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Y OTRA VEZ CONACYT

Al hablar del Consejo de Cienciay Tecnologia, quisiéra-
mos que fuera sobre las acertadas politicas para el desa-
rrollo de la ciencia, la tecnologia y la educacion de
posgrado; aplaudir los planes paraenfrentar lascrisisy la
forma como se halogrado tener mas presupuesto y mejor
eficienciay transparenciaen su distribucion; anunciar que
finalmente se logrd la reduccién de burocracia adminis-
trativay que los recursos fueron asignados y entregados
en lostiemposy laformacomo se prometié en sus convo-
catorias, cuestiones que casi siempre se quedaen el plano
del deseo.

Hoy no hablaremos de la reduccion de fondos parala
cienciabésicani del otorgamiento defondosalaindustria
paraque se evadan impuestos y Se mejoren procesos, pro-
yectos cuyo control de calidad deberiarealizarse derutina
y no con cargo a presupuesto de la federacion. Tampoco
traeremos a colacion la reduccién y limitacion de becas
nacionales ni el enorme niimero de becasde nacionalesa
extranjero. Se piensa que internacionalizacién esigua a
importar conocimiento o bien que realizando la exporta-
cion del conocimiento con becas a extranjeros en €l pais
sin cuidar que lacalidad de tal es estudiantes esté garanti-
zaday se supone quetraera beneficiosen lacienciay tec-
nologia nacional, mas alla de la presencia de México en
estos paises casi siempre con el mismo nivel dedesarrollo
0 menor.

En otro momento comentaremos que después de mu-
chos afioslograron, con presiones mas que con estudiosy
argumentos, que lamayoria de los posgrados marcaran 3
afios como su tiempo para realizar el doctorado; ahora
Conacyt esta forzando, con nuevas convocatoriasy con-
venios, a que los programas deben de tener planes de 4
afos de doctorado en todos | os lineamientos, reglamentos
y programas de posgrado que aspiren a tener becas, aln
cuando en la convocatoria se indique que €l cuarto afio
corresponde a una extension del periodo indicado origi-
nal mente.

Aunque |o anterior pareceria un reconocimiento de la
realidad, tememos que, como en otras ocasiones, unavez
gue se hagan los cambios oficiales en los programas de
estudio esposible quea"aguien” en Conacyt seleocurra

que hay que regresar alostiemposde 3 afioso tal vezir a
5 o cualquier sorpresa que parece caprichosay que nunca
tiene una explicacién que permita entender el "porqué" y
le de estabilidad y permanenciarazonable alamedida” X"
0"Y" y nos abligue a decirles a los alumnos -Mira, eso
hizo Conacyt el afio pasado, pero € anterior hizo otracosa,
veamos que hace este afio o el proximo.

Buenoy que decir delasfechasy temporalidad delas
convocatorias, mas que caprichosasy aparentemente he-
chas parano dejar anadie satisfecho y muchas veces con
verdaderas complicaciones para poder cumplir en tiem-
poy forma. Ni hablar de losformatos que contindan sien-
do enredados, con fallas en la captura y la impresion,
con lainevitable necesidad de usar un manual "X" para
entender como usar el manual "Y" mismo que explica
como llenar y qué significa cada término del formato a
presentar.

Después de estadescripcion catértica, lo que enreali-
dad guiero ahora comentar es la nueva disposicion pre-
sentada por Conacyt en forma de un plan para estimular
a los posgrados del pais, e cual segin ha trascendido,
fue solicitado y hasta exigido por 10s mismos posgrados.
De acuerdo a la nueva convocatoria, el sistema de
posgrado tendrd alumnos de primera, segunda, terceray
hasta de cuarta categoria, por supuesto en un pais del
tercer mundo.

Categorizacion que no solo habla de su calidad, sino
guetiene un reflejoy consecuenciaen los montos de beca
recibidos, quetienen diferencias de hasta 100 % entrelos
diversos posgrados del pais. Dicha clasificacion de becas
no tendrd que ver con las calificaciones del alumno, su
aprovechamiento, el trabajo que redliza, € empefio y su
aplicacion, que su trabajo sea de tiempo completo o los
promedios de cursos previos, menos aln de sus necesida-
des de alimentacién y hospedaje digno, ya de por si mer-
mado por lacrisis econdémica.

La diferencia en los montos de las becas tendra que
ver con laincapacidad del alumno paraelegir un posgrado
clasificado como de competencia internacional en lugar
de uno de competencia nacional o uno en desarrollo o to-
davia peor uno de reciente creacion.
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Disefiado, creo yo, con unaldgica de competenciatal
que € 100% de los alumnos tendrian que estar en los
posgrados de competenciainternacional, aunquelos mis-
mos sumen mucho menosdel 50% de todos | os posgrados
del paisy sinlaposibilidad de atender |ademanda nacio-
nal y ahorainternacional.

En estaldgica el alumno que no ingrese a programas
de competenciano solo seracalificado como "tonto", sino
gue tendra que comer menosy Vvivir peor. Pero si ingresa
auno de reciente creacion, ni se diga, mas le valdriaha
cer otramaestriayaque recibirdlamismacantidad o mas.
No importa que el posgrado no coincida con € tema de
su interés, € profesor o € grupo de investigacién con
guien sequieretrabajar o quetengaquevigjar por todo e
pais paraencontrar el posgrado queledeel mayor dinero
posible.

Pareceria que Conacyt esta proponiendo que lanece-
sidad econdmica de los estudiantes logre 1o que el plan
estratégico de prestigio y su clasificacion de los progra
mas no pudieron hacer en cuestion de competenciay que
ademas no fue suficiente para que todos los programas
fueran de competenciainternaciona. Nuevamente el tri-
Ilado y ya conocido inadecuado sistema del premioy €
garrote.

Y esque cualquierasabe, bueno perddn, no cualquie-
ra, que aun organismo enfermo o en crecimiento limitarle
el aimento, el aguay el oxigeno no lo curarg, sino que
contribuira a matarlo mas rgpidamente en un caso, y a
gue no pueda crecer y se enferme en €l otro; en lugar de
buscar lamedicinay las condiciones para que sane o la
proteccion y estimulo para que pueda crecer.

Estaidea de generar premios con recursos a los que
lo hacen bien y quitarselos a los que no lo hacen tan
bien oo hacen mal o estédn iniciando, generaal final de
cuentas circulos viciosos que la mayoria de las veces
empeoran o distorsionan, alavez que provocan que se
tomen medidas no necesariamente asociadas a la cali-
dad, provocan desbandadas de estudiantes y de profe-
sores; no tan solo no promueven laincubacion de gru-
posy ladiversidad, sino gue tampoco permiten que los
grupos realicen acciones de riesgo en temas'y tipos de
investigaciones diversas. Estas medidas no consideran
otras probleméticas que afectan alos programas y por
supuesto conseguiran que muchos grupos terminen por
desaparecer. Todo ello ignorando deliberadamente la
situacion nacional delosestudiantesy de otrosfactores

Calderén Salinas JV

gue afectan el adecuado desarrollo del quehacer de la
cienciay latecnologia.

En esté sentido seriamejor que el diagnostico fuera,
gue solo los grupos de competencia internacional pue-
den recibir becay que hasta que lo logren los demas, ho
se ve como, se podria acceder a la beca, ya que por lo
menos en este caso no se penalizariaa alumnoy no se
pondrian a competir a los programas por alumnos con
base en dinero que ellos reciben.

Claroqueloanterior, a igual quelamedidaemplea-
da, distorsionara el mercado; un razonamiento simplis-
ta sugiere que los profesores se moverian alos progra-
mas de competenciainternacional, generando un creci-
miento dificil de manejar y se supondria que |os profe-
sores aceptados serian |os pilares de los otros progra-
mas menos buenos, malosy en crecimiento. Por |o tan-
to, los otros programas tenderian a la caida vertical al
guedarse con alumnos "tontos" y "mas pobres' y con
profesores no aceptados en 10s programas de compe-
tenciainternacional.

La recepcién de tantos alumnos y tantos profesores,
comprometerialaeficienciaterminal delos propios pro-
gramas de competenciainternacional por o cual seredu-
ciriasu calificacién ante Conacyt y lo demasescas ocioso
[levarlo al infinito. Con todo |o anterior se ven alin més
lejanas las posibilidades de Ilenar los niUmeros que
Conacyt tiene como objetivos a mediano y largo plazo,
casi un disparo en el propio pie.

Estamos seguros que los programas de posgrado y 1as
instituciones debemos hacer un esfuerzo mayor para
afrontar larealidad de | os estudiantes que estan llegando
alos posgrados y la propia del pais. Aunque tal vez no
sea el momento de abordarlo, dadalavariedad de proble-
masy de multiplesy particulares condiciones que afron-
tan nuestrasinstituciones, nuestros posgradosy nuestros
estudiantes también es indispensable reestructurar los
planes de estudio y permitir masflexibilidad. Sin embar-
go, estamos convencidos que no es con una politica
errética, voldtil y que castiga, como se pueden resolver
lo multiples problemas que afronta la educacién de
posgrado de nuestro pais.

Reguerimos unainstitucion encargadadelacienciay
tecnologiaque laentienday apoye. Un Conacyt que nos
permita hablar bien de quien tiene en sus manos, buena
parte de del desarrollo cientifico y tecnoldgico de este
pais. jY lo necesitamos con urgencial

José Victor Calderon Salinas
Editor en Jefe
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ReDUCCION BACTERIANA DE CROMO HEXAVALENTE:
MECANISMOS Y APLICACIONES*

Martha I. Ramirez-Diaz!, Héctor Riveros-Rosas?, Jestiis Campos-Garcia® y Carlos Cervantes!

RESUMEN

El amplio uso industrial de los derivados del cromo, un
metal pesado, ha ocasionado que estos compuestos sean
considerados como serios contami nantes ambientales. En
la naturaleza, el cromo se encuentra principal mente en
dos estados de oxidacion: laformatrivalente Cr (111), que
esrelativamente inocua, y laformahexavalente Cr (V1),

considerada una especie téxica. El Cr (1ll) a nivel

extracelular es relativamente inocuo debido a su
insolubilidad. En contraste, en €l interior de la célula €

Cr (I11) es atamente téxico debido a su capacidad para
unirseal DNA y alasproteinas. El Cr (V1) usua mente se
encuentra como iones cromato (CrO,*) o dicromato
(Cr,0.%), los cuales atraviesan facilmente las membrana
plasmaticaa ser capturados erréneamente por €l sistema
detransporte de sulfato. En el ambiente, el Cr (V1) puede
ser reducido a Cr (Il1), ya sea de manera abidtica o
mediante enzimas |lamadas cromato reductasas. El estudio
de estas enzimas haadquirido gran interés por su posible
uso en la biorremediacién de la contaminacion por
cromato. Varias cromato reductasas han sido i dentificadas
en diversas especies bacterianas. La cromato reductasa
mejor caracterizadaeslaenzimaChrR delabacteriagram
negativa Pseudomonas putida, que pertenecealafamilia
deflavoproteinas reductasas dependientes de NAD(P)H.
Estafamiliaactual mente posee 243 proteinas homol ogas
a ChrR que unen a cofactor FMN y que se encuentran
ampliamente distribuidas en lostres dominiosdelavida
En estetrabajo seresumen las propiedades delos sistemas
bacterianos de reduccién de Cr (V1) como un mecanismo
empleado por |os microorgani smos para contrarrestar |os
efectos toxicos del cromo y sus derivados.

PALABRAS CLAVE: reduccién de cromato, familia de
flavoproteinas reductasas dependientes de NAD(P)H,
biorremediacion.

*Recibido: 11de noviembre de 2008

ABSTRACT

Bacterial reduction of hexavalent chromium:
mechanisms and applications.

The broad industrial use of derivatives of chromium, a
heavy metal, has caused that these compounds are
regarded as serious environmental contaminants. In
nature, chromium is found primarily in two oxidation
states: the trivalent form Cr (I11), which is relatively
innocuous, and the hexavalent form Cr (V1), considered
amore toxic species. At the extracellular level, Cr (111)
is relatively harmless because of its insolubility. In
contrast, inside the cell Cr (111) is highly toxic because
of its ability to bind to DNA and proteins. Cr (VI) is
usually found as chromate (CrO,*) or dichromate
(Cr,0.%) ions, which easily cross the plasmatic
membrane to be mistakenly taken up arrested by the
sulfate transport systems. In the environment, Cr (V1)
can be reduced to Cr (l11), either by abiotic ways or by
enzymes called chromate reductases. The study of these
enzymes has gained great interest for their potential use
in bioremediation of pollution by chromate. Several
chromate reductases have been identified in different
bacterial species. The best characterized chromate
reductase is the ChrR enzyme from the gram-negative
bacteria Pseudomonas putida, which belongs to the
family of NAD(P)H dependent flavoprotein reductases.
This family currently includes 243 ChrR homologous
proteinsthat bind the FMN cofactor and that are widely
distributed in the three domains of life. This paper
summarizes the properties of bacteria systems that re-
duce Cr (V1) as a mechanism used by microorganisms
to resist thetoxic effectsof chromium and itsderivatives.

KEY WORDS: Chromate reduction, family of NAD(P)H
dependent flavoprotein reductases, bioremediation.

Aceptado: 16 de junio de 2009

Hngtituto de investigaciones Quimico-Biol égicas, Universidad Michoacana, Morelia, Michoacan; 2Departamento de Bioquimica, Fa-
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74

1. Generalidades del cromo

1.1 Cromo en el ambiente

El cromo (Cr) es un metal de transi-
cionlocalizadoenel grupoVI-B dela
tabla periddica, con un nimero até-
mico de 24 y un peso atémico de
51.996. El Cr es el séptimo elemento
més abundante sobre la tierra'y nor-
mal mente selocalizaenrocas, suelos,
plantas, animales y emisiones volc&
nicas. Se ha estimado que la presen-
ciade Cr enlaatmosfera de paises de
Europay Américaes de 0.001 a 1.1
ppb; en fertilizantes fosfatados de 66
a 245 ppm y en polvos residuales de
incineraciones municipales de 490
ppm (1). La concentraciéon de Cr en
aguas intercontinentales no contami-
nadas es de 0.1 a 0.5 ppm, mientras
gue en aguas negras, municipales y
residencialesoscilaentre0.1a36 mg/
cépita/dia (1). Asi, se ha establecido
guelatoxicidad del Cr (como cromato
de potasio) en humanosesde0.5al
g por viaoral (1).

