vitamina A entre

los grupos se detectaron los siguientes resultados.

Se observaron niveles significativamente superiores en el grupo
control (206,29 + 18,98), en relacion al grupo fibrosis (106,96 + 7,52) y al
grupo fibrosis+antioxidante (152,88 + 11,76), existiendo diferencias

estadisticamente significativas (tabla 2; anexo).
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En el estudio post hoc se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo control con el grupo fibrosis. En
cambio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el grupo control con el grupo fibrosis+antioxidante, asi como al

comparar el grupo fibrosis con el grupo fibrosis+antioxidante (figura 7).

Vitamina A en plasma

250

200

150

ng/ml

100

50

Control Fibrosis Fibrosis+antiox.

Figura 7.- Vitamina A en plasma Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro,

las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).
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3.- RESULTADOS EN MITOCONDRIAS DE HIGADO.

3.1.- PROTEINA.

Cuando se analizaron los valores de proteina (miligramos) por
gramos de higado fresco, se observaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo control (22,24 + 1,24) con el grupo
fibrosis (35,42 £ 2,79), asi como al comparar el grupo control con el grupo
fibrosis+antioxidante (29,28 + 1,13). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo fibrosis con el grupo

fibrosis+antioxidante (figura 8) (tabla 3; anexo).

Proteina en mitocondrias de higado

mg/g de érgano fresco

Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 8.- Proteina en mitocondrias de higado. Los datos representan la media + EEM. Para
cada pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).
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3.2.- TBARS.

Al analizar los niveles de TBARS por gramos de higado fresco, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
grupos, siendo los valores para el grupo control (31 + 4,55), para el grupo

fibrosis (55,05 £ 10,14) y el grupo fibrosis+antioxidante (57,85 + 5,12).

Andlogamente, al expresar los resultados por miligramos de proteina,
tampoco se apreciaron diferencias estadisticamente significativas cuando se
compararon los grupos control (3,25 + 0,32), fibrosis (2,52 + 0,25) y
fibrosis+antioxidante (2,53 + 0,19) (figura 9) (tabla 3; anexo).
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Figura 9.- TBARS en mitocondrias de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro, las

barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

3.3.- HIDROPEROXIDOS BASALES (T,).

Cuando se compararon los niveles de hidroperoxidos basales (T,) por
gramos de higado fresco, no se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, siendo los valores para el grupo control (132
+ 20,15), ligeramente inferiores al grupo fibrosis (149,34 + 22.49) y al
grupo fibrosis+antioxidante (177,18 £ 16,12) (figura 10) (tabla 3; anexo).
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Al considerar los resultados referidos a miligramos de proteina, se
observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compar6
el grupo control (11,99 + 0,34) con el grupo fibrosis (6,92 + 0,45), asi
como cuando se comparé6 el grupo control con el grupo
fibrosis+antioxidante (7,55 + 0,38). Al comparar el grupo fibrosis con el
grupo fibrosis+antioxidante, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (figura 10) (tabla 3; anexo).
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Figura 10 .-T, en mitocondrias de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro, las

barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

3.4.- COENZIMA Q..

Cuando se expresaron los resultados referidos a gramos de higado
fresco, se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se
compar6 el grupo control (708,76 + 168,85) con el grupo
fibrosis+antioxidante (1764,52 + 216,86), asi como al analizar el grupo
fibrosis (807,69 + 103,62) con el grupo fibrosis+antioxidante (tabla 3;
anexo). No se observaron diferencias estadisticamente significativas al

comparar el grupo control y el grupo fibrosis (figura 11).

En valores referidos a miligramos de proteina, se observaron

diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo fibrosis
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(38,41 + 4,06) con respecto al grupo fibrosis+antioxidante (76,44 + 8,75).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar

el grupo control (61,32 + 5,86) con los otros dos grupos del estudio (figura

11) (tabla 3; anexo).
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Figura 11.- Coenzima Qg en mitocondrias de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro,

las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

3.5.- COENZIMA Q.

Al analizar los valores encontrados de coenzima Q,,, tanto en valores
referidos a gramos de higado fresco, como a miligramos de proteina, se

observan los siguientes resultados.

En valores referidos a gramos de higado fresco, aparecieron
diferencias estadisticamente significativas cuando se compard el grupo
control (104,63 £+ 24,70) con el grupo fibrosis+antioxidante (186,05 =+
13,83), asi como cuando se comparé el grupo fibrosis (93,62 + 16,84) con
el grupo fibrosis+antioxidante (tabla 3; anexo). Sin embargo, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo

control con el grupo fibrosis (figura 12).
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En resultados referidos a miligramos de proteina, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo control
(9,18 = 1,21) con el grupo fibrosis (4,42 + 0,64), asi como cuando se
comparé el grupo fibrosis con el grupo fibrosis+antioxidante (8,14 + 0,63)
(tabla 3; anexo). No se encontraron, en cambio, diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo control y el grupo

fibrosis+antioxidante (figura 12).
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Figura 12.- Coenzima Q9 en mitocondrias de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).

3.6.- VITAMINA A.

Para valores de vitamina A referidos en gramos de higado fresco, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
Los valores para el grupo control fueron: 4829,68 + 1516,71; para el grupo
fibrosis: 5368,31 + 1076,41; y para el grupo fibrosis+antioxidante fueron:
8452,46 + 1040,73 (figura 13) (tabla 3; anexo).

Cuando se analizaron los valores de vitamina A expresados en
miligramos de proteina, si se objetivaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo control (392,05 + 65,17) con el grupo

fibrosis (237,62 + 21,80), asi como cuando se comparé el grupo fibrosis
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con el grupo fibrosis+antioxidante (363,86 + 33,89) (tabla 3; anexo). No se

objetivaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo

control con el grupo fibrosis+antioxidante (figura 13).
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Figura 13.- Vitamina A en mitocondrias de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro,

las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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4.- RESULTADOS EN CITOSOL DE HiGADO.

4.1.- SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD).

Los valores mayores de SOD aparecieron en el grupo control (6,37 +
0,81), seguidos del grupo fibrosis (3,67 =+ 0,59) y grupo
fibrosis+antioxidante (1,75 £ 0,33), llegando a existir diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (tabla 4; anexo).

Cuando se realiz6 el estudio post hoc, se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compar6 el grupo control con el
grupo fibrosis, el grupo control con el grupo fibrosis+antioxidante, asi
como cuando se comparé el grupo fibrosis con el grupo

fibrosis+antioxidante (figura 14).
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Figura 14.- SOD en citosol de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).
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4.2.- CATALASA.

Las cifras que se obtuvieron siguieron la misma tendencia que el
parametro anterior, siendo los valores mayores en el grupo control (0,33 +
0,02), seguidos del grupo fibrosis (0,26 =+ 0,02) y grupo
fibrosis+antioxidante (0,19 + 0,02), existiendo diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (tabla 4; anexo).

Cuando se analiz6 el estudio post hoc, se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon el grupo control con
el grupo fibrosis+antioxidante, asi como cuando se compar6é el grupo
fibrosis con el grupo fibrosis+antioxidante. No llegaron a existir diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo control y el grupo

fibrosis (figura 15).
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Figura 15.- Catalasa en citosol de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

143



Tesis Doctoral. Francisco J. Romdn Pérez

4.3.- GLUTATION PEROXIDASA (GPX).

Los valores mayores se obtuvieron en el grupo control (0,09 £+ 0,01),
siendo muy similares en el grupo fibrosis (0,06 + 0,007) y el grupo

fibrosis+antioxidante (0,059 + 0,004) (tabla 4; anexo).

El analisis estadistico no reveld diferencias estadisticamente

significativas entre los tres grupos (figura 16).
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Figura 16.- GPX en citosol de higado. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferncias estadisticamente

significativas (p<0.05).
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5.- RESULTADOS EN MITOCONDRIAS DE PULMON.

5.1.- PROTEINA.

No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los valores de proteina (miligramos) por gramos de pulmoén
fresco, en el grupo control (4,25 + 0,29), grupo fibrosis (4,57 + 0,34) y
grupo fibrosis+antioxidante (5,25 + 0,35) (figura 17) (tabla 5; anexo).

Proteina en mitocondrias de pulmén

mg/g de érgano fresco
w

Control Fibrosis Fibrosis+Antiox.

Figura 17.- Proteina en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para
cada pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

5.2.- TBARS.

El estudio realizado comparando los niveles de TBARS encontrados

en los distintos grupos revel6 los siguientes resultados.

Para resultados expresados por gramos de pulmén fresco, no se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos,
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siendo los valores para el grupo control (113,80 + 14,20), muy similares a
los del grupo fibrosis (100,14 + 8,49) y el grupo fibrosis+antioxidante
(114,99 + 6,20) (figura 18) (tabla 5; anexo).

Al expresar los resultados por miligramos de proteina, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos,
siendo los valores para el grupo control (13,27 + 1,53), ligeramente
superiores a los del grupo fibrosis (10,67 + 0,82) y el grupo
fibrosis+antioxidante (10,22 + 0,35) (figura 18) (tabla 5; anexo).
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Figura 18.- TBARS en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro, las

barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

5.3.- HIDROPEROXIDOS BASALES (T,).

Cuando se expresaron los resultados por gramos de pulmén fresco,
no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. Los niveles detectados para el grupo control fueron: 121,89 + 7,16;
para el grupo fibrosis: 13742 + 13,80; y para el grupo
fibrosis+antioxidante: 110 + 11,26 (figura 19) (tabla 5; anexo).

Si se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando

se compararon los niveles de T, detectados por miligramos de proteina, en
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el grupo control (14,28 + 0,98) y el grupo fibrosis+antioxidante (9,68 +
0,79), asi como el grupo fibrosis (13,99 + 0,52) y el grupo
fibrosis+antioxidante. No se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo control con el grupo fibrosis (figura 19)

(tabla 5; anexo).
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Figura 19.- T, en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro, las

barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

5.4.- COENZIMA Q..

El estudio realizado comparando los niveles de coenzima Q,

encontrados en los distintos grupos revelo los siguientes resultados.

Al expresar los resultados de coenzima Q, referidos a gramos de
pulmon fresco, se observaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el grupo fibrosis (231,66 + 43,11) con el grupo
fibrosis+antioxidante (563,74 + 97,79). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo control (355,13 +

27,20) con los otros dos grupos (figura 20) (tabla 5; anexo).
Anélogamente, en valores referidos a miligramos de proteina, se

observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo

fibrosis (22,10 £ 3,26) con el grupo fibrosis+antioxidante (51,02 + 9,12).
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Al comparar estos dos grupos con el grupo control (41,40 £+ 3,04), no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (figura 20) (tabla 5;

anexo).
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Figura 20.- Coenzima Qo en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).

5.5.- COENZIMA Q,.

Cuando se expresaron los niveles de coenzima Q,, tanto en valores
referidos a gramos de pulmoén fresco, como a miligramos de proteina, se

objetivaron los siguientes resultados.