Aungue €l Cr existe en estados de
oxidacion que van de -2 a +6, las
formas més estables y abundantes
son las especies trivalente Cr (I11) y
hexavalente Cr (VI). El Cr (VI) co-
muanmente est4 presente en solucion
formando los oxianiones hidro-
cromato (HCrO,), cromato (CrO,*) o
dicromato (Cr,0,*), dependiendo del
pH. El Cr (V1) existe en forma de
anion soluble en agua, €l cua puede
persistir en este ambiente por largos
periodos y es considerado como un
contaminante importante por el Depar-
tamento de Energia de sitios de dese-
chodeEUA (2). Por otraparte, losde-
rivados del Cr (111) son menos movi-
lesy principalmente existen en el am-
biente formando complejos estables
con ligandos organi cos o inorganicos
(3). En el afio 2000 se procesaron
aproximadamente 15 millones de to-
neladas de cromita (FeCr,0,), de las
cualescercade un 70% seempled para
producir aleaciones metalicas; por
gemplo, paracobtener ferrocromo (una

Ramirez-Diaz M1, Riveros-Rosas H, Campos-Garcia J y Cervantes C

aleacion de cromo, hierroy carbono).
Otraparte (aproximadamente 15%) se
empled directamente como material
refractario y el resto se utilizé en la
industriaquimicaparaobtener diferen-
tes compuestos de cromo. Asi, €l am-
plio uso del Cr en diversos procesos
industriales ha convertido a este me-
tal en un serio contaminante del aire,
suelo y agua (4).

1.2 Transporte del cromo

En diversas especies bacterianas se ha
demostrado que el Cr (V1) en forma
de cromato entraactivamente alas cé-
lulas através del sistema de transpor-
te del sulfato (Fig. 1A). La analogia
quimica entre el cromato y € sulfato
hasido enfatizadapor el hecho de que
el cromato es un inhibidor competiti-
vo del transporte del sulfato en todas
|as especies bacterianas que han sido
estudiadas (4). En contraste, & Cr (111)
atraviesalasmembranas con muy baja
eficiencia debido a que forma com-
puestosinsol ublesen solucionesacuo-
sas no &cidas (Fig. 1B).

1.3. Toxicidad del cromo

Los efectos téxicos del Cr dependen
de su estado de oxidacion (5). A nivel
extracelular, e Cr (VI) es atamente
toxico para la mayoria de las bacte-
riasyaque estransportado activamen-
te a citoplasma, mientras que el Cr
(1) esrelativamente inofensivo debi-
doasuinsolubilidad eincapacidad de
atravesar lasmembranascelulares (5).
En €l interior delacélula latoxicidad
del Cr serelacionaprincipa mente con
el proceso de reduccion del Cr (V1) a
estados de oxidacion inferiores[como
Cr (V) y Cr (11D] (Fig. 1C). Este pro-
ceso puede ocasionar laformacion de
radicales libres, generando estrés
oxidativo (Fig. 1D) y en consecuencia
diversos efectos toxicos en e DNA,
lipidos y en las proteinas (Fig. 1E y
1F). Se considera que el dafio
oxidativo a DNA es responsable de
los efectos genotdxicos causados por

el cromato (6). La exposicion ocupa
cional a cromato se postulacomo un
serio problema toxicol 6gico, pues se
ha demostrado que & Cr (VI) es un
agente potencia mente carcindgeno en
humanos (7).

2. Reduccion del cromato

Se hadescrito que bajo ciertas condi-
ciones ambientales, el Cr puede ser
interconvertido aCr (Ill) y Cr (V1) a
través de reacciones de oxido-reduc-
cion de naturaleza bi6tica o abidtica
Lareduccion del Cr (V1) puede ocu-
rrir bajo condiciones aerdbicas o
anaerobicas y puede estar asociada a
la fraccion soluble 0 ala membrana
celular (8). Por consiguiente, lareduc-
ciénextracelular o peripldsmicade Cr
(V1) a Cr (1), que genera un com-
puesto impermeabley no toxico ani-
vel extracelular, puede ser considera-
da como un mecanismo de resisten-
cia a cromato (8). En bacterias, los
mecani Smos de resistenciaa cromato
pueden ser codificados por genes
plasmidicos o cromosomicos (4). Los
sistemasderesistenciacodificadosen
el cromosoma se han relacionado ge-
neralmente con la reduccion
extracelular del Cr (V1) aCr (1), tan-
to por enzimas especificas como no
especificas (5).

2.1. Reduccidén enzimatica del
cromato

Lareduccion del cromato se ha des-
crito en diversas especi es bacterianas,
aungue sblo unas pocas enzimas han
sido caracterizadas (5). Ishibashi y
col. (9) sugirieron que las Cr (V1)
reductasas pueden tener un papel pri-
mario diferente a la reduccion de Cr
(V1) y que esta segunda funcion ad-
quiridadelasCr (V1) reductasas pue-
derelacionarse con €l reciente incre-
mento del Cr (V1) en el ambiente
como consecuencia de actividades
antropogénicas. Asi, varias Cr (VI)
reductasas han sido caracterizadas en
el contexto de sustratos alternos; es-
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Figural. Transportey toxicidad del cromato en la célula bacteriana. A) Captacion del Cr (V1) [(CrO,?)] atravésdel sistema detransporte del
sulfato (SO,?). B) Las membranas biol6gicas son impermeables al Cr (I11), por lo que éste resulta inocuo extracelularmente. C) Reduccion
intracelular de Cr (VI) a Cr (I11). D) Estrés oxidativo causado por la generacién de especies reactivas de oxigeno como consecuencia de la
reduccion de Cr (V). E) Dafio ocasionado por lainteraccion del Cr (111) conlasproteinaso F) con el DNA. Madificado de Ramirez-Diazy cal. (2).

tas enzimas frecuentemente muestran
actividad de NADH:flavin oxido-
rreductasas (8). Este es €l caso delas
nitrorreductasas NfsA/NfsB delabac-
teria Gram negativa Vibrio harveyi,
que presentan propiedades de
nitrofurazona nitrorreductasa como
funcion primaria y actividad de
cromato reductasacomo actividad se-
cundaria, o lareductasa férrica FerB
de Paracoccusdenitrificans (unabac-
teria Gram negativay oxidante de ni-
trogeno), que usa tanto Fe (l11)-
nitrilotriacetato como cromato como
sustratos (5).

Actuamente la Cr (VI) reductasa
més estudiada es la proteina ChrR de
la bacteria Gram negativa Pseudo-
monas putida, una flavoenzima

soluble que une FMN (flavin
mononucledtido) y catalizalareduc-
cionde Cr (VI) aCr (111) (10). Se ha
propuesto que esta enzima se sitla
en el periplasma ya que de manera
similar aproteinas con estalocaliza-
cion el residuo del extremo N-termi-
nal no corresponde a metionina; su
ubicacion celular la hace atractiva
para usos en biorremediacién. ChrR
funcionacomo un dimero de 50 kDa
y muestra actividad de reductasade-
pendiente de NADH con una Km de
260 pM parael cromato y unaVVmax
de 8.8 nmol de cromato por minmg?
de proteina (11). Esta enzima
multifuncional, ademas de su activi-
dad de cromato reductasa, reduce al
ferricianuro (11).

LaenzimaChrR purificadapresen-
t6 unaactividad de quinonareductasa,
generando flavin semiquinonaduran-
telareduccion de cromato; estareac-
ciontransfieremésde 25% delos el ec-
tronesdel NADH al anion superdxido
y probablemente produce especies
transitorias de Cr (V), lo que minimi-
zaque esta especie de cromo reaccio-
ne con H,O, generando un exceso de
especies reactivas de oxigeno (ROS).
De estamanera, ChrR parece proveer
de un mecanismo de defensa
antioxidante a P. putida através dela
proteccion de las células del estrés
ocasionado, por ejemplo, por H.,O,
(12). De hecho, laexpresion de ChrR
seinduce en células expuestasaH,O,
(10) o a cromato (11). En resumen,
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ChrR en unarutareduce Cr (VI) aCr
(111 generando @ intermediario Cr (V)
y €l anion superoxido y por un meca
nismo adicional reduce quinonas, pro-
tegiendo alas células de las especies
reactivas de oxigeno (ERO).

ChrR contiene la secuencia
LFVTPEYNXXXXXXLKNAIDXXS,
la cual puede estar involucradaen la
union con FMN encontrandose con-
servada en varios miembros de lafa-
milia COG0431 (grupo de proteinas
ortdlogas procaridticas) y KOG4530
(grupo de ortdl ogos eucari6ticos) (8).
Estas proteinas han sido agrupadas
tambiénenlafamiliaFMN reductasas
dependientes de NAD(P)H que a su
vez forma parte del clan de las
flavoproteinas, que incluye proteinas
redox de union aFMN o FAD (8).

La cromato reductasa YieF de la
bacteria Gram negativa Escherichia
coli presenta homologia con la enzi-
ma ChR de P. putida (11). YieF tiene
un amplio rango de sustratos y puede
reducir, ademas de cromato, al
vanadio (V), molibdeno (VI), com-
puestos como ferrocianuro, varias
guinonas, 2,6-dihidrocloroindolfenol
y prodro-gas como mitomicinaCy 5-
aziridinil-2,4-dinitrobenzamida (11).
El mecanismo de accion de YieF
involucralareduccion del cromato por
la transferencia obligada de cuatro
electrones por cada dimero de protei-
na; de esta manera, la enzima trans-
fiere simultdneamente tres el ectrones
a Cr (V1) paraproducir Cr (l11) y un
electron al oxigeno molecular gene-
rando ERO (11). Debido ala forma
cion de una cantidad baja de ERO,
YieF proporcionaun mecanismo efec-
tivo de proteccion contra cromato en
E. coli. Otra enzima de E. coli, la
flavin reductasa Fre, reduce cromato
atravésdeunaedrategiadiferente que
involucra laformacion de un comple-
jodeCr (lI) con e cofactor NAD (8).
Estainteraccion puede estar relaciona-
dacon lanotoriacapacidad del Cr (111)
paraformar aductos con €l DNA.
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En conclusion, lareduccion de Cr
(V1) parece ser una estrategia impor-
tante de resistenciaacromato en bac-
terias, aungque el uso de sustratos
alternos, ademas del Cr (V1), sugiere
gue la actividad de reduccién de este
ion en los microorganismos es un
mecani smo de adaptacion enzimatica
ocasionadapor lacrecienteexposicion
acromato (5).

2.2. FamiliadeFM N reductasasde-
pendientesde NAD(P)H

La familia de proteinas FMN
reductasas dependientesde NAD(P)H
(FMN_red) que incluye posibles
ortélogos de ChrR, actualmente com-
prende al menos 243 proteinas
homol ogas que unen al cofactor FMN
(Fig. 2). Los miembros de este grupo
estan ampliamente distribuidos, sugi-
riendo un origen evolutivo muy anti-
guo para estas proteinas. El uso de
NAD(P)H y la ausencia del radical
flavin semiquinona distingue a estas
proteinas de las flavodoxinas, que
adoptan la misma forma estructural
terciaria(8). LafamiliaFMN_red pue-
de dividirse en diez grupos principa-
les, donde cada uno probablemente co-
rresponde a diferentes subfamilias de
proteinas (Fig. 2). SAlo tres de estos
gruposincluyen proteinas caracteriza
das y se les ha definido como
subfamilias, de manerasimilar acomo
se han nombrado previamente otros
grupos de proteinas (14).

Lasubfamilial esel grupo mésnu-
meroso (73 secuencias homologas) y
esta presente principalmente en
proteobacterias. La proteina ChrR de
P. putida, descrita anteriormente esta
incluida en esta subfamilia (8).

La subfamilia Il, formada de 32
proteinas homol ogas, esta presenteen
arqueas, bacterias (principalmente
proteobacterias) y plantas (8). Tres
proteinas de este grupo han sido ca-
racterizadas: laproteinadiméricaYieF
de E. coli, descrita como la primera
cromato reductasasoluble (11); lapro-

teina dimérica FMN reductasa de P.
aeruginosa PAOL (15); y la proteina
tetramérica NAD(P)H:quinona
reductasa (NQR) de la planta
Arabidopsisthaliana (13).

La subfamilia lll comprende nue-
ve proteinas homol ogas, presentes en
bacteriasdel grupo firmicutes, hongos
y & moho mucilaginoso Dictyostelium
discoideum (8). A esta subfamiliaper-
tenecen dos proteinas caracterizadas:
la azo reductasa de |a bacteria Gram
positiva Bacillus sp. OY1-2 (15) y la
proteina dimérica de la levadura
Saccharomycescerevisiae Y LRO11wp
(16). Laproteinade Bacillustransfor-
ma azo col orantes (sustancias organi-
cas gue poseen nitrégeno unido a un
anillo aroméatico) unareaccion media-
da por la actividad de reductasa del
grupo azo en presencia de NAD(P)H
(15). YLRO11wp posee ademas una
actividad reductoradébil pero especi-
ficasobre azo colorantesy nitro com-
puestos, en adicién a una fuerte acti-
vidad de ferricianuro reductasa (16).

En resumen, la capacidad
multifuncional delosmiembrosdela
familia FMN_red dependiente de
NAD(P)H sugiereque lareduccion de
Cr (V1) noeslaactividad principal de
estas proteinas. Esto puede estar rela-
cionado con el hecho deque el cromo
esta presente en la natural eza princi-
pamente como Cr (111) y dequelain-
troduccion de especies de Cr (V1) en
el ambienteesun evento relativamente
reciente (8).