En valores referidos a gramos de pulmén fresco, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo fibrosis
(28,37 + 5,56) con el grupo fibrosis+antioxidante (58,90 + 8,75). No se
objetivaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo
control (36,43 £ 5,39) con los otros dos grupos del estudio (figura 21)

(tabla 5; anexo).
Igualmente, en resultados referidos a miligramos de proteina,
aparecieron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo

fibrosis (2,73 = 0,54) con el grupo fibrosis+antioxidante (5,31 + 0,77).
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Como ocurrié con resultados referidos a gramos de pulmén fresco, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo
control (4,19 £+ 0,52) con los otros dos grupos del estudio (figura 21) (tabla

5; anexo).
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Figura 21.- Coenzima Q;y en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para cada

pardmetro, las barras que no son coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

5.6.- VITAMINA A.

Al analizar los niveles de vitamina A referidos a gramos de pulmén
fresco, se observaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el grupo control (89,94 + 14,92) con el grupo fibrosis (39,14 +
7,55). No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el grupo fibrosis+antioxidante (63,58 + 9,40) con los otros dos

grupos del estudio (figura 22) (tabla 5; anexo).

Cuando se analizaron niveles de vitamina A expresados en
miligramos de proteina, las diferencias estadisticamente significativas
aparecieron al comparar el grupo control (10,37 + 1,62) con el grupo
fibrosis (3,75 £ 0,61), asi como al comparar el grupo control con el grupo

fibrosis+antioxidante (5,69 % 0,90). No se objetivaron diferencias
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estadisticamente significativas al comparar el grupo fibrosis con el grupo

fibrosis+antioxidante (figura 22) (tabla 5; anexo).
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Figura 22.- Vitamina A en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para cada pardmetro,

las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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6.- RESULTADOS EN CITOSOL DE PULMON.

6.1.- SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD).

Al analizar los niveles de SOD entre los tres grupos se observaron

los siguientes resultados.

Los valores mayores se encontraron en el grupo control (15,90 +
0,99), seguidos del grupo fibrosis (14,51 =+ 1,22) y grupo
fibrosis+antioxidante (12,98 + 1,89). Sin embargo, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (figura 23)

(tabla 6; anexo).
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Figura 23.- SOD en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro, las barras que no son coincidentes presentan diferentas estadisticamente significativas

(p<0.05).
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6.2.- CATALASA.

Al igual que en el pardmetro anteriormente analizado, al comparar
los niveles de catalasa encontrados en los tres grupos, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control (1,24 +
0,22), fibrosis (0,73 + 0,13) y fibrosis+antioxidante (0,71 + 0,10) (figura
24) (tabla 6; anexo).
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Figura 24.- Catalasa en mitocondrias de pulmon. Los datos representan la media + EEM. Para

cada pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

6.3.- GLUTATION PEROXIDASA (GPX).

Siguiendo la misma tendencia de los dos pardmetros anteriores, los
niveles de GPX encontrados fueron mayores en el grupo control (0,147 +
0,009), seguidos del grupo fibrosis (0,113 =+ 0,012) y grupo
fibrosis+antioxidante (0,057 % 0,005), llegando a existir diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (tabla 6; anexo).
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El andlisis estadistico post hoc reveld diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo control con el grupo
fibrosis+antioxidante, asi como al comparar el grupo fibrosis con el grupo
fibrosis+antioxidante. No se objetivaron diferencias estadisticamente

significativas al comparar el grupo control y el grupo fibrosis (figura 25).
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Figura 25.- GPX en mitocondrias de pulmén. Los datos representan la media £+ EEM. Para cada

pardmetro, las barras que no tienen letras coincidentes presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).
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7.- RESULTADOS HISTOLOGICOS.

En los animales sometidos a inhalacién de talco, se encontraron

diferencias morfoldgicas con el grupo control.

Puede observarse, con las técnicas habituales, como los tabiques
interalveolares se encuentran en su mayor parte dislacerados y rotos,
infiltrados por una marcada reaccion inflamatoria cronica de linfocitos y
células plasmaticas (figuras 26 y 27). De igual forma, existen grandes éareas

de fibrosis y engrosamientos septales (figura 28).

En los cortes semifinos, ademds del mencionado engrosamiento y
ruptura de los septos interalveolares, se observa como en el seno de los
mismos, alternando con macréfagos, existe una marcada hiperplasia de
Neumocitos tipo II, que se encuentran cargados de granulaciones
citoplasméticas de aspecto claro-lipidico y que forman parte del
recubrimiento de la luz alveolar, en alternancia con células claras (figuras

29 y 30).

La compresion producida por el engrosamiento septal reduce de

forma importante el espacio aéreo.
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Figura 26.- Corte anatomopatolégico de pulmon de rata
sometida a fibrosis. Marcada desestructuracion del
parénquima, con lesiones de tipo enfisema, atelectasia y
fibrosis, asi como infiltracion y engrosamiento septal

manifiesto.

Figura 27.- Corte anatomopatoldgico de pulmon de rata
sometida a fibrosis. A mayor aumento las lesiones antes

mencionadas.

Figura 28.- Corte anatomopatologico de pulmoén de rata
sometida a fibrosis. Engrosamiento septal por

infiltracion y fibrosis que reduce la luz alveolar.
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Figuras 29 y 30.- Corte anatomopatolégico de pulmon de rata sometida a fibrosis. Obsérvese el marcado

incremento de los neumocitos tipo II, cargadas de material claro-lipidicos en su interior.

La observacion de los cortes con luz polarizada, pone de manifiesto

la existencia de particulas de talco (birrefringentes) en la luz alveolar

(figura 31).

Figura 31.- Corte anatomopatolégico de pulmon de rata
sometida a fibrosis. Ademds de las lesiones antes
mencionadas se observa una gran cantidad de particulas

de talco en el interior de los alveolos.
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La observaciéon con la tinciéon Tricromica de Granard pone de

manifiesto un gran incremento del tejido conectivo (figura 32).

Figura 32.- Corte anatomopatolégico de pulmon de rata
sometida a fibrosis. Con el Tricromico de Granard se
observa el tejido conectivo aumentado de tamariio, en

color azul.

En resumen podemos decir que en las lesiones histolégicas
observadas existe marcada atelectasia, enfisema y fibrosis, con importante
infiltraciéon inflamatoria perivascular y parenquimatosa, asi como

importante hiperplasia de neumocitos tipo II.
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Discusion

La fibrosis pulmonar, inducida experimentalmente, supone un
acontecimiento estresante, desde el punto de vista fisiologico, para las ratas
expuestas, con modificaciones bioquimicas y biofisicas, como quedd de

manifiesto en apartados anteriores.

El estudio se plante6 como un ensayo en el que se definieron tres
grupos de animales, uno basal que sirviera de control y otros dos grupos
sometidos a una situacion de insuficiencia respiratoria cronica agudizada,
provocada por el modelo de talcosis experimental propuesto por
Hern4ndez-Quero J (1980) y posteriormente por Miras Parra FJ (1981), en
el que se consiguieron dos grupos homogéneos de ratas que desarrollaron
insuficiencia respiratoria. La unica diferencia que existio entre los dos
grupos sometidos a talcosis fue, como ha quedado de manifiesto en el
capitulo de material y métodos, que a un grupo se le suplementd con
vitamina E (grupo fibrosis+antioxidante), mientras que al otro grupo no se

le dio tal suplemento (grupo fibrosis).

Dado el tipo de animales de experimentacion y su manejo, se decidio
realizar el total de las determinaciones del estudio al final del proceso de

talcosis, no obteniéndose controles intermedios.

La anatomia patolégica de las ratas sometidas a talcosis, desde el
punto de vista morfolégico, coincidi6 con la previamente descrita:
inflamacion, hiperplasia del epitelio alveolar y fibrosis septal y particulas
birrefringentes en intersticio bronquial y peribronquial con focos en los que
estaban incluidos células gigantes multinucleadas (Vallyathan NV et al.,
1981; Selman M et al., 2001; Mossman BT, 2000; Donaldson K, 2000). En

nuestro caso encontramos ademds, una marcada hiperplasia de los
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Neumocitos tipo I y un evidente engrosamiento septal que reduce de forma

importante el espacio aéreo (figuras 1y 2).

Figura 1.- Corte anatomopatologico de pulmon de rata
sometida a fibrosis. Marcada desestructuracion del
parénquima, con lesiones de tipo enfisema, atelectasia y
fibrosis, asi como infiltracion y engrsamiento septal

manifiesto.

Figura 2.- Corte anatomopatologico de pulmon de rata
sometida a fibrosis. Marcado incremento de los
Neumocitos tipo II, cargadas de material claro-lipidico

en su interior.

Como se expuso en el capitulo de resultados, tanto en el grupo de
ratas al que se le provocd una fibrosis, como en el grupo al que se le
provocO una fibrosis mas suplementacion de antioxidante, se produjo un
descenso del peso de los Organos, provocado probablemente por una
disminucién en el numero de células de estos érganos, como consecuencia
del dafio que la oxidacién en este modelo experimental produce. Este
descenso es estadisticamente significativo cuando se compararon estos dos

grupos con el grupo control, en lo que a peso de higado se refiere.
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Sun F et al. (2000) en su disefio experimental, establecieron dos
grupos de ratas; un grupo control y un grupo al que administré
thiocetamida con objeto de provocar una necrosis celular en el higado.
Como principal conclusion encontré que dicha sustancia provocaba un
estrés oxidativo, como lo demuestra el hecho de un aumento de TBARS y
de hidroperoxidos en los tejidos estudiados (higado y plasma) y que este
estrés provocaba apoptosis y necrosis celular. Abundando en esta linea de
investigacion, si bien analizando otros parametros afectados por el estrés
oxidativo (DNA, despolarizacién de membrana mitocondrial, afectacion de
moléculas como p-53, INF-gamma y afectacion génica entre otros), no
valorados en este estudio, se encuentran los trabajos realizados por Haddad
JJ (2004), Sundar SV et al. (2005), Moon Y et al. (2005) y Zhang Y et al.
(2005) en los que se demostrd como el estrés oxidativo provoca apoptosis y

necrosis celular.

Estas observaciones refuerzan la hipétesis planteada en nuestro
estudio para explicar la disminucion del peso de los 6rganos de los grupos
de ratas sometidos a fibrosis (grupo fibrosis y grupo fibrosis+antioxidante),
y por tanto sometidas a estrés oxidativo. Como se expuso, dicho descenso
del peso era probablemente debido a un mecanismo de apoptosis y/o

necrosis celular.

El modelo de fibrosis pulmonar es valido puesto que genera estrés
oxidativo y repercute sobre los 6rganos estudiados con pérdida de masa
celular. Este hecho provoca que, en dicho estrés oxidativo inducido por la
fibrosis, no existan variables de referencia estables para expresar los

resultados, puesto que:
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a) La determinacion de proteina en mitocondrias de higado y de
pulmén, vari6 significativamente al comparar los grupos fibrosis y
fibrosis+antioxidante con el grupo control, debido al aumento de la sintesis

proteica motivada por el estrés en los dos grupos expuestos.