3. Biorremediacion de cromato

A diferenciadelosherbicidas, os pes-
ticidasy otros compuestostoxicosque
pueden degradarse biol6gicamente,
los metales pesados como € Cr no
pueden ser eliminadosy permanecen
en |os suelos 0 sedimentos, donde se
liberan lentamente al agua (1). Lare-
mocién de cromato de agua contami-
nadase harealizado tradicionalmente
através delareduccion de Cr (V1) a
Cr (I11) por métodos quimicos o



REB 28(3): 73-79, 2009 Reduccién bacteriana de cromo hexavalente 77

.-175
dysenteriae-188
ydii-188

5283-R s
822950-8
9969-S po

62985.£ o
8957,

ZPI%Y
Yz 40

K
P 015

A
z

2p
0
ZPO N, i 3
7-p Asp L
alen;,, - de
Y|
190. N-20, c "
-C testog, 6 093
eroni.1gt 18, 04543
2P 01578107.p acidovo?:nm\\../. 11 Nppog%wtz&o satva 19’ b
NP 636806-X campestris-184 ~————— ABE79156-M truncatula-191 ¢
y Proteo- YP 200163-X orthQ‘se'igﬁ o — Q8H9D2-S tuberosum-194 i
. . stris-
bacteria  YP 363265-X campe . AADSTITIA thaliana-196
: -P syrf
s penusS P 01525735 "926-194 —()
eSSt 18 ARKSRSEP flugpgqenOCina-154
3 A Yo 685 P O’: €sce
N ch : 2

o
25998
5Q o«
gt <
@ gL
2255500 2.5
S§2, 555 ™
“r8css OVORY
> ) = Lo~}
DN c 0 o pty
S5009o002 EB3LD
Sy E oz & > %
DO E o0 (.0«\\)
EINETE TR
SSESE5 8382
S3YPso Hw
= a =5 Ow3
SR> g 2= ®\%
N &l B =
gsld 23
l.ngm o >3
SlolS = °
~N <A 2w
Slelg &8
|6 =»
®
(]
8 Z
¢ 2.
S 5
o o
o o
7] I
5 s}
= @
o =.
w D

Figura2. Analisisfilogenético delafamilia FMN reductasas dependientes de NAD(P)H (FMN_red). Se muestra un arbol consenso construido
con e método de minima evolucién (ME). Se usaron secuencias de proteinas que pertenecen a las tres subfamilias que poseen al menos una
proteina caracterizada (lineas sombreadas). El arbol fue calculado usando €l programa MEGA 3.1. Se obtuvieron topologias similares usando
los métodos de vecino mas proximo (NJ), maxima parsimonia (MP) y promedio aritmético de los grupos de pares no ponderados (UPGMA). Se
incluye el nimero de acceso de cada secuencia, la abreviatura del nombre de la especiey el tamarfio de la proteina (nimero de residuos). Los
limites de las subfamilias (I-111) seindican con lineas gruesas. Los puntos en las barras indican |os nodos con >70% (abiertos), >80% (gris),

0>90% (cerrado) del valor bootstrap derivado de 1,000 repeticiones de |os arbol es obteni dos simultaneamente con |os méodos UPGMA, NJ,
MEy MP.
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bi oquimicos, seguidosdelafiltracion/
sedimentacién. Sin embargo, laelimi-
nacion del cromato por estos métodos
resultacostosaeineficiente (1). A par-
tir de que se ha encontrado que una
gran cantidad de microorganismosais-
lados, tanto de sitos contaminados con
cromato como de ecosi stemas natura-
les no contaminados, con capacidad
parareducir Cr(V1), estos organismos
han sido propuestos como alternativas
biotecnol 6gicas para la biorreme-
diacion de la contaminacion por
cromato (4).

En este contexto, se han descrito
microorganismos con potencial en
biorremediacion como la bacteria
Gram negativa Serratia marcescens,
aidadade un efluenteterciario (aguas
con desechos sdlidos, liquidos o ga-
se0s0s), la cual es capaz de reducir
Cr (V1) y remover cercadel 80% del
cromato presente en el medio (15).
Por otro lado, el desarrollo de cepas
bacterianas con capacidad mejorada
para la resistencia y reduccion de
Cr(VI) se ha considerado como una
aproximacién inicial para la
biorremediacion de cromato (16). En

Ramirez-Diaz M1, Riveros-Rosas H, Campos-Garcia J y Cervantes C

este sentido, la proteina ChrR6, una
mutante de la enzima ChrR generada
por medio de evolucién dirigida, mos-
tr6 un marcado incremento en su ca-
pacidad de remediacién de cromato.
La proteina ChrR6 presentd
pardmetros cinéticos superiores para
la reduccion de cromato en todas las
condicionesanalizadas; reflejo deesto
es el aumento de 300 veces en su efi-
cacia catalitica (medida como € co-
ciente kcat/Km). Asi, se hapropuesto
gue esta enzima puede convertir a E.
coli en una bacteria eficiente para la
remediacién de cromato (16).

En sintesis, es previsible en un
futuro cercano, el uso de los
microorgani smos ya sea nativos o
modificados genéticamente, para fa-
vorecer la remocion del Cr (V1) de
ambi entes contaminados.

Conclusiones

L os mi croorganismos han desarrolla-
do diversos mecanismos para comba-
tir latoxicidad del cromato. Entreellos
se encuentralareduccién de cromato.
Se ha reportado que muchas especies
bacterianas reducen Cr (VI) aCr (I11);
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LA CicATRIZ HIPERTROFICA POSQUEMADURA
:UN PROBLEMA DE SALUD?*

Luz Alcantara Quintana?’, Andrés Castell Rodriguez? y Marco Cerbon Cervantes?

RESUMEN

Las heridas producidas por guemaduras constituyen un
problemamédico importante y son causade unincremento
de la morbimortalidad con un gran costo a sistema de
salud. La cicatriz hipertrofica posquemadura, se ha
definido como una patol ogiade origen postraumatico, que
se caracterizapor presentar un dafio en ladermis profunda
combinado con una alteracion en los factores que
conllevan a la cicatrizacion debido a la presencia del
proceso inflamatorio crénico. Se caracterizapor unagran
sintesis de componentes de matriz extracelular
predominantemente colégena, ademas de presentar un
incremento en la retraccion cicatrizal. Por 1o que gran
parte de la investigacion en salud se ha enfocado en €l
mejoramiento de los procesos de reparacion, evitar la
formacion de secuelas fibrosas y la resolucién de
patol ogias fibrosantes dérmicas. Desaf ortunadamente no
se halogrado un éxito total, 1o que dejaun amplio campo
para la investigacién de nuevas estrategias terapéuticas
gue nos permitan resolver las patol ogias fibrosantes. El
objetivo de este articul o es revisar lainformacién actual
de la fisiopatogenia de la cicatriz hipertréfica
posguemaduray laterapéutica actual de lamisma.

PALABRAS CLAVE: Cicatriz hipertroéfica, fibroblastos,
citocinas proinflamatorias.

ABSTRACT

Wounds caused by burns are a major medical problem
and cause an increasein morbidity and mortality at great
cost to the heal th system. The hypertrophic scar hasbeen
defined as pathology of postraumatic origin, which is
characterized by aninjury inthe deep dermisalong with
a change in the factors that lead to healing, due to the
presence of chronic inflammatory process. It is
characterized by agreat synthesisof extracellular matrix
components, predominantly collagen, besides presenting
anincreasein scar retraction. Therefore, most of health
research has focused on improving repair processes,
preventing the formation of fibrous sequels, and
resolution of fibrosing skin pathologies. Unfortunately
it has not achieved a complete success, leaving a vast
field for research into new therapeutic strategies that
will enable usto resolve the fibrosing pathologies. The
objective of thisarticleisto review current information
on the physiopathol ogy of hypertrophic scar and itsnew
therapies.

KEY WORDS: Hypertrophic scar, fibroblasts,
proinflammatory cytokines.

INTRODUCCION

Desde afios inmemorabl es se ha estu-
diado €l proceso de cicatrizacion, los
primeros escritos médicos conocidos
seocupan ampliamentedel cuidado de
las heridas, siete de los 48 informes
de casosincluidos en el Papiro Smith
(1770 A.C.) describen heridas y su
atencion. Enformaempirica, los anti-

guos médicos de Egipto, Grecia, In-
diay Europa crearon métodos adecua
dos paratratarlas y advirtieron la ne-
cesidad de extraer cuerpos extranos,
suturar, cubrir las lesiones con mate-
rial limpioy protegerlas de la accion
de agentes corrosivos. Durante €l si-
glo X1V, con el empleo extenso de la
polvoray lafrecuencia de heridas de

*Recibido: 16 de noviembre de 2008  Aceptado: 11 de agostol de 2009
!Poggrado en Ciencias Bioldgicas, Facultad de Medicina, UNAM, Correo E: luzalcantara@gmail.com; 2Biologia Ceular y Tisular,
Facultad de Medicina, UNAM, Correo E: castell @servidor.unam.myx; *Biologia, Facultad de Quimica, UNAM, México, D.F. Correo

E: mcerbon85@yahoo.com.mx

bala, surgié unanuevaépocaen sutra
tamiento. En vez de adoptar una acti-
tud pasiva en su atencion y depender
de los procesos naturales de repara-
cidn, loscirujanos asumieron unapos-
tura més dinamica y emprendieron
actos impresionantes parafacilitar la
"curacion detodo tipo delesiones'. A
mediados del siglo XVI Ambroise
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Paré, € gran cirujano militar francés,
redescubri0 |os métodos atrauméti cos.
John Hunter, William Stewart Hal sred,
AlexisCarrel y otrosgrandesclinicos
bi élogos demostraron que minimizar
lalesion tisular permitia la cicatriza-
cion rapiday eficaz. Sin embargo, por
desgracialareaccién normal deloste-
jidosalalesiénno siempre culminaen
un resultado perfectamente funcional.
L os mismos procesos que generan po-
tenciaeintegridad producen estenosis
fibrosas, cicatrices hipertréficas, cica
trices queloides, adherencias y otras
anormalidades. S existieran métodos
eficaces para controlar forma, tamafio
y propiedades fisicas de las cicatrices,
surgiria una nueva época en su trata
miento. El objetivo de este articulo es
revisar la informacion actual de la
fis opatogeniadelacicatriz hipertréfica
posquemadura y la terapéutica actual
delamisma

La cicatrizacion es un proceso de
reparo de un tejido alterado, dando
como resultado final 1a formacion de
un tegjido cicatrizal. El término (cica
triz) proviene de la palabra griega
(eschara), gque significa hogar. En €l
hogar tenia lugar toda la vida domés-
tica, y a causa de lareunion de nifios
arededor del fuego, las quemaduras
gue producian cicatrices eran tan fre-
cuentesque el nombredelacausavino
a ser sinbnimo del efecto. Gracias al
trafico comercial, lapalabraemigré a
Roma, y se transformo en "cicatriz",
de ali pasd a Franciaen formade la
palabra "eschare", que significa el
encostramiento que recubre una
ulceracion. En las idas britanicas, la
pal abra "eschare”, se encontré con la
pal abrasajona scaur", muy semejan-
teaellatanto en sonido como en sig-
nificado. EnlaEdad Medialapal abra
"cicatriz" tuvo unasignificacion muy
amplia, llegando a abarcar cualquier
tipo de manchablancaen lapiel. Ac-
tualmente se utiliza el término de ci-
catriz para referirnos a una secuela
después de un dafio ala pidl. El pro-

TABLA 1
Fisiologia de la Cicatrizacion Normal

FASES DEL PROCESO DE CICATRIZACION NORMAL

Inflamacion aguda

Proliferacion celular A Fibroblastica
B. Angiogénica
Epitelizacion
Formacion de lamatriz extracelular A. Colégena

B. Fibronectina
C. Sustancia Fundamental

Remodel acién de la colégena
Contraccion de laherida
Fuerzadelaherida

TABLA 2
Factores que alteran el proceso normal de cicatrizacion

LOCALES

SISTEMICOS

Inadecuado aporte nutricional
Hipoxiatisular
Desecacion tisular (necrosis)
Exudados
Infeccion
Trauma

Inadecuado volumen sanguineo
Pérdida de proteinas corporal es
Inadecuado aporte nutricional

Infeccidn sistémica (aumenta catabolismo)
Respuesta al estrés no controlada

ceso de cicatrizacion normal ha sido
ampliamente estudiado y se hadividi-
do en fases (Tabla 1), lo que nos ha
permitido conocer losfactores que al-
teran el proceso normal dereparacion,
los cudles se enlistan en laTabla 2.

Proceso decicatrizacién patol 6gico.
Lacausaexactadelascicatrices pato-
[6gicas alin no se conoce pero ya se
han identificado varios factores que
predisponen a las mismas (Tabla 3).
Uno de estos factores es €l tono dela
piel, las pieles mas oscuras son més
propensas alacicatrizacion quel oidea.
Lapigmentacion de lapiel parece ser
uno de los factores decisivos, puesto
gue las zonas con menor indice de
melanocitos-laplantar, lapamar y las
MUuCOSas- tienen unamenor propension

alaformacion de cicatrices patol 6gi-
cas. También existe un mayor riesgo
en las regiones ricas de glandulas
sebéaceas. Otros de los factores que
intervienen en la cicatrizacién pato-
|6gica, son el trauma (etiologia) y la
tensién oretraccién delapiel, deesta
formael conocer losfactoresque pre-
disponen alaformacion delacicatriz
patol 6gica ha cobrado mucho interés
enlaultimadécada(1). Se hatratado
de comprender lasrelacionescelula
resy bioguimicasquesellevan acabo
en un proceso de reparacion normal y
patoldgica, con la finalidad de tener
un buen diagnostico y una terapia
exitosa.

¢QuéesunaCicatrizHipertroéfica?
Las heridas o dafios producidos por
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TABLA3

Factores que predisponen ala cicatriz patol6gica

CICATRIZACION ANORMAL
Cicatriz Queloide

Cicatriz Hipertroéfica

Genética Predileccion familiar

Raza Negrosy Orientales

Sexo Mujeres mas que hombres

Edad Entre 10y 30 aflos

Bordes Sobrepasa los bordes originales de lalesion
Inicio Tardia post-cirugia

Curacion Espontanea

No se resuelve con € tiempo

Causa de un proceso inflamatorio crénico

Menor asociacion familiar

Menor asociacion con raza

Igual en ambos sexos

A cualquier edad

Se mantiene dentro deloslimitesde lalesion
Temprano post-cirugia

Puede resol verse espontaneamente en

periodos menores a un afio

L ocalizacion Cara, orejas, torax
Etiologia

con trasfondo genético
Cirugia Empeora

Mejora

Sin predileccion
Causa de un proceso inflamatorio crénico

guemaduras en lapiel constituyen en
laactualidad un problemamédicoim-
portante y son causa de un incremen-
to de lamorbimortalidad con un gran
costo al sistemade salud (2, 3). Ené
caso de lacicatriz hipertroficade ori-
gen posquemadura, existen dos pro-
blemas predominantes como proble-
ma de salud en nuestro pais, uno esla
lesion, esdecir las quemadurasy otro
problemaigual menteimportante esla
secuela, "lacicatriz hipertréfica’.

A la cicatriz hipertrofica (Hsc,
hypertrophic scars), se le ha definido
como una patologia de origen
postraumatico, que se caracteriza por
presentar un dafio en la dermis pro-
funda combinado con una alteracion
en los factores que conllevan ala ci-
catrizacion debido ala presencia del
proceso inflamatorio cronico. Sesin-
tetizan un exceso de componentes de
matriz extracelular (MEC) predomi-
nantemente colagena, ademés de pre-
sentar un incremento en la contracti-
lidad, participando diferentes tipos
celulares, citacinas, proteasasy otros
mediadorestisulares.

En nuestro pais hay en un afio més
de 100,000 pacientes quemados que

requieren atencion especializada en
hospitalizacion (Fig. 1). Las quema:
duras son una de las lesiones catas-
troficas méas costosas a tratar. Por
gjemplo, una quemadura del 30% del
areatotal del cuerpo puede costar has-
ta 200,000 ddlares en costosiniciales
de hospitalizaciony honorarios médi-
cos. Para guemaduras extensas, exis-
ten costos adicionales significativos
gue incluyen costos por readmision
para reconstruccion y rehabilitacion
del paciente (4).

Por tal razén es necesario enten-
der la fisiopatologia de la cicatriza-
cion, lacud se hatornado més com-
pleja, yaque parasu estudio tienen que
considerarse estadi os de maduracion,
variaciones histomorfoldgicas,
bi oquimi casy moleculares. Por 1o que
este articulo revisalainformacion de
la fisiopatogenia de la cicatriz
hipertréfica posquemadura y la te-
rapéutica actual delamisma. Se di-
vide en secciones para explicar €l
papel de cada una de las estirpes
celulares que participan en el pro-
ceso de cicatrizacion normal y pato-
I6gico, asi como el delaMEC Yy fi-
nalmente las terapias que se han uti-

lizado para el tratamiento delacica
triz hipertrofica

El papel delosfibroblastos

Los fibroblastos son las células més
estudiadas en las patologias
fibrosantes, sonlosresponsablesdela
sintesis de colégenay del depdsito de
matriz extracelular. Aproximadamen-
te 72 horas después de producida la
herida, los fibroblastos y capilares se
infiltranen el sitiodelaheridaenres-
puestaal Factor de Crecimiento deri-
vado de Plaquetas (PDGF) y ael Fac-
tor de Crecimiento Transformante 3
(TGF-B). Unavezen el sitiodelale
sion y por estimulacion del TGF-B
comienzan a sintetizar colégena, este
fendmeno se haeval uado cuantifican-
dolostranscritos de lacadenapro-al
de la colagena |l y de la colagena lll
observandose un incremento en los
mensgjeros y en la proteina (5). El
papel preponderante del TGF-f enla
cicatriz hipertrofica, se ha propuesto
por Kopp(6) y colaboradores. Ellos
inhibieron la via de sefalizacion ca
nénica del TGF-f este factor con
SMAD 7 (un antagonista) y observa-
ron queal suprimir estaviaseinhibia
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Figura 1. Tendencia de accidentes en México, 2003.

la expresion del mensgjero de la ca-
denaaldelacolégenal y el delapro-
teina de citoesquel eto actina de mus-
culoliso a (a-SMA, Smooth Muscle
Actin) confirmando asi su importan-
cia, a desaparecer lafibrosis. Actual-
mente se conoce que laproduccion de
coléagena por los fibroblastos no solo
esta regulada por TGF-$, sino que
otras citocinas como PDGF,
Interleucina-1p (IL-1P) y el Factor de
Crecimiento Fibroblastico 2 (FGF,)
también son fundamentales en el es-
pacio-tiempo que deben expresarse
para que se logre una reparacion
exitosa.

El papel de los miofibroblastos y
fibrocitos

Estostiposcelularesintervienenen el
proceso de contraccion de la cicatriz
y la diferenciacion de los
miofibroblastoses un proceso comple-
jo regulado por citocinas, componen-
tesdematriz extracelular y por lapre-
senciadetension mecanica. Asi seles

ha considerado clave para la
remodelacion del tejido conjuntivo
durante lacicatrizacion (7). Se hasu-
gerido que un defecto en la apoptosis
de los miofibroblastos puede ser el
mecanismo responsable de la forma-
cion de Hsc, confirmandose con la
cuantificacion de niveles bajos de ex-
presién anivel del mensgero de pro-
teinas antiapoptdticas como Bcl-2 y
Bcl-x (8).

Por otro lado, los fibrocitos circu-
lantes, Unica subpoblacién de
leucocitosimplicados en lacicatriza-
cion y derivados de células
mononucleares de sangre periférica,
descritos en 1994 como la Unica po-
blacién celular CD34* que produce
colégena, identificados en exudados
inflamatorios, sintetizan moléculasde
matriz extracelular, como vimentina,
colégena | y |1, ademés son células
presentadoras de antigenos | as cua es
pueden potencialmenteregular lares-
puesta inflamatoria, contribuyendo a
la formacion de Hsc (9). Laregula

cion delarespuestainflamatoria pue-
dellevarse acabo porquelosfibrocitos
presentan algunos receptores
membranal es de bajo peso molecular
paraquimiocinascomo CCR3, CCR5,
CXCR4, CCR7 y CCR2. O bien a
diferenciarse a miofibroblastos e in-
filtrar &reas de inflamacion y tejido
danado, constituyen parte de la res-
puesta estromal. Los fibrocitos sinte-
tizan numerosas citocinasy contribu-
yen alaremodel acién del tegjido por-
que secretan factores de crecimiento
fibrogénicos y angiogénicos como el
Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular, (VEGF), Factor de Creci-
miento derivado de Plaquetas A
(PDGF-A), Factor Estimulante de
Macrofagos (M-CSF), Factor de Cre-
cimiento de Hepatocitos (HGF), Fac-
tor Estimulante de Macrofagos-
Granulocitos (GM-CSF), Factor de
Crecimiento Fibroblastico (b-FGF),
Factor de Crecimiento del Tejido
Conectivo (CTGF) y meta oproteinasas
dematriz(MMPs). También sintetizan
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factoresproinflamatorioscomo IL1-3,
TGF-B, quimiocinasy suero amiloide
P los cuales modulan la apariencia 'y
funciéndelosfibrocitos(10). Sinem-
bargo las sefiales que modulan lacir-
culacion delosfibrocitos, asi como su
proliferacion y diferenciacion se es-
tan comenzando aentender. Enlasci-
catrices, especialmente en los bordes
la expresion de CD34* disminuye
mientras aumenta la produccién de
prolina4 hidroxilasa (enzimanecesa
ria para la produccién de colagena
madura). Y se piensa que la adquisi-
cion de la expresion de la a-SMA es
sutransicion del fenotipo defibrocito
al demiofibroblasto (11), fenotipo que
contribuye a la progresion de las pa-
tologias fibrosantes (Fig. 2).

El papel delos queratinocitos

La cicatriz hipertréfica se describié
convencional mente como unapatol o-
giadermal enlacud laepidermiste-
nia sélo un papel pasivo. Sin embar-
go, se han cuantificado |l as queratinas
K6, K16y lafilagrina encontréndose
unahiperexpresién tanto de la protei-
na como del mensgjero, asi que se ha
sugerido que los queratinocitos pre-

¢. hematopoyeticas

®

Precursores
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-
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sentan unarutaalternativade diferen-
ciacion y que expresan un fenotipo
"activado". Aunque la activacion de
estetipo celular, es un término ambi-
guo, generalmente utilizado como
una caracteristica cuando los
gueratinocitos son capaces de secre-
tar citocinasy presentar antigenos, tal
es e caso de las heridas en estadios
tempranos, |os queratinocitos " activar
dos' producen factores de crecimien-
to que influencian alos fibroblastos,
células endoteliales y a la respuesta
inflamatoria; asi mismo esto implica-
ria interacciones anormales
epidermal es-mesenquimal es. Estudios
invitro sugieren quelosqueratinocitos
participan en el desarrollo de la
fibrosis, debido a que gjercen unain-
fluenciahacialas célulasdermal es por
la secrecion de citocinas (12) y de
metal oproteinasas de matriz (MMPs),
tal es el caso de |la secrecion de la
epsilinao MMP-28.

El papel de las células dendriticas
epidermalesy dermales

Las células dendriticas (CD) son cla-
ves paralainmunovigilancia cutanea
einiciar larespuestainmune innatay

Suero amiloide P

\/"

Coal |, Col
11, PDGF,
IL-1, MIP-1

Reclutamiento

Sefiales de quimocinas

adaptativa. Enlapiel normal seloca-
lizan a dos poblaciones de células
dendriticas: lascélulasde Langerhans
epidermal es caracterizadas por la ex-
presion de Langerina/CD207 y las
células dendriticas dermales también
Ilamadas dendrocitostipo-I, sonloca
lizadas en la parte alta de la dermis
reticular caracterizadas en humanos
por los marcadores DC-SIGN/CD208.
En condiciones patol gicas, enlaepi-
dermis se localiza una poblacion de
células epiteliales dendriticas
inflamatorias (IDEC) caracterizadas
por los marcadores Granulo de
Birbeck-negativo/Langerina. En la
dermis en las mismas condiciones pa-
tolégicas se localizan a las células
plasmacitoides que son de origen
linfoide y también se conocen como
célulasproductoras de Interferon-a. y
de Interferén . Laformacidn de Hsc
se ha atribuido a un incremento en €l
nimero de células de Langerhans, sin
embargo el mecanismo por & cual hay
mas células y su papel en Hsc no se
ha estudiado. Sin embargo probable-
mente se deba ala secrecion del Fac-
tor de NecrosisTumoral-a (TNF-o) y
delL-1p por los queratinocitos, estas
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Figura 2. Modelo de la funcién de los fibrocitos y su diferenciacién.
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citocinas inducen lamigracién de cé-
lulas de Langerhans afuera de la epi-
dermis(13) migrando haciadermisen
donde probablemente modifiquen se-
falesinflamatorias, como laexpresion
de las quimiocinas. Por otro lado el
papel de las células dendriticas
dermales no se conoce en la cicatriz
hipertréfica

El papel dela Matriz Extracelular
(MEC)

En las patol ogias fibrosantes dérmicas
se haestudiado alaMEC, encontran-
dose que diferentes proteinas como la
fibrilina 1 y la elastina (constituyen-
tesdelasfibras elasticas presentesen
piel) presentan un arreglo diferente
cuando se comparan con las fibras
elésticas de la piel normal. La
colégena también ha sido estudiada

(pericitos y musculoliso)
Mastocitos/Eosinéfilos/Basofilos ﬁ gﬂ.

r-'::f'_t-':f Fibroblastosy fibrasde colagena M

Figura 3. Elementos celulares y citocinas que participan en la cicatriz hipertrofica posquemadura.

A

encontrdndose que gracias alos enla-
ces cruzados de piridinolina que pre-
senta esta mol écula, seincrementala
expresion del telopéptido LH2b (lisil
hidroxilasa) lo que lleva a la forma-
cion de més enlaces de piridinalina,
proceso que favorece la cicatriz
hipertréfica(14). SesabequelaMEC
es un reservorio de factores
multifuncionales, que conlleva a una
regul acion bastante compleja, ya que
cuando existe un dafo en el tejido
conjuntivo, se liberan ademas de
citocinas, péptidos biolgicamente
activosy su participacion es atamen-
te regulada en la MEC. Se ha cuanti-
ficado una alta expresién delos men-
sgjeros de fibronectina, tenascinaC y
unaexpresiéon bgjadeintegrinaa5 1
en fibroblastos de Hsc. Asi mismo se
halocalizado alaangiotensinall (hor-

Citocinas/Quimiocinas

Célulasdendriticasy
LinfocitosT

monavasopresora) en fibroblastos de
Hscy asus receptoresAT1y AT2,y
la principal funcion de esta via es €
incremento de la sintesis de ADN en
fibroblastos, via fosforilacion de la
cinasade serinatreoninallamadaAKT
y delafosfoinositol 3 cinasa (Pl-3K).
A pesar de gque los componentes de
matriz han sido |os més estudiados en
la cicatriz hipertréfica ain no se ha
podido elucidar del todo un mecanis-
mo por €l cual la matriz extracelular
sea el mejor blanco terapéutico para
tratar ala Hsc, debido ala compleji-
dad de moléculas y de interacciones
gue se dan en lamisma (Fig. 3).

Biologia molecular delaHsc

En los ultimos ocho afios se ha abor-
dado el estudio de la cicatriz
hipertrofica desde el punto de vista
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molecular, se ha estudiado por
microarreglos y entre los hallazgos
mas sobresalientes se han encontra-
do que genes como a-SMA,
tropomiosina (TM30), vimentina,
profilinay osteonectina(BM40) estan
sobreexpresados, asi como genes de
citoesgqueleto (15). TambienlaMMP-
16, la cadena al de la colagena |,
pleiotropina y trombospondina 4 se
encuentran sobreexpresados.

En las publicaciones recientes se
han cuantificando los mensajeros de
otros genes encontrando que TNF-a.,
TGFB1, TGFB2 y TGFBRI (16)
MMP-16, cadena a1 delacolagenal,
pleiotrofina, trombospondina, MEK 1/
2, ERK 1/2 aumentan su expresion
conforme la Hsc madura. Por € con-
trario MKK7 y SAPK son
subexpresados (17). Al catalogar to-
doslos genes que participan en lapa-
tologiadelaHsc se pretende ademas
de estudiar la organizacion y estruc-
turade cada uno de ellos descubrir su
funcién, los mecanismos implicados
en laregulacién de la expresion y €
modo en que unos genesinteraccionan
con otros. Las aproximaciones de la
gendémicapermiten el estudio del con-
junto de genes, proteinasy metabolitos
gue participan en Hsc, asi como las
complicadas redes de interacciones
gue entre ellos se establecen en el in-
terior de las células, por lo que ain
falta ahondar en este campo.

CaracteristicasdelaHsc

Como yase menciond en los parrafos
anteriores seconsideraquelos pacien-
tes con Hsc presentan una patologia
dermal, asi que algunas de sus carac-
teristicas mas sobresalientes son, que
la dermis papilar presenta un mayor
nimero de vasos sanguineos gue la
piel normal y estan ademas mas dila
tados, sin embargo en la dermis
reticular no varia el patréon de
vascularizacion. Los microvasos son
significativamente mayor en nimero
paraHsc que paralapiel normal, esto
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puede atribuirse al efecto de la
Interleucina8 (IL-8), a delaproteina
monacitica quimiotéctica 1, (MCPL1)
y a la proteina inflamatoria de
macroéfagos (MIP-1a) las cudles pro-
mueven laneovascul arizaci on en Hsc.
Respecto a la regeneracion de las fi-
bras de nervios sensoriales en Hsc se
ha observado gque son reguladas por
la secrecion de factores troficos, par-
ticularmente de la epidermis basal y
moléculas de matriz, las uniones
dermo-epidermal es presentan neuritas
mas largas que las de piel normal.
De igual forma los neuropéptidos
(proteinas que funcionan como neuro-
transmisores, neuromoduladores, y
neurohormonas) que se secretan al
producirse un dafio en la piel, indu-
cen laliberacion de histamina de los
mastocitos, regulan €l flujo sanguineo
cutaneo, y participan enlaregulacion
de las glandulas sudoriparas. El
antigeno S-100y el neurofilamento F
son buenos marcadores paradefinir la
regeneracion nerviosa en cicatriz
hipertréfica, ya que esta va cambian-
do con el tiempo, siendo méas conspi-
cua en Hsc. Cuando seincrementala
concentracion de sustancia P
(neuropéptido) seincrementael nime-
ro de nervios y disminuye la activi-
dad de la endopeptidasa y esto da
como resultado una exhuberante res-
puesta neuroinflamatoria.