Van Hoozen BE et al. (2000) demostraron mediante estudio
experimental con ratas sometidas a fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina, como se produjo un aumento del tejido coldgeno y de la
sintesis proteica en el grupo de ratas con fibrosis pulmonar, al compararlas
con el grupo control. Andlogamente, Warshamana GS et al. (2001)
estudiaron como una de las principales causas de la génesis de la fibrosis
pulmonar en ratones, el aumento de los denominados factores de
crecimiento que provocaban entre otros efectos, un aumento de la sintesis

proteica en las c€lulas del epitelio pulmonar.

Estos estudios experimentales refuerzan la hipotesis planteada en
nuestro estudio que versa sobre un aumento de la sintesis proteica en ratas

sometidas a estrés (fibrosis pulmonar por inhalacién de talco).

b) El peso del 6rgano, aunque varia, es més estable que la sintesis
proteica. Por esta razon, utilizaremos esta variable como referencia para

discutir nuestros resultados.

Conviene destacar también, que en el pulmoén se produce una menor
oxidacion-antioxidacion que en el higado, entre otras cosas, porque en el
higado se produce una mayor metabolizacion y por consiguiente una mayor

exposicion al dafio oxidativo, que en el caso del pulmon.
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1.- CUANTIFICACION DEL DANO OXIDATIVO.

El modelo experimental induce un estrés oxidativo, como lo
demuestra el aumento de hidroperoxidos (T, ) y TBARS en membranas

mitocondriales de higado y pulmén, y plasma (TBARS).

De entre las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico
(TBARS), es el malondialdehido quien toma un papel preponderante en la

fibrosis pulmonar.

En nuestro estudio, las determinaciones plasmdticas de TBARS
fueron mayores en el grupo fibrosis que en el grupo fibrosis+antioxidante,

aunque sin llegar a alcanzar diferencias estadisticamente significativas.

Rahman I et al. (1999) estudiaron el estrés oxidativo a nivel
pulmonar y sistémico en la fibrosis pulmonar idiopatica. Para dicho
objetivo midieron en plasma y lavado broncoalveolar pardmetros
relacionados con el balance oxidacion/antioxidacion, entre los que destacan
los TBARS. Los pacientes incluidos en el estudio fueron divididos en tres
grupos segun el origen de la muestra: en el plasma de 12 pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica (5 fumadores); en lavado broncoalveolar de 24
pacientes con fibrosis pulmonar idiopética (7 fumadores) y 31 sujetos sanos
(8 fumadores). Los niveles de los productos de la peroxidacion lipidica en
plasma y lavado broncoalveolar, medidos como TBARS, fueron
significativamente mayores en fumadores y no fumadores con fibrosis
pulmonar idiopética, comparados con el grupo de los sanos. A raiz de estos
resultados obtuvo como conclusién principal la existencia de una alteracion

en el cociente entre oxidantes/antioxidantes en los pacientes con fibrosis
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pulmonar idiopdtica, tanto a nivel pulmonar como sistémico.
Recientemente, Yildirim Z et al. (2005), mediante estudio experimental con
ratas, estudiaron los efectos de dos antioxidantes (N-acetilcisteina y
erdosteina) sobre la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. Una de las
conclusiones que obtuvieron fue un descenso de los niveles de
malondialdehido en el grupo de ratas al que se les suministré dichos
antioxidantes. En esta misma linea de investigacién se encuentran
numerosos trabajos de investigacion en ratas, en los que se provocO una
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, que demostraron los descensos
de malondialdehido al dar sustancias que se comportaban como
antioxidantes (erdosteina, feitai, aminoguanidina) (Sogut S et al., 2004,

Yildirim Z et al., 2004; Gong LK et al., 2005).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio ya
que como quedo expuesto en le capitulo de resultados, en nuestro grupo de
ratas a las que se provoco una fibrosis sin suplementos de vitamina E, los
niveles de TBARS fueron mayores que en el grupo que se provocod una

fibrosis, pero con suplementacion de vitamina E.

Como se pudo comprobar en el capitulo de resultados, el estrés
oxidativo es ligeramente superior en mitocondrias de higado que en
mitocondrias de pulmoén en lo referente a la medicion de hidroperoxidos
(Ty) y se duplican los niveles de estrés oxidativo en mitocondrias de
pulmén cuando utilizamos como instrumento de medida el
malondialdehido. Esto puede ser debido a que el malondialdehido sea
eliminado con mayor eficacia y rapidez en el higado que en el pulmén

(Esterbauer H, 1993).
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2.- ESTADO DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA
ANTIOXIDANTES.

Como quedo6 expuesto en el capitulo de material y métodos, a las
ratas pertenecientes al grupo fibrosis+antioxidantes se les administro
suplementos con tocoferol. En dicho grupo se observé un aumento de los
niveles de antioxidantes (vitamina E, coenzimas Qo y Q;o y vitamina A),
tanto en el plasma, como en membranas mitocondriales de higado y
pulmoén. Esto supone un claro aumento en la defensa de membranas frente

al estrés oxidativo.

Al analizar en nuestro estudio los valores de coenzima Qg en plasma
se objetivaron niveles significativamente mayores en el grupo
fibrosis+antioxidante que en el grupo fibrosis y grupo control. Si lo que
estudidbamos eran los niveles de coenzima Qg en mitocondrias de higado y
de pulmon, los resultados obtenidos siguieron la misma tendencia que en
plasma, encontrindose los mayores valores en el grupo
fibrosis+antioxidante, y observiandose diferencias estadisticamente
significativas al comparar el grupo fibrosis+antioxidante con el grupo

fibrosis.