En Hsc no existen glandulas
sudoriparas ni foliculos pilosos por
gue generalmente exitié un dafio dér-
mico profundo, y por lo tanto laregu-
lacién de latemperatura es inadecua
da, en este contexto se ha intentado
analizar si laregeneracion delasglan-
dulas sudoriparas podrian estar
involucradas en el proceso de repara-
cion delascicatrices patol gicas. Por
lo que se ha utilizado a la queratina
19 (K19) para marcar células madre
epidermales y para marcar a la por-
cion secretora de las glandulas, por
otrolado laqueratina14 (K 14) es uti-
lizada para marcar la porcion del

tubulo de la glandula. En la Hsc, los
esbozosresidua esdelaporcion delos
tubulos de las glandulas sudoriparas
estan mas engrosadas y se ha obser-
vado un proceso de regeneracion de
laporcidn secretora de estas glandulas
a través de las células madre
epidermales por lo que esposible con-
siderar que la arquitectura tridi-
mensional delapie puedadeberseala
posiciony regeneracion delasglandu-
lassudoriparasy por lo tanto también
estarianinterviniendo en el proceso de
reparacion de las cicatrices. Otro as-
pecto importante que se ha evaluado
en Hsc esd incremento en lapigmen-
tacién, ya que se conoce que la
hi perpigmentacion disminuye la sin-
tesisdevitamina D-3 (anti-inflamato-
rio) enlapiel, por o que se hasugeri-
do quelapropension alainflamacion
es consecuencia del color de la piel,
ya que la elevada expresiéon de
melaninareducelosnivelesdelapro-
duccion de la vitamina D-3. Sin em-
bargo aun falta por evaluar mas esta
aseveracion, finalmente se hallevado
alaHsc al terreno de lainmunologia
tratando de explicar que esta patol o-
gia es asociada a una respuesta
sistémica polarizada Th2 que lleva a
un incremento de las células T y sus
citocinasfibrogénicasTh2 (18). Esto
ultimo nosindica que es fundamental
entender el proceso inflamatorio cré-
nico para poder tratar la cicatriz
hipertroficay que probablemente por
ahi se encuentre larespuesta alaste-
rapias futuras que puedan aplicarse a
|as patol ogias cicatrizantes.

Terapiasactualesy futuras

Para el tratamiento de la Hsc se han
probado terapiastan variadascomo la
informacion que existe acerca de esta
patologia. Las aplicaciones de
corticoidesintra-lesion se utilizan des-
delosafios 70sy aln en laactuaidad
no existe una terapia con éxito total,
yaque en lamayoriadelos casos, los
tratamientos resultan caros, incOmo-
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dos o con efectos colaterales adver-
sos; en el caso de las cicatrices
hipertréficas se considera que € tra-
tamiento es politerapedtico. Lastera
pias mas utilizadas son las aplicacio-
nes tépicas de &cido retinoico, de
prednisona (forma metabdlicamente
no activadelaprednisolona), devita-
mina A y de sulfadiazina nitrato de
plata, lacrioterapia, laradioterapia, la
cirugialéser, lasilicona, lasinyeccio-
nes intradermal es de diferentes com-
puestos como |a col agena-pvp, factor
de crecimiento fibroblastico-b,
anticuerpos monoclonales anti-TGF,

topiramato, hialuronidasa, bleomicing,
interferon (19).

La compresién también se ha usa
do como terapiay en laUltima década
laingenieriadetejidoshatomado auge
y paralacicatriz hipertréfica se redli-
zan procedimientos quirurgicos
recongtructivos gque incluyen transfe-
rencia de tgjidos autégenos, al6genos
y xendgenosasi comoimplantacion de
materiales aloplésticos de epidermis,
dermisy piel completautilizando subs-
titutos tales como, Mepiform, Integra,
Contractubex, entre muchos otros. Uno
de los Ultimos tratamientos de mayor

87

FU), un analogo de la pirimidina am-
pliamente usado como quimioterapia
paracancer, 5-FU es capaz de blogquear
al TGF-B activo y a su vez la
sobreexpresion del gen delacolagena.

Conclusiones

A pesar de tan variada terapéutica no
sehalogrado un éxitototal enlarepa-
racion delas secuel as hipertroficas, 1o
gue deja un amplio campo paralain-
vestigacion de nuevas estrategias te-
rapéuticas que se puedan extrapolar a
otros tipos de patologias fibrosantes,
donde el componente predominante

inmunoglobulina

intravenosa,

impacto ha sido & 5-Fluorouracil (5

sea lainflamacion crénica
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LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL.
BASES Y APLICACIONES*
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RESUMEN

Los organismos han desarrollado sistemas de defensa
antioxidante para hacer frente a la atmosfera oxidativa
del planetay a metabolismo oxidativo que permitio la
evolucién delavida. Lo que permiti6 al canzar eficientes
sistemas amortiguadores antioxidantes que mantienen la
capacidad de reducir a los radicales libres, las especies
reactivas y los oxidantes enddgenos y exégenos. Estos
sistemas amortiguadores antioxidantes desembocan, se
regenerany se cargan de hidrégenosy electronesatravés
del sistema de glutation-NADPH y de la reduccion de
NADP* apartir del metabolismo. Detal formalasenzimas
antioxidantes, los cosustratos antioxidantes y los
antioxidantes endégenosy exégenosgeneran barreras para
conducir lareduccién de los oxidantesy disminuir asi su
potenciaoxidativa, conlo que se hacefrentealavariedad
de diversas especies y formas oxidativas capaces de
agredir al organismo. Los sistemas antioxidantes se
pueden medir de diferentesformas especificasy e sistema
amortiguador antioxidante global se puede evaluar con
las pruebas de capacidad antioxidante total. La mejora
tecnol 6gicaeinterpretativade estos métodos ha permitido
profundizar en el conocimiento basico de las formas de
defensa de la célula, ha multiplicado los estudios de
capacidad antioxidante desde sustancias puras hasta
organismos complejos, sirviendo incluso para métodos
diagndsticos y de evaluacién de la efectividad de los
tratamientos.

PALABRAS CLAVE: Radical libre, dafio oxidativo,
antioxidantes, oxidacion, redox, estrés oxidativo.

Laoxidaciény losagentesoxidantes  de hidrégenos o lagananciade oxige-

ABSTRACT

Organisms have developed systems antioxidant defense
systemsto ded with the planet oxidative atmosphere and
with the oxidative metabolism. These systems allowed
evolution of lifein this antioxidant defense to confront to
the atmosphere oxidative of the planet and to the oxidative
metabolism that allowed evolution of life in that
atmosphere, reaching efficient buffer antioxidant systems
that conserve capacity to reduce free radicals, reactive
species and endogenous and exogenous oxidants. These
buffer antioxidant systems lead into the system of
glutation-NADPH and with NADP* reduction from the
metabolism, where regenerate and load hydrogens and
electrons. Of such aformantioxidant enzymes, antioxidant
cosustrates and antioxidant endogenous and exogenous
generatebarriersto take the reduction of the oxidantsand
to diminishthisway their oxidative power, with what there
are confront the varieties of diverse speciesand oxidative
forms capable of attacking to the organism. The
antioxidant systems can measure up of different specific
forms and the global buffer antioxidant system can
measure up to the tests of total antioxidant capacity; the
technical and interpretive improvement of these
technologies allowed to profounder into the basic
knowledge of the forms of defense of the cell, it has
multiplied the studies of antioxidant capacity from pure
substances up to complex organisms, serving even for
diagnostic methods and evaluation of the efficiency of
treatments.

KEY WORDS: Free radical, oxidative damage,
antioxidants, oxidation, redox, oxidative stress.

trario; es decir, la ganancia de elec-

Quimicamente la oxidacion de un no en unamolécula. Lareduccion de trones, de hidrogenos o la perdidade

compuesto eslapérdidadeelectrones, un compuesto es exactamente |0 con-

oxigeno. En tal sentido, un agente
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oxidante es una molécula que se re-
duce al reaccionar con la molécula a
lacual oxida. Este par oxido-reductor
es necesario quimicamentey esencial
para entender la biologia de las 6xi-
do-reducciones en el organismo.

L as macromol écul as de importan-
cia bioldgica (proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratosy lipidos) son
moléculas nucleofilicas que tienen
€l ectrones susceptibles de compartir,
esdecir, tienen el ectronesen orbitales
superficiales que pueden ser captura-
dos (oxidacion) o compartidosen una
reaccion nucleofilica para formar
compuestos o aductos.

Los oxidantes son compuestos
electrofilicos especies que tienen avi-
dez por los electrones y gue tienen
afinidad para reaccionar con
macromoléculas nucleofilicas, mu-
chas de ellas de lamayor importancia
biologica(1).

L as especies reactivas de oxigeno
(ERO) y nitrégeno (ERN), son un
subgrupo de mol écul as oxidantes, que
como su nombre lo indica son ata
mente reactivas. Otro subgrupo sonlos
radicaleslibresqueno solotienen alta
reactividad y capacidad oxidativa,
sino gque adicionalmente pueden ge-
nerar reacciones oxidativas en cade-
na. Los radicales libres en particular
y las especies reactivas en general,
participan en algunas funciones bio-
I6gicas (proliferacion celular, diferen-
ciacion celular, fagocitosis, metabolis-
mo, reacciones inflamatorias) y se
encuentran involucradas en diversas
patol ogias (2).

El ambiente oxidativo

La mayoria de las células y organis-
mos de nuestro planeta se enfrentan a
ambientes con agresores oxidativos.
Todo inicia con €l empleo del oxige-
no como lamol éculaoxidantefinal del
metabolismo aerdbico y oxidativo, €
cual realizan la mayoria de los orga-
nismos del planeta. Ello hace que las
células mantengan unaataconcentra-
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c¢ion de productos oxidantes del meta-
bolismo, especies reactivas de oxige-
no y en muchas ocasiones radicales
libres. Numerosas reacciones en las
célulasimplican oxidaciones, en prin-
cipiotodas|as degradaciones paraob-
tener energiay muchas reacciones del
metabolismo intermedio (3).

De igual forma, multiples xeno-
bi 6ticos gjercen sus efectos, general-
mente toxicos, sobrelacélulapor pro-
cesos oxidativosinducidos por lapro-
piamol écula xenaobidticao por el me-
tabolismo para su biotransformacién.

Estetipo de ambiente hace necesa-
rio quelascéulas mantengan sistemas
de amortiguamiento reductor, para
poder aprovechar los beneficios del
metabolismo oxidativo y a su vez li-
mitar al maximo los dafios severos (4).

Losradicaleslibres

Lamayor parte delos compuestos qui-
micos de importancia biol 6gica estan
formados por &omos unidos por enla-
ces covalentes, en estos enlaces dos
aomos comparten un par de electro-
nes en un orbital molecular y cada
electrén muestra una rotacién o giro
opuesto asu par. Enlascéulasselle-
van a cabo reacciones quimicas que
rompen estos enlaces de manera
heterolitica, haciendo que una de las
partesconserve doselectronesy laotra
tengadeficienciade doselectrones, 1o
cual genera compuestos estables
nucleofilicos o electrofilicos, respec-
tivamente, que son los conocidos
anionesy cationes.

Sin embargo, algunas reacciones
guimicas, | as radiaciones el ectromag-
néticas y otros factores, pueden rom-
per estos enlaces de laformallamada
homolitica, proceso después del cual
cada parte conserva un solo electrén
gue estara desapareado, generandose
asi las especies quimicas llamadasra-
dicaleslibres.

En forma general, un radical libre
es un &omo o molécula quetiene uno
0 Mas el ectrones desapareados en sus

orbitales externosy es capaz de tener
unaexistenciaindependiente; sin em-
bargo, es muy reactivo ya que tiende
areducirse, es decir, sustrae un elec-
tron de &omos o mol écul as establ es,
alascualesoxida, con e findealcan-
zar su propiaestabilidad. Unavez que
el radical libre haconseguido el elec-
tron gque necesita para aparear a su
electronlibre, lamoléculaestable que
pierde el electron se oxiday deja a
otro electrén desapareado, lo que la
convierteasuvezenun radical libre,
iniciandose y después propagandose
de la misma manera, generando asi
unareaccion en cadena (5).

Tiposderadicaleslibres

Los radicales libres de importan-
cia bioldgica pueden clasificarse
como:
1.- Especies reactivas de oxigeno
(ERO). Las principales son €l oxige-
no molecular (O,), &l ozono (O,) y el
oxigeno en singulete (O,), asi como
| as especi es de oxigeno que estén par-
ciamentereducidas; esto es, &l anion
superdxido (O3) el peroxido dehidro-
geno (H,0,), hidroperoxilo (HO,") y
e radical hidroxilo (*OH). Estas es-
pecies son producto de la ruptura o
de la excitacion del O, y son mas
reactivosqueel O, en su estado basal.
El peroxido de hidrogeno, no es un
radical libre pero esta estrechamente
relacionado con la produccion de ra-
dicales porgque es el principal precur-
sor del radical hidroxilo. Estas ERO
son mol éculas altamente reactivasque
atacan constantemente a organismo
mediante reacciones biogquimicas de
oxido-reduccion, que ocurren como
parte normal del metabolismo celular
o por factores patol dgicos.
2.-Metaesdetransicion. Loselemen-
tos del primer periodo de laserie"d"
de latabla periddica (Fe, Mn, Co, Ni
y Cu) pertenecen alos llamados me-
tales de transicion, tienen la caracte-
ristica de llegar a ser estables por s
mismos sin necesidad de reaccionar
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con otro elemento, esto es, cuando a
su ultimo nivel de energia le faltan
electrones paraestar completolos uti-
liza de los niveles o subnivelesinter-
nos, con lo cual logra su estabilidad,
la falta de electrones en e nivel de
donde los transfirié se compensa con
otros electrones de otro nivel o
subnivel, y asi sucesivamente: aeste
fenomeno selellamatransicion elec-
tronica. Lamayoriade los metales de
transicion tienen electrones
desapareados y precisamente gracias
aestatransicion pueden existir enfor-
maderadical libre.