La determinacién de coenzima Q, se realiz6 en mitocondrias de
higado y pulmoén observandose, como ocurria con el coenzima Qo, los
mayores valores en el grupo fibrosis+antioxidante; existiendo diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo fibrosis con el grupo
fibrosis+antioxidante y el grupo control con el grupo fibrosis+antioxidante,

en el caso de valores referidos a mitocondrias higado; y al comparar el
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grupo fibrosis con el grupo fibrosis+antioxidante en valores referidos a

mitocondrias de pulmon.

Ademads de su papel como transportador electronico, el coenzima Q
tiene un importante protagonismo como antioxidante de membrana. Este
ultimo que ha ido ganando importancia en los ultimos afios, como lo
demuestran los diferentes estudios realizados “in vivo” e “in vitro” en muy
diferentes orgdnulos celulares, tales como en vesiculas de fosfolipidos,
membranas reconstituidas, particulas submitocondriales, mitocondrias,
microsomas, lisosomas, células intactas, asi como también observaciones a

nivel clinico (Beyer RE, 1990; Littarru GP, 1994; Nohl H et al., 2001 ).

Hodgson JM et al. (2003) demostraron, mediante estudio
experimental con ratas, como el efecto antioxidante del coenzima Q sobre
el elevado estrés oxidativo que acontece en enfermedades como la diabetes
y la hipertension arterial, mejoraba sustancialmente la disfuncién vascular
y mejoraba la hipertension arterial. El mecanismo explicito por el que se
produjo este hecho parece ser un efecto directo del coenzima Q sobre los

marcadores de oxidacion en la pared arterial.

Mukai K et al. (1993) estudiaron el efecto de varios antioxidantes
(coenzimas Q, vitamina K y tocoferol) en distintas soluciones (etanol, dietil
eter, benceno y n-hexano), como modelo de reaccién de las distintas
ubiquinonas (coenzimas Q) con radicales libres (LOO., LO. Y HO.) en los
sistemas bioldgicos. Como principal conclusion obtuvieron que el
mecanismo antioxidante mas utilizado o significativo es el mantenimiento
del pool de vitamina E a través de la reduccion del radical a-tocoferoxilo.
En consonancia con este hallazgo se encuentra el estudio experimental

realizado en ratas por Lakomkin VL et al. (2005), en el cual se establecio
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que el coenzima Q podria incrementar la resistencia del miocardio al estrés
oxidativo, no s6lo por un mecanismo antioxidante directo, sino también

indirectamente aumentando la proteccion de las enzimas antioxidantes.

En nuestro estudio, los niveles de coenzima Qg y Q;o observados,
fueron siempre mayores en el grupo fibrosis+antioxidante, que en el grupo
fibrosis, llegando a existir diferencias estadisticamente significativas, como
ha quedado expuesto anteriormente, en plasma, mitocondrias de higado y
de pulmon. Esto, podria explicarse por el hecho de que al dar suplementos
de vitamina E en el grupo fibrosis+antioxidante, se va a utilizar como
antioxidante dicha vitamina E, no siendo necesario tener que regenerar la

vitamina E oxidada y, por lo tanto, aumentan las concentraciones de

coenzima Qg y Q.

Otra posible hipétesis que podria explicar el aumento de coenzima
Qo y Qo en el grupo fibrosis+antioxidante, seria que en el grupo fibrosis
dicho coenzima Q actiia también como antioxidante por otras vias distintas
a la de la reduccion de la vitamina E. Esta funcidon obviamente serd menor
en el grupo fibrosis+antioxidante, donde se le ha suplementado con

vitamina E.

En relacién a la vitamina A se detectaron niveles superiores en el
grupo fibrosis+antioxidante que en el grupo fibrosis, tanto si los valores
eran referidos a plasma como a mitocondrias de higado o pulmén. Sin
embargo no se llegd a alcanzar diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos.

Numerosos estudios han demostrado que los carotenoides son

capaces de limitar el dafio oxidativo inducido por sistemas que generan oxi-
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radicales, tanto a nivel molecular como lipidico. Los beta-carotenos pueden
reducir la magnitud del dafio celular inducido por la xantino-oxidasa /
hipoxantina o por los leucocitos polimorfonucleares activados (Weitberg
AB et al., 1995), asi como inhibir la peroxidacién lipidica inducida por
fuentes enzimaticas de oxi-radicales, como el sistema xantino-oxidasa
(Kellog EW et al., 1975), y el NADPH / citocromo P-450 reductasa (Dixit
R et al., 1983; Kim H, 1990), o por fuentes no enzimdticas como las sales
de metales de transicion (Searle AJF et al., 1983; Polyakov NE et al.,
2001).

La mayor parte de estos estudios han sido realizados “in vitro”,
aunque los estudios realizados “in vivo” refuerzan los datos obtenidos,
destacando aspectos importantes en la actividad antioxidante de los
carotenoides; como es la eficiencia en una disminucién directa de la
peroxidacion lipidica o la habilidad de esta molécula para modular los
niveles endogenos de otros antioxidantes (Krinsky NI, 1993; Krinsky NI,
2001; Stahl W et al., 2003).

Palozza P et al. (1992) demostraron que el mecanismo de accion de
los B-carotenos en la inhibicién de la peroxidacion lipidica consiste
esencialmente en transformar el radical o-tocoferoxilo en a-tocoferol,
regenerando de este modo el potencial antioxidante de la vitamina E. En la
misma linea de investigacion se encuentran los trabajos realizados por Niki
E et al. (1995) y Zhang P et al. (2000) en los que se comprobd la
interaccion existente entre vitamina C, vitamina E y B-caroteno sobre la

peroxidacion lipidica.

Los niveles de vitamina A en nuestro estudio, siempre fueron

mayores en el grupo fibrosis+antioxidante que en el grupo fibrosis, para
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valores referidos a plasma, mitocondrias de higado, o mitocondrias de
pulmén. Este hallazgo estd en relacion a que en el grupo
fibrosis+antioxidante, al dar suplementos de vitamina E, esta ultima
actuaria como “antioxidante principal” y por tanto seria menos necesario
emplear otros sistemas antioxidantes. Por el contrario, el hecho de que los
niveles de vitamina A estuvieran mds bajos en el grupo fibrosis se podria
explicar por no haber suplementacion en la dieta con vitamina E y estar
sometido al mismo estrés oxidativo que el grupo fibrosis+antioxidante. Por
este motivo, el grupo fibrosis emplearia mas vitamina A como antioxidante

y, por tanto su concentracion seria menor.

El descenso de los niveles de vitamina A en el grupo fibrosis, podria
estar en relacion con la necesidad de reducir el radical a-tocoferoxilo en a-
tocoferol, como se expresd anteriormente (Palozza P et al., 1992; Niki E et
al., 1995; Zhang P et al., 2000). Esta funcién de la vitamina A, obviamente
serai menor en el grupo donde se suplementa vitamina E (grupo

fibrosis+antioxidante).

En nuestro estudio, al analizar los niveles vitamina E detectados en
plasma, se observaron niveles mayores y estadisticamente significativos, en
el grupo fibrosis+antioxidante con relacion a los grupos control y grupo
fibrosis. Estos resultados, son esperables ya que al grupo

fibrosis+antioxidante se le suministraron altas dosis de vitamina E.

Retomando el contenido del péarrafo referente al aumento de niveles
antioxidantes en plasma y membranas mitocondriales de higado y pulmoén
en el grupo fibrosis+antioxidante y que suponia un claro aumento en la
defensa de las membranas frente al estrés oxidativo, conviene destacar que

esta defensa es insuficiente puesto que los niveles de malondialdehido
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(TBARS) y de hidroper6xidos (T() son similares en todos los grupos de

estudio. Las hipotesis que se podrian barajar para explicar esto son:

a) Habria que haber dado el antioxidante, en el grupo
fibrosis+antioxidante, después y no simultineamente a la induccién de la

fibrosis pulmonar.

b) Se tendria que haber dado mas tiempo (sacrificio posterior de las
ratas) a que el tratamiento con tocoferol hiciera efecto. Esto se evidencia
porque existe una tendencia a la mejoria del estrés oxidativo, como lo
demuestran los valores de hidroperdxidos, en membranas mitocondriales de

higado y pulmén.

¢) Que la dosis suplementada en el grupo fibrosis+antioxidante de
tocoferol, no fuera la idonea (més alta o mas baja), nos parece que tiende a
ser dosis alta. Esto tiene su importancia porque la mayoria de las veces,

dosis altas de antioxidantes se comportan como prooxidantes.

Conviene destacar que es muy dificil definir una dosis correcta
antioxidante de vitamina E. Dicha dosis varia ostensiblemente segin los
distintos estudios y objetivos a alcanzar en los mismos. Se consiguié un
consenso entre expertos sobre los niveles de seguridad de la dosis de
vitamina E en humanos, asi, establecieron rangos terapéuticos hasta las 800
Ul/dia (Pryor WA, 2000). Segun el vademécum internacional, la dosis
terapéutica de vitamina E en humanos oscila entre 50 Ul/dia y 1000 Ul/d1a,
dependiendo de la patologia a tratar (Vademecum internacional, 2005). En
animales, las dosis aun son mas dificiles de definir. En estos, la variabilidad

depende principalmente del tipo de animal de experimentacion asi como, al
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igual que ocurria para humanos, del objetivo que se quiera alcanzar en el

estudio (Pryor WA, 2000).

Numerosos estudios han demostrado que altas dosis de antioxidantes,
lejos de reducir el estrés oxidativo, producen efectos prooxidantes. Ikemoto
M et al. (2002) estudiaron el efecto de la vitamina E sobre el catabolismo
del musculo estriado. Para esto dividi6 a las ratas en dos grupos, grupo
control y grupo al que administré 15 mg/dia de a-tocoferol. Como principal
resultado obtuvo un aumento de los niveles de TBARS, asi como descensos
en los niveles de glutation en musculo estriado en el grupo de ratas al que
se habia administrado 15 mg/dia de vitamina E con respecto al grupo
control. Este hecho les llevé a concluir que 15 mg/dia de vitamina E era
una dosis alta para las ratas y que, por consiguiente, actuaria como

prooxidante.

Estos resultados concuerdan con los observados en nuestro estudio, y
es mas que previsible que la dosis de 200 Ul/dia de vitamina E
(equivalentes aproximadamente a 200 mgr/dia de vitamina E), con la que
se suplement6 a cada una de las ratas de nuestro grupo
fibrosis+antioxidante, fueran dosis altas y, por tanto, la vitamina E se
comportaria como prooxidante. Esto, justificaria en gran medida, por qué
los niveles de malondialdehido y de hidroper6xidos son similares en todos

los grupos de nuestro estudio.

Al igual que le ocurre a la vitamina E, y como se ha comentado
anteriormente, otros antioxidantes, como los carotenoides, se comportan
como prooxidantes a dosis altas (Palozza P et al., 2003; Palozza P et al.,
2005; Siems W et al., 2005). También se pudo comprobar el mismo efecto

prooxidante de la N-acetilcisteina (sustancia exdgena al organismo que se
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comporta como antioxidante), cuando se suministré a altas dosis sobre los

ratones objeto del estudio (De La Fuente M et al., 2002).