3.- Otrosradicaeslibres. Entrelosque
se encuentran los radicales libres de
nitrogeno; tales como, el éxido nitri-
co (NO) y e dioxido nitrico (NO,’).
El NO* es un radical muy reactivo y
deimportanciafisiol 6gica puede oxi-
dar y dafiar, pero es esencia en fun-
ciones biol 6gi cas compl € as como son
la neurotransmisiéon y neurorregu-
lacion del sistemanervioso, asi como
en procesos de agregacion plaquetaria
y coagulacion sanguinea, conel O, ge-
nera NO, y con el O& forma
peroxinitrito (ONOO). Este tipo de
ERN son capaces de generar dafio
oxidativo y muerte celular. Existen
otrosradicaleslibres que tienen dife-
rente naturaleza como el i6n
hipoclorito (CIO*) y el radical
triclorometilo ( CCI3) este tltimo pro-
ducido durante el metabolismo del
CCl, por € citocromo P450.

La reactividad quimica de los di-
ferentestiposderadicaleslibresesva
riable pero siempre elevaday de bgja
especificidad. Lavida mediabiol 6gi-
ca del radical libre es de no mas de
mi crosegundos, yaque puede reaccio-
nar rapidamente con todo 1o que esté
asu arededor, pudiendo provocar un
gran dafo a macromoléculas y a es-
tructuras supramoleculares como las
membranas (6). Diferentes radicales
y especies reactivas tienen diferentes
vidas medias, siempre muy bajas, pero
agunas de ellas suficientes para per-

mitir que algunas moléculas puedan
difundir y actuar en organulos o célu-
las vecinas, tal es el caso del H,O, y
del NO'.

Darfio inducido por radicaleslibres
Los radicales libres producidos en
cantidades moderadas en los organis-
mos pueden ser neutralizados por €l
propio sistema. Ante un determinado
insulto oxidativo, |os organismos sue-
len adaptarse rgpidamente. En gene-
ral, una agresion oxidante de bgjain-
tensidad hace que una célula pueda
resistir posteriormente condiciones
més oxidantes.

Sin embargo, las ERO que se pro-
duceny escapan alos sistemas de de-
fensa, producen continuamente irre-
mediables dafios a |os carbohidratos,
al ADN, alasproteinasy aloslipidos
gue alcanzan. Las consecuencias de
las reacciones de los radicales libres
con los diferentes compuestos celul a-
res pueden ser muy variadas, pero
siempre de importancia biolégica y
con consecuencias irremediables a
corto, mediano o largo plazo.

a) Dafo a ADN. Losradicaleslibres
pueden causar entrecruzamiento de
proteinas-ADN, intercambio de
crométidas hermanas, dafio alaestruc-
tura de la desoxirribosa-fosfato, oxi-
dacion delas bases nitrogenadas, con-
version de bases (la desaminacion de
la citosina en uracilo y de la 5-
metilcitosina en timidina), aperturas
de anillos, liberacion de bases, rom-
pimiento de cadenas (una o dos he-
bras). El *OH puede atacar tanto las
purinas como las pirimidinas, e O,
es mas selectivo y generalmente pro-
duce sblo aductos de guanina, sobre
todo 8-hidroxiguanina (7). Debido al
mayor ambiente oxidativo de la
mitocondria, el ADN mitocondrial
generalmente presenta un mayor nu-
mero de modificaciones que el ADN
nuclear. Los radicales libresy en ge-
neral las agresiones oxidativas modi-
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fican las bases nitrogenadas, 10 que
induce mutacionesy carcinogénesis, ya
sea por la pérdida de expresion o por
lasintesis de una proteina alterada.

b) Dafio alasproteinas. Las ERO pue-
deninducir en el extremo lafragmen-
tacion de proteinas, pero ademéasexis-
ten una serie de alteraciones que pue-
den modificar notablemente su fun-
cion, modificando con ello el metabo-
lismo, la estructura, €l transporte, los
receptores, las proteinasreguladorasy
los inmunorreguladores, entre otros.
Losradicaleslibresde oxigeno, pueden
reaccionar directamente con € ligando
metdlico de muchas metaloproteinas.
Debido alareactividad delas ERO con
las molécul as insaturadas o residuos
de proteinas que contienen azufre,
ademés de aminoacidos tales como,
triptofano, tirosina, fenilalanina,
histidina, metionina sufren oxidacio-
nes que provocan entrecruzamientos
y fendmenos de agregacion; en el caso
delosresiduos de cisteina estos feno-
menos se ven favorecidos por la for-
macion de puentes disulfuro intra e
intermoleculares. Mientrasqueenlos
aminoécidosproling, argininay lisina,
las especiesreactivas de oxigeno pue-
den generar derivados de tipo
carbonilo. El *OH convierte a la
fenilalanina en o-tirosinay el NO*

transformalatirosinaen nitrotirosina.
El H,O, modifica los grupos
sulfhidrilos de algunas cisteinas, de
manera que se pueden formar acidos
sulfénicos, sulfinicosy sulfénicos.

¢) Dafio aloslipidos. Laoxidacionde
los lipidos membranal es provoca pér-
dida de la permeabilidad, lafluidez y
la integridad de las membranas (la
plasméticay de los organulos celula-
res). Los écidos grasos polinsaturados
de las membranas celulares y las
lipoproteinas son parti cularmente sus-
ceptibles al ataque del radical
hidroxilo *OH, del oxigeno singulete
(G,") y del hidroperoxilo (HO, ). Con
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esta reaccion se forma un radical
lipidico que después de un rearreglo
molecular (dieno conjugado), puede
reaccionar con el oxigeno paraorigi-
nar el radical peroxilo (R-OO-). Este
a su vez puede reaccionar con otros
acidosgrasosdelamembrana, forman-
do otros radicales lipidicos, transfor-
mandose € mismo en hidroperdxido
(R-OOH). El hidroperdxido, enpresen-
ciade varios complejos metalicos, se
puede descomponer en masradicales,
incluyendo entre ellos a *OH, 1o que
provoca un fendbmeno de expansion
del dafio y propagacion de la
peroxidacion.

En ausencia de iones metélicos
los hidroperoxidos se pueden acu-
mular en la membrana y con esto
alterar su funcion. También se pue-
den transformar en hidrocarburos
volétiles, alcoholes o aldehidos
(malondialdehido, entre otros), los
cuales pueden difundir lejos del lu-
gar donde se originaron, ocasionan-
do dafios a otras macromol éculas. A
este fendmeno se le llama
lipoperoxidacion y, en ausencia de
algun proceso que la inhiba, puede
provocar larapidadestruccion dela
estructura lipidica de las membra-
nas. Dentro del proceso de la
lipoperoxidacion, los radicales que
se forman pueden causar también
dafos alas proteinas membranal es,
inactivando receptores o enzimas
unidas alas membranas.

d) Dafo a los carbohidratos. Los
carbohidratos son dafiados por losra-
dicaleslibresen menor proporcion que
otras moléculas. AzUcares tales como
glucosa, manitol o ciertos desoxiazu-
cares pueden reaccionar con €l radi-
cal hidroxilo paraproducir sustancias
reactivas. Asi mismo, lospolisacaridos
pueden sufrir €l ataque de los radica
les libres, en este caso, fragmentan-
dose en unidades més sencillas como
en el caso deladespolimerizacion del
acido hiaurénico (1, 5).
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M ecanismosdedefensaantioxidante
Para evitar que se desborde el insulto
oxidativo, lascélulasy los organismos
aerdbicos requieren generar y mante-
ner defensas anti oxidantes de manera
Optima e incrementarlas acorde al ta-
mario de la agresion.

Los mecanismos homeostéticos
antioxidantes con los que el organis-
mo enfrenta el dafio oxidativo son es-
pecificos, afines, numerososy diver-
sos,; reflejando la necesidad de hacer
frentealamultiplicidad de formas de
radicales libres y especies reactivas,
también son humerosos | os comparti-
mientos donde actlan en el organis-
moy en las células.

Los mecanismos antioxidantes se
pueden clasificar de diversasformas,
la siguiente se basa en las lineas de
defensaen el organismo:

a) Macromoléculas que acomplejan
especiesreactivas y evitan su accion.
Por gjempl o, proteinas que acumulan
0 transportan metales de transicion,
como la transferrina y la
ceruloplasminao como e oxigeno, la
hemoglobinay la mioglobina.

b) Enzimas antioxidantes con gran
afinidad para catalizar con altasvel o-
cidades la reaccion de reduccion par-
cia deunaespeciereactiva. Por gjem-
plo: la superéxido dismutasa (SOD)
catalizaladismutaciondel Oy aH,O,,
la glutation peroxidasa (GPx) quees
una enzima dependiente de selenio y
catalizalareduccion del peréxido de
hidrogeno (H,0,) o lipoperdxidos
(L-OOH); la glutation sulfhidril
transferasa (GST) que cataliza el ata-
gue nucleofilico del cosustrato GSH
sobre el centro electréfilo de un gran
namero de oxidantes y la catalasa
(CAT) quereduce el H,O,aH,0 (8).

¢) Cosustratos antioxidantes, son em-
pleados por las enzimas para poder
reducir parciamente a los radicales
libres y las especies reactivas. Por

gjemplo; € glutationy el NADPH. El
glutation esun tripéptido (y-glutamil-
cisteinil-glicina) con gran facilidad
para ceder electrones (muy
nucleofilico) debido a su grupo
sulfhidrilo (-SH) y su potencial redox;
unavez que gueda oxidado se puede
regenerar graciasalaenzimaglutation
reductasa (GR) que lo reduce con la
oxidaciondeNADPH. El NADPH tie-
ne un potencia redox muy negativoy
por ende esun importante donador de
electrones e hidrégenos, con lo que
puede pasar a NADP* gue en su for-
ma oxidada diversas enzimas o em-
plean como cosustrato (9).

d) Enzimas que regeneran sustratos o
cosustratos antioxidantes. Por gjem-
plo, las enzimas que regeneran al
glutation reducido, lavitaminaEy €
NADPH. El glutation se mantiene cas
todo en forma reducida principal men-
teatravésdeglutation reductasa(GR),
unaflavoenzimaque gracias alaoxi-
dacion del NADPH catalizalareduc-
cion del glutation oxidado (GSSG) a
glutation reducido (GSH). Lavitami-
na E a actuar como antioxidante se
oxida a tocoferilquinona, para conti-
nuar su trabagj o anti oxidante serequie-
re que se reduzca nuevamente a vita-
minak, tal reducciénlapueden llevar
acabo €l ascorbato (vitamina C) o €
glutation con la catélisis de las
enzimastocoferilquinonareductasao
una GPx, respectivamente. El
ascorbato se oxidaadeshidroascorbato
y se puede reducir a ascorbato con
NADPH o con GSH por enzimas ta-
les como las deshidroascorbato
reductasa (DAR) o por la glutation
peroxidasa (GPx). El NADPH se re-
genera principalmente a través de la
viadelaspentosasapartir del NADP*
por accion deladeshidrogenasadela
glucosa-6-P y la deshidrogenasa de
gluconato-6-P; sin embargo, en agu-
nas célulaslaenzimamalicalNADP+
(MDP) que oxida malato a piruvato
puede contribuir a la formacién de
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NADPH o bien obtenerse a partir de
laisocitrato deshidrogenasacitosolica
(IDPc) dependiente de NADP* que
catalizalareaccion de isocitrato a o.-
cetoglutarato.

e) Antioxidantes endogenos. Los
antioxidantes son moléculas
nucleofilicas con gran afinidad y que
Se comportan como compuestos muy
susceptibles para que los oxiden las
especies reactivas (electrofilicas); es
decir, ofrecen electrones a las espe-
ciesreactivasparaevitar que estas atar
quen a las macromoléculas
nucleofilicas necesarias para la fun-
cion y estructura celular (proteinas,
lipidos, carbohidratos y é&cidos
nucleicos). Unavez que los radicales
libresreaccionan con losantioxidantes
se reducen parcialmente o se unen en
forma de aductos, reduciendo su
reactividad y oxidando al
antioxidante. Ejemplos de estos
antioxidantes en 10s organismos son:
e glutation, el NADPH, laabldmina,
el acido drico, la coenzima Q, la
bilirrubinay lamelatonina (9).

f) Antioxidantes exdgenos. Son
antioxidantesque provienen deladie-
ta, tales como la vitamina E (a-
tocoferol), la vitamina C (4cido
ascorbico), el B-caroteno (provitamina
A), €l cobre, el selenio, €l zinc, €
manganeso, los polifenoles, los
licopenos, los acidos egdlicos, los
flavonoides, la quercitina, la
hespiridina, las catequinas y los
taninos (10, 11).

g) Sistemas de reparacién. Son siste-
mas que tratan de recuperar lafuncion
delas macromol écul as dafiadas, repa-
rar el dafio establecido o destruir la
macromol écula que pudiera causar
dafo ala economia celular. Hay me-
canismos de reparacion especificos
que sustituyen las bases mal
apareadas, oxidadas, desaminadas o
que afiaden labasefaltantey otrosque

degradan un tramo de nucledtidos en
unahebra alrededor delaregién alte-
rada, posteriormente una polimerasa
deADN y unaligasade ADN reparan
el tramo.

Losenlacestiol (sulfhidrilo) delas
proteinas pueden ser nuevamente re-
ducidos por la enzima tiorreductasa
(TR) empleando glutatién como do-
nador de electronesy regulando siste-
mas efectores y de balances
oxidorreductores como sefiales
intracelulares y como moléculas
efectoras. La enzima metionina
sulfoxido reductasa, reduce los
sulféxidos de metioninade las protei-
nas dafadas, en una reaccion depen-
diente del NADPH.

L os dafios producidos por radica-
les libres en términos generales mar-
canlasproteinas para su degradacion.
El reconocimiento delossitios oxida-
dos o halogenados o bien la exposi-
cion de regiones hidrofébicas deter-
minan |a ubiquitinacion de las protei-
nasy su degradacion en €l proteosoma.
End casodeloslipoperoxidos sepue-
den reducir mediante GPx de
fosfolipidoso son eliminadosatravés
delasfosfolipasas como lafosfolipasa
A2, que aumentasu actividad durante
laagresion oxidativa.

El uso extensivo desistemasdere-
paracion o el intenso dafio al ADN
puedeinducir € proceso de apoptosis,
guevisto deestamaneraserialamuer-
te por suicidio cuando la reparacién
esimposible o € dafio fue extensivo,
protegiendo al érganoy a organismo
de dafios locales y sistémicos, inclu-
yendo el desarrollo de células cance-
rosas (12).

Sistema conjunto de proteccién
antioxidante

En lafigura 1 se presenta, con fines
didacticos, una propuesta de accion
conjuntade lafuncion delos sistemas
antioxidantes antes enumerados. En
generd, d disefio celular antioxidante
colocaalas mol écul as que secuestran
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a moléculas oxidantes para evitar su
accion en los sitios incorrectos o con
atas concentracionesy que solo g er-
Zan su accion oxidante en €l sitio y
reaccion necesaria. El sistema de
enzimas antioxidantes, se encuentraen
los sitios donde se producen los
oxidantes (organulos o estructuras
supramoleculares), con lafinalidad de
reducirlosparciamentey conellodis-
minuir o anular la capacidad
electrofilica de los oxidantes. Para
poder realizar la reduccion de los
oxidantes se requiere tener un par re-
ductor que se oxide, estos son los
cosustratos antioxidantes, tales como
e glutationy el NADPH. Otro juego
de enzimas se encarga de la regenera-
cion los cosustratos de las enzimas
antioxidantes y de algunos antioxi-
dantes, o que permite mantener la ca
pacidad de accién delasenzimasy €
poder reductor antioxidante delacélu-
la. La otra linea de defensa son los
antioxidantes endogenos y los
exégenos, los cuales ofrecen electro-
nes con gran afinidad para los
oxidantesy que estos reaccionen con
el antioxidante en lugar de que reac-
cioneny oxiden alasmacromol écul as.
Finalmente, cuando los anterioressis-
temas no fueron suficientesy hay dafio
a macromoléculas se inicia un com-
plejo sistemade reparacién, que pue-
de limitar y eventualmente reparar
parcialmente el dafio o enviar la
macromol éculaadestrucciény de ser
muy abundante el dafio, someter la
célula a apoptosis; tratando de evitar
la carcinogénesis y un mayor dafio a
Organo o al organismo (12, 13). To-
dos estos mecanismos y respuestas
condicionan el estrés oxidativo indu-
cido por € insulto oxidativo y lacali-
dad y cantidad de ambos determinael
dano oxidativo resultante (Fig. 1).

Sistemaamortiguador antioxidante
Todos los sistemas antioxidantes se
encuentran enlazados en un sistema
amortiguador celular, donde se suman
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Figura 1. Sstemas antioxidantes en el estrés oxidativo. El esquema muestra los complejos de
transporte o acumulacion de oxidantes, la interaccion con moléculas antioxidantes y los 3
tipos de enzimas antioxidantes. Lastipo 1 reducen parcialmente alos agentes oxidantes, gene-
rando oxidantes menos potentes (por €jemplo: superoxido dismutasa). Lastipo 2 reducen alos
oxidantes a compuestos no oxidantes (por gjemplo: catalasa). Lastipo 3 son las enzimas en-
cargadas de reducir nuevamente (regenerar) a los antioxidantes que fueron oxidados para
reducir a los oxidantes (por gjemplo: glutation reductasa). A pesar de las defensas las
macromol éculas pueden verse afectadas por la oxidacion, esto produce dafio oxidativo y re-
quiere de ser reparado por las enzimas correspondientes (por ejemplo: polimerasas). S la

reparacion falla o € dafio es muy extenso se puede generar apoptosis.

y colaboran entre si, parahacer frente
a cualquier agresion oxidativa en la
célulay el organismo. Un esquemade
la interaccion de estos sistemas se
presenta en la figura 2. Los sistemas
antioxidantesintegradosen un sistema
amortiguador garantizan hacer frentea
cualquier agresor oxidativo y no ago-
tar un solo sistema antioxidante, sSino
compartir y combinar |os efectos; asi,
los cambios de un anti oxidante se com-
pensa con los de otros. Dado que los
antioxidantesactuian bas camenteredu-
ciendo las especies reactivas y a los
oxidantes en general, todos los siste-
meas antioxidantes desembocan en la

oxidacion de GSH y NADPH, este Ul -
timo esencial parareducir nuevamen-
tea glutation oxidado, por lo que los
sistemas que reducen a NADP* (re-
generan al NADPH) resultan de vital
importanciaparamantener €l flujo de
electronese hidrogenosentodo el sis-
tema amortiguador y de esta forma
estar preparado para mantener el pro-
ceso antioxidante preparado para el
siguiente insulto oxidativo.

En esta figura se puede observar
gue en € centro del sistema amorti-
guador antioxidante se encuentralare-
duccién del NADP* a partir de las
enzimas glucosa-6-P deshidrogenasa,

lagluconato-6-P deshidrogenasay las
enzimas malato eisocitrato deshidro-
genasas citosolicas dependientes de
NADP*.

Lavitamina E se integra a siste-
ma amortiguador al regenerarse con
electrones del ascorbato y de GSH y
NADPH por medio de las enzimas
GST odelaDAR.

Otros agresores oxidativos pueden
desembocar en radicales O3 o *OH,
los primeros seran convertidos en
H,O, por la SOD y los segundos en
aguapor laGPx empleando GSH que
se oxida a GSSG y que sera nueva-
mente reducido con la glutatién
reductasa gracias alos el ectrones del
NADPH. Por su parteel H,O, setrans-
formaraen H,O graciasalaaccion de
la CAT o de una peroxidasa.

El estado redox de las proteinas,
esdecir su estado de oxido reduccion,
esunindicador del estado redox dela
célulay se emplea como un sistema
detransduccion, sefiaizaciény efector
de respuestas intracelulares; este es-
tado redox de las proteinas es modu-
lado directamente con glutation redu-
cido e indirectamente con NADPH
(13).

El estrés oxidativo
En las cdlulas y en los organismos en
condiciones normales se mantiene un
balance entre la produccion deradica
les libres y especies reactivas con los
sistemas antioxidantes, de manera tal
guelatoxicidad por oxidacion eslimi-
tada, alin estelimitado dafio esparcial-
mente responsable del envejecimiento
natural delascéulasy losorganismos.
Sin embargo, se considera que la
agresion oxidativaal canzaniveles pa-
tol 6gicos cuando se rompe el balance
entre ellay la eficiencia de los siste-
mas amortiguadores antioxidantes; 1o
cual se puede producir por un déficit
de antioxidantes o por un incremento
en la produccién de las especies
reactivas. Deigual maneracuando se
reduce la agresion oxidativa, se redu-
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Figura2. Sstemaamortiguador global de antioxidantes. Radicaleslibres(RL.), radical redu-
cido (RH), glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG), proteinas oxidadas (Pr-Ox),
proteinas reducidas (Pr-red), radical superdxido O2., proton (H+), fosfato de nicotinamida-
adenina dinucleotido reducido (NADPH), fosfato de nicotinamida-adenina dinucleotido oxi-
dado (NADP+). Lasenzimas: glutation peroxidasa (GPx), tocoferilquinona reductasa (TQR),
deshidroascorbato reductasa (DAR), tiolreductasa (TR), glutation transferasa (GST), catalasa
(CAT), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD); gluconato 6 fosfato deshidrogenasa
(Gluc6PD), glutatién reductasa (GR), super 6xido dismutasa (SOD), isocitrato deshidrogenasa
citosdlica dependiente de NADP+ (IDPc) y malato deshidrogenasa dependiente de NADP+

(MDP).

celaeficienciatotal del sistemaamor-
tiguador antioxidante, evitando asi
gastos energéticos excesivos y una
condicién reductora muy elevada en
la célula que comprometa las accio-
nes oxidantes de importancia para €
funcionamiento celular.

Larespuestadelacélulao € orga
nismo alaagresion oxidativaimplica
no s6lo cambios cinéticos y
moleculares de enzimas, cosustratos,
cofactoresy mol écul as antioxidantes,
sino también el encendido de genesy
los cambios de laexpresion de protei-
nas, todo este fendmeno se conoce
como estrés oxidativo.

El estrés oxidativo al que se some-
teunacélulao el organismo puede ser
eficiente y limitar el dafio o ser
ineficiente y no poder evitar el incre-
mento del dafio, lo cual puede depen-
der delaintensidad del insultoodela
faltade elementos de respuestaen los
sistemas antioxidantes (1).

L acapacidad antioxidantetotal

El sistemaamortiguador antioxidante
puede ser evaluado indirectamente
como una capacidad antioxidante to-
tal. Este parametro puede of recer una
idea de cdmo se encuentra el conjun-
to de la respuesta antioxidante ante
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cada agresor oxidativo en cada siste-
ma.

Laevaluacion depende del fluido,
tgjido o célula que se pretenda estu-
diar, ya que cada uno de los ambien-
tes tiene diferentes sistemas
antioxidantes y una conjuncion o in-
tegracion diferente. Asi mismo, € tipo
de sistema antioxidante predominan-
te es heterogéneo y se debe de consi-
derar para saber efectivamente que se
esta evaluando.

Las técnicas desarrolladas para
medir |a capacidad antioxidante total
de las muestras biol 6gicas valoran la
habilidad de los compuestos
antioxidantes (donantes de un hidré-
geno 0 un electrén) presentes en el
fluido o célula, parareducir |as espe-
ciesoxidantesintroducidas (iniciador)
en el sitemade ensayo, por lo queson,
en generd, clasificados como méto-
dos de inhibicion directos o indirec-
tos del poder oxidante de una molé-
cula estandar determinada que es €l
iniciador.

En el plasma, la capacidad
plasmética antioxidante total depen-
de preferentemente de la capacidad y
cantidad de albuminay de &cido Urico.
Cuando se redliza en sangre total, la
capacidad sanguinea antioxidante to-
tal, evalla adicionalmente enzimas
antioxidantes, glutation y NADPH.
La capacidad antioxidante total del
eritrocito evalua los sistemas
eritrocitariosy no los plasméticos.

En las células se eval lla predomi-
nantemente |os mecanismos anti-
oxidantes enzimaticos, glutation,
NADPH y moléculas antioxidantes
endogenas y exogenas; pero depen-
diendo de la célula y los organulos
predominantes se podratener unapar-
ticipacién mayoritaria de cierta acti-
vidad enzimatica o de antioxidantes
intracelulares.

En orina, la capacidad urinaria
antioxidante total se evalamidiendo
ladistribuciony excrecién de antioxi-
dantes hidrosolubles endégenos y
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ex6genosy pueden dar un reflgjo del
consumo 0 exceso de tales antioxi-
dantes.

Es posible medir la capacidad
antioxidante total en cualquier célula
o fluido (ligquido cefalorraquideo, ar-
ticular, saliva, etc.) y cadavez hay mas
datos comparativos para entender sus
significados y los elementos que re-
flejan estos resultados.

Con las consideraciones descritas
se puede indicar que laevaluacion de
la capacidad antioxidante total es un
pardmetro que puede ser Gtil desde €l
punto de vistadiagnostico. Sin embar-
go, otras consideraciones deben de
realizarse para poder aclarar su posi-
ble valor en este sentido.

Evaluacion de los procesos de oxi-
dacion y de los sistemas antioxi-
dantes
El dafio oxidativo. La oxidacion de
acidos nucleicos se puede eval uar con
ensayos cometa (electroforesis
unicelular alcalina) paraver el dafio a
ADN, el dafio alas cadenasy larup-
tura con técnicas de dicroismo circu-
lar y electroforesis. El dafio oxidativo
alas proteinas se puede medir con la
presencia de aductos de agentes
oxidantes por métodos de HPLC e
inmunohistoquimica; lacarbonilacion
oxidativa de residuos de proteinas y
la generacién de enlaces sulfhidrilo
anémalos, ademés de la ruptura del
enlace peptidico por electroforesis,
calorimetria, dicroismo circular y
espectrofotometria. La oxidacion de
lipidos puede determinarse midiendo
las especies reactivas al acido
tiobarbituricoy dienos conjugados por
métodos espectofotométricos y
HPLC. El dafio a carbohidratos se
puede estudiar con la determinacion
con inmunohistoguimica o con reac-
ciones especificas de oxidacion de
grupos particulares.

La evaluacion de la oxidacion se
basa en el dafio a macromol éculas en
condiciones estacionarias, estables y
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estaticas, por lo que indica un estado
en unaventana de tiempo particular y
no da unaimagen de la respuesta ce-
[ular, el estrés oxidativo o una condi-
cion dindmica del proceso de dafio o
defensadelacélulao e organismo.

Los antioxidantes. Los sistemas
antioxidantes se pueden valorar inde-
pendientemente a través de medir la
actividad, laexpresiony laconcentra-
cion de las enzimas antioxidantes,
también se pueden medir las concen-
traciones de antioxidantes enddgenos
y por supuesto de cosustratos
antioxidantes. Es posible evauar la
capacidad delossistemasdereparacion
y eventuamente se pueden medir las
concentraciones de antioxidantes
exogenos. L as eval uaciones pueden ser
directas por diferentes métodos por
gjemplo, la concentracion de una pro-
teina de transporte, la enzima
antioxidante o dereparacion, laactivi-
dad de unaenzimaantioxidante, lacon-
centracion netade un antioxidante o de
un cosustrato antioxidante, necesario
para la actividad de enzimas
antioxidantes.

Laseva uaciones antioxidantesfre-
cuentemente son indirectasy por inhi-
bicidn, donde un agente oxidante lla-
mado inductor generalmente un radi-
cal libre, oxida a una molécula moni-
tor (sonda) que sufre un cambio de co-
lor, emite luz (quimioluminiscencia),
fluorescencia o electricidad o se pue-
de detectar por sus productos
(inmunoquimica o espectro de masas);
la capacidad antioxidante se mide
cuando a colocar la muestra a eva-
[uar, la oxidacion de lamoléculason-
da se oxida y con €llo el parametro
modificado. Una vez comparada la
intensidad de la inhibicion de la mo-
dificacion en las mismas condiciones
con un antioxidante de potencia co-
nocidapor gjemplo, trolox, se pueden
obtener | os equivalentes de | a capaci-
dad antioxidante. Con discretas va-
riantes todas las mediciones
antioxidantes se basan en un princi-

pio similar al descrito y mostrado en
lafigura 3.

La actividad de la SOD se puede
estudiar generando €l radical O, por
el sistema xantina-xantina oxidasaen
presenciade oxigeno, €l radical indu-
ce la oxidacion del azul de
nitrotetrazolio y da origen a un com-
puesto colorido que se detecta a una
longitud de onda de 560 nm. La acti-
vidad de SOD presente en la muestra
reduceal radical O3 obteniéndose con
ello unareaccion colorida, por 1o que
la actividad de SOD es proporcional
alamenor cantidad de color en uni-
dad de tiempo.