En lo referente a los sistemas enzimaticos antioxidantes es de
especial interés comprobar como la fibrosis produce un descenso de la
actividad de enzimas antioxidantes, atribuible al dafio celular provocado
por la fibrosis en el modelo experimental y que el periodo de induccion es
relativamente corto. Este hecho se ve mds acentuado en el grupo
fibrosis+antioxidante. La explicacion a esto la podriamos encontrar,

basicamente, por dos mecanismos:

a) El talco podria ser un inhibidor de sintesis de enzimas

antioxidantes y/o un potente inhibidor de la actividad de dichas enzimas.

b) La disminucién de la actividad de dichas enzimas se acentuaria
porque existan unos niveles de antioxidantes no enzimaticos muy elevados
y por tanto la induccién enzimdtica seria menos necesaria para la

proteccion de las células frente a la oxidacion.

Desde el punto de vista de proteccion enzimatica frente al estrés
oxidativo, es de especial mencion, que el higado esta menos protegido que
el pulmo6n puesto que los niveles de Superdxido Dismutasa (SOD) en el
grupo fibrosis+antioxidante de membranas mitocondriales de higado estan

muy descendidos si se comparan con los valores homénimos de pulmon.
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Conclusiones

1* El modelo de fibrosis pulmonar utilizado en el estudio es valido,
como lo demuestran los resultados obtenidos de la anatomia patoldgica asi

como de los marcadores de estrés oxidativo.

2*  Este modelo induce una pérdida de masa celular de los dos
tejidos estudiados (higado y pulmoén), por inducciéon de los mecanismos

apoptoticos y/o necroticos.

3* La dosis de tocoferol exdgena utilizada reduce los niveles de
estrés oxidativo, si bien, habria que ajustar la dosis en futuros trabajos de
investigacion, puesto que no se restablece la actividad de las enzimas

antioxidantes.

4*  La fibrosis pulmonar, inducida experimentalmente con talco,
produce un descenso de la actividad de las enzimas antioxidantes, mas
acentuado en el grupo suplementado con tocoferol. Este hecho podria
atribuirse, principalmente, al posible efecto inhibidor del talco sobre los
enzimas antioxidantes, o bien a que los elevados niveles de antioxidantes
no enzimaticos produzca una menor induccion enzimdtica al ser menos

necesaria para la proteccion de las células frente a la oxidacion.
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Anexo: Tablas

551,16£16 a

449,6£19,03 b

373,5¢2595 b

16,77£0,97 a

12,96+0,58 b

9,86+0,88 b

22,63+0,45 a

19,9+0,14 a

20,61+0,25 a

Tabla 1.- Resultados generales. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro los valores que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

16,7+¢2,26 a

13,57£1,85 a

11,68+1,57 a

25,72+#3,34 a

14,17£2,31 b

29,62+2,83 a

2,67+0,84 a

2,71+0,31 a

6,87+1,15 b

206,29+18,98 a

106,96+7,52 b

152,88+11,76 ab

Tabla 2.- Resultados en plasma. Los datos representan la media + EEM. Para cada
pardmetro los valores que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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22,24+1,24 a 35,422,779 b 29,28+1,13 b
31+4,55 a 55,05+10,14 a 57,8545,12 a
3,25+0.32 a 2,52+0,25 a 2,5+£30,19 a
132+£20,15 a 149,34+22,49 a 177,18+16,12 a
11,9940,34 a 6,92+0,45 b 7,55+0,38 b

708,76+168,85 a

807,69+£103,62 a

1764,52+216,86 b

61,32+5,86 a

38,41+4,06 ab

76,44+8.,75 ac

104,63+24,70 a

93,62+16,84 ab

186,05+13,83 ¢

9,18+1,21 a 4,42+0,64 b 8,14+0,63 ac
4829,68+1516,71 | 5368,31x1076,41 | 8452,46+£1040,73
a a a

392,05+65,17 a

237,62+21,80 b

363,86+33,89 ac

Tabla 3.- Resultados en mitocondrias de higado. Los datos representan la media +
EEM. Para cada pardmetro los valores que no tienen letras coincidentes presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

6,37+0,81 a

3,67+0,59 b

1,75+0,33 ¢

0,33+0,02 a

0,26+0,02 ab

0,19+0,02 ¢

0,09+0,01 a

0,06+0,007 a

0,059+0,004 a

Tabla 4.- Resultados en citosol de higado. Los datos representan la media + EEM.
Para cada parametro los valores que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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4,25+0,29 a

4,57+0,34 a

5,25+0,35 a

113,80£14,20 a

100,14+8,49 a

114,9946,20 a

13,27£1,53 a 10,67+0,82 a 10,2240,35 a
121,8947,16 a 137,42+13,80 a 110£11,26 a
14,28+0,98 a 13,99+0,52 ab 9,68+0,79 ¢

355,13 £7,20 a

231,66+43,11 ab

563,74497,79 ac

41,40+3,04 a 22,10£3,26 ab 51,0249,12 ac
36,43+5,39 a 28,37+5,56 ab 58,90+8,75 ac
4,19+0,52 a 2,73+0,54 ab 5,31+0,77 ac
89,94+14,92 a 39,14+£7,55 b 63,58+9,40 ab
10,37£1,62 a 3,75+0,61 b 5,69+0,90 b

Tabla 5.- Resultados en mitocondrias de pulmén. Los datos representan la media +
EEM. Para cada pardmetro los valores que no tienen letras coincidentes presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

15,90£0,99 a

14,51£1,22 a

12,98+1,89 a

1,24+0,22 a

0,73+£0,13 a

0,71£0,10 a

0,147+0,009 a

0,113+0,012 a

0,057+0,005 b

Tabla 6.- Resultados en citosol de pulmén. Los datos representan la media + EEM.
Para cada parametro los valores que no tienen letras coincidentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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