Paraevaluar laactividad delaCAT
se sigue la reaccion de descomposi-
cion del H,0,, por lapérdidadelaab-
sorcion a240 nm o se mide lalibera-
cion de O, utilizando un electrodo es-
pecifico.

Laaccion de la GPx puede ser va
loradaindirectamente por lareaccion
acopladacon laGR. El GSSG produ-
cido por la reaccién con los
hidroperéxidos catalizada por la GPx
es reciclado a su estado reducido por
la GR usando como coenzima el
NADPH. Laoxidacion de NADPH a
NADP* se acompafia de la disminu-
cion de su absorbancia a 340 nm, la
tasa de disminucion delaabsorbancia
a 340 nm es directamente proporcio-
nal alaactividad GPx de la muestra.
Laactividad delaenzima GST puede
ser determinada utilizando como
sustratos a 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB) y glutation reducido
(GSH), en donde la GST catalizala
conjugacion del grupo tiol del
glutation al CDNB. La absorbancia
del producto GS-DNB a 340 nm, es
directamente proporcional alaacti-
vidad de la GST.

La GR se puede evaluar espectro-
fotométricamente por la pérdida de
absorbancia a 340 nm generada por
la oxidacién de NADPH o por €l in-
cremento en laabsorbanciaa412 nm
generado por la reduccién del acido
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5,5 -ditiobis2-nitrobenzoico (DTNB).

La actividad de la enzima TQR
(tocoferilquinonarreductasa) y laDAR
se pueden evaluar determinando la
transformacion de tocoferilquinonaa
tocoferol o de deshidroascorbato a
ascorbato, respectivamente, con res-
pecto a tiempo y cuantificando por
HPLC la concentracion de tocoferol
0 de ascorbato, empleando un detec-
tor de absorcion ultravioleta-visible,
a295 nm o 254 nm, respectivamente.

Laactividad delaglucosa6-fosfato
deshidrogenasa se puede evaluar ini-
ciando la reaccion con glucosa-6-
fosfato y detectando la reduccién del
NADP* a 340 nm.

La actividad de la TR, puede de-
terminarse por la formacion de pro-
teinas reducidas con respecto al tiem-
po determinando los grupos tiol de-
tectando su absorbancia a 415 nm al
hacerlos reaccionar con el reactivo
DTNB que interaccionacon €l grupo
tiol paradar &cido tionitrobenzoico en
unareaccion equimolar para cadare-
siduo de cisteina.

Lasvitaminas Cy E pueden cuan-
tificarse por HPL C empleando un de-
tector de absorcion ultravioleta-visi-
ble, permitiendo un andlisis rapido y
especifico delos picos aunalongitud
de ondade 254 y 295 nm, respectiva-
mente.

En el caso del glutation en sus dos
formas oxidado y reducido se pueden
medir por HPLC; también se puede
estudiar con el cambio de color desa-
rrollado por lareduccion del DTNB a
412 nm reducido por GSH; el empleo
delaenzimaGR, transformael GSSG
en GSH por lo que se obtiene el
glutation total, la diferencia permite
obtener el GSSG y con un sencillo
calculo larelacion GSH/GSSG

El NADPH se puede medir apro-
vechando la reduccion del colorante
azul de tetrazolio (MTT) inducido
por el NADPH y en presencia de
metasulfato de fenazina (PMS), la
disminucion en laintensidad del co-

lor se mide a 565 nmy es proporcio-
nal alaconcentracion de NADPH de
lamuestra; mientrasque el NADP* de
la muestra se transforma a NADPH
empleando alaglucosa-6-P deshidro-
genasa.

El ensayo del cometay el ensayo
de inhibicién de la poliADP-ribosa
polimerasa (PARP) son las técnicas
empleadas para la evaluacién de la
reparacion del ADN, los metabolitos
8-oxoguanosina (8-oxodG) y glicol
timina (GT) pueden ser utilizados
como marcadoresdeataquea ADNy
las pruebas deinhibicién, indican los
mecanismos de defensa 'y su eficien-
cia

La reparacion de las bases
escindidas es gjecutada por un siste-
ma denominado (BER, por sus siglas
eninglés) y las vias de reparacion de
la escision de nucledtidos (NER, por
sus siglas en inglés). Para el andlisis
de los sistemas de reparacion BER y
NER se puede emplear un ADN cir-
cular con 8-0xoG como sustrato en
células de mamiferos, donde al expo-
ner a sistemaaestudiar se determina
la cantidad de bases reparadas.

Tambi én se pueden estudiar lacan-
tidad de aductoso lainhibicién depro-
duccidn de aductos en pruebasin vivo
0 in vitro. Para determinar la repara-
cion de proteinas se pueden determi-
nar entrecruzamiento y biotinilizacién
en pruebas de inhibicién. Otras prue-
bas que pueden emplearse son
espectrometriade masas, calorimetria,
dicroismo circular, resonanciamagné-
tica nuclear, entre otras pruebas aco-
pladas con ensayos deinhibicién, para
determinar indirectamente los siste-
mas de reparacion.

Todas estas determinaciones espe-
cificas son utilizadas como
biomarcadores aislados y de manera
estatica, interpretando el estado
oxidativo como el incremento de las
biomoléculas oxidadas o la disminu-
cion delos componentes antioxidantes
intracelulares o extracelulares, sinto-
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mar en cuentaque el estado oxidativo
integra el efecto de la exposicion a
oxidantes acoplado con los mecanis-
Mos protectores antioxidantes de una
maneradindmicay no como unacons-
tante estaticaindependiente.

Evaluaciones globales

Dentro del dinamismo del balance
oxidativo, se pueden observar siste-
mas que a analizarlos presenten ni-
veles elevados de oxidacion,
lipoperoxidacion y ADN, asociados
con una respuesta antioxidante apa-
rentemente eficiente, indicando que €
insulto es superior alarespuesta; Por
otrolado, se puedentener sistemasque
a analizarlos se presenten con ato
nivel de dafio y deficiente respuesta
antioxidante, indicando que aun con
un insulto menor se puede tener mu-
chodafio al notener unarespuestaefi-
ciente; por lo que laevaluacién Unica
e independiente del insulto pro-
oxidante o del fendmeno antioxidante,
puede propiciar errores deinterpreta-
ciony limitaciones parasu aplicacion
clinica.

Con respecto a los antioxidantes
extracelulares y enddgenos, los prin-
cipales antioxidantes del plasma hu-
mano son laalbdminay €l &cido Urico,
los cual es conforman méas del 50% de
laactividad antioxidante total.

En términosgeneral es se puede se-
falar que la mayoria de los estudios
sobre el estado oxidativo miden par-
cialmente los marcadores biol 6gicos
involucrados en €l proceso y estable-
cen aseveraciones generalizadas res-
pecto la etiologia, lafisiopatologiay
el pronéstico de muchos de los pade-
cimientos crénico-degenerativos, lo
cual genera confusion, resultados in-
consistentesy contradictorios con res-
pecto a la evaluacion de la agresion
oxidativay la respuesta antioxidante
del sistema. Por tal motivo, es indis-
pensable establecer propuestas que
incluyan todos|os parametros existen-
tes para medir un mecanismo
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bioquimico tan complejo como es €l
estado oxidativo y asi evitar contra-
diccionesy confusion.

Técnicas para determinar la capa-
cidad antioxidantetotal

Los métodos de determinacion de la
actividad antioxidante total se basan
en comprobar cémo un agente
oxidante induce dafio oxidativo a un
sustrato oxidable, dafio que esinhibi-
do o reducido en presencia de un
antioxidante. Esta inhibicién es pro-
porcional ala actividad antioxidante
del compuesto o de la muestra. Por
otra parte, hay ensayos que se basan
en la cuantificacion de los productos
formados tras el proceso oxidativo.
Los distintos métodos difieren en e
agente oxidante, en € sustrato emplea
do, en el tiempo de evaluacién, en la
técnicainstrumental utilizada, lasen-
sibilidad y en las interacciones de la
muestracon el medio dereaccién (Ta
blaly Fig. 3). Lamayoriadelos mé
todos de medida de la actividad
antioxidante no emplean especies ra-
dicales de significado biol6gico, sino
radical es que son oxidantes iniciado-
res gjenos al organismo; por €jemplo,
el 2',2'-azobis-2-methylpropiona-
mida (AAPH.) o el 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH-).

Algunos ensayos usan sistemas
complejos para poder generar radica-
les libres y medir la capacidad
antioxidante (Fig. 3), tal esel caso del
ensayo llamado habilidad del plasma
parareducir las salesférricas (FRAP,
por sussiglaseningles) donde el Fe**
y € H,0, enlareaccion redox produ-
ce €l radical *OH. El empleo de los
radicales peroxilo o hidroxilo en los
ensayos les afiade un mayor signifi-
cado hiol 6gico, ya que estas especies
reactivas son las mas importantes a
nivel fisiolégico tales pruebas son por
ejemplo las Ilamadas capacidad total
de retiro de oxirradicales, capacidad
de absorcidn de radicales de oxigeno
y potencial total antioxidante de

Quintanar Escorza MA y Calderén Salinas JV

atrapamiento de radicales (TOSC,
ORAC y TRAP, por sus siglas en
inglés, respectivamente) (Tabla l).
Sin embargo, estas pruebas suelen
ser mas complicadas y de dificil
estandarizacion.

La seleccion de la técnica a usar
debe de tener en cuenta que los ini-
ciadores pueden ser oxidantes que
capturan electrones o hidrégenos, o
cual estavalorando al antioxidanteque
existe en lamuestray con ello puede
afectar y ser mas o menos eficiente;
por g emplo, si esun prooxidante que
genera al radical superdxido y el

Sistema Iniciador

antioxidante es efectivo para el radi-
cal hidroxilo, lapruebamostrardcomo
s no existiera o fuera muy pobre la
actividad antioxidante, lo cua es muy
frecuente que ocurracuando se prueba
capacidad antioxidante de sustancias
puras o de muestras poco complejasy
con pocos grupos antioxidantes.
Este problema es menor cuando se
quiere conocer la capacidad
antioxidante de muestras complejas,
células o tegjidos, ya que en este caso
el sistema amortiguador de la mues-
tra compensa e integra cualquier
oxidante iniciador de la pruebay se

productor de
oxidantes Oxidante-(e 6 H)
Oxidante reducido
Sonda
(€ 6H) / Luz
Sqnda Color
Oxidada \ Fluorescencia
Absorbancia
X Conductividad
Sonda  .°~ Voltge
Oxidada | Maw?_ idad
nmunoreactivi
Sonda e y - ~/
(€06H) "m=aeme?
Oxidante \.\ L _
. o / Oxidante-(e 6 H)
Sistema Iniciador reducido
productor de
oxidantes

Sistema antioxidante
(e 6H)

Sistema antioxidante
oxidado

Figura 3. Esquema que muestra €l mecanismo general para la evaluacion de los sistemas
antioxidantes. Un agenteiniciador productor de oxidantesinicia el proceso, el oxidante produ-
cido oxida ala sonda. La sonda oxidada (negritas) tiene cambios susceptibles de cuantificarse
por alguna propiedad que confiere la oxidacion (paréntesis rectangular). En la parte inferior
del esquema se muestra la competencia que se establece entre el antioxidanteal que seenfrenta
el oxidante en el proceso de evaluacion y que compite con la sonda por € oxidante que gener6
d iniciador, 1o quelleva a quela oxidacion dela sonda sea menor (negritasy flecha) y con ello
un menor cambio cuantificable (paréntesis rectangular). La menor oxidacion de la sonda de-
penderadela concentracion y dela capacidad antioxidante del sistema correspondiente (como
seindica con las flechas punteadas).
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TABLA1
Caracteristicas generales de algunas pruebas parala evaluacién de la capacidad antioxidante total
Prueba DCFH-DA Crocina DPPH ABTS FRAP ORAC Luminol TRAP VC TOSC
Técnica Espectro- Espectro- Espectro- Espectro- Espectro- Fluorometria ~ Quimio Consumo de Voltametria ~ Cromatografia
fotometria fotometria fotometria ~ fotometria fotometria luminiscencia  oxigeno ciclica degas

Iniciador APPH ABAP DPPH Hidroxilo Hidroxilo APPH APPH APPH Corriente ABAP
(oxidante) electrones

Monitor DCFH-DA Crocina DPPH ABTS TPTZ-Fe Ficoeritrina Luminol Oxigeno Voltge aceto-m
(sonda) butirico
Condicionde 504 nm 433 nm 515 nm 414 nm 595 nm Exc 504 nm 490 nm Unidades mvV Integracion
cuantificacion Em 565 nm arbitrarias

Formade Equivalentes  Equivalentes 1-50 Equivalente uM Fe/l Equivaentes Equivalentes Equivalentes Potencial Equivalentes
expresionde  detrolox detrolox sdetrolox detrolox detrolox detrolox redox trolox
resultados

22", 7"-diclorofluoresceinadiacetato (DCFH-DA), 2,2-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH-), 2,2 -azinobis-(&cido -3 etil benzotiazolino-6-sul fénico)
(ABTS), 2',2'-azobis-2-metilpropionamida (APPH.), 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (ABAP), potencia
antioxidante reductora férrica (FRAP), capacidad de absorcién de radicales libres de oxigeno (ORAC), potencia total de atrapamiento de
radicales peroxido (TRAP), capacidad total de atrapamiento de oxi-radicales (TOSC), voltametriaciclica (VC).

integran los diferentes antioxidantes
paracompensan | as especiesiniciado-
rasy las que se forman por efectos de
las oxido reducciones de los
antioxidantesinvolucrados.

Los monitores de la oxidacion
(sondas) son las moléculas oxidadas
gue reportan la intensidad del dafio
gue produce €l iniciador (oxidante);
a inicio se empled el dafio oxidativo
avanzado a una molécula (acidos
grasos, carotenos, proteinas, ADN),
las pruebas eran poco sensibles, muy
inespecificasy sin poder tener evalua-
ciones dinamicas. Posteriormente, se
han desarrollado diversos métodos
que usan sondas desarrolladas
especificamente para estas pruebas
(Tablal), las cuales permiten evaluar
pasos iniciales de oxidacién en tiem-
pOs muy cortos, en ventanas de tiem-
po inicial, con mayor sensibilidad y
especificidad; el 2,2 -azinobis-(4cido
-3 etilbenzotiazolino-6-sulfononico)
diamonio (ABTS+.) y el 2°,2",7"-
diclorofluoresceinadiacetato (DCFH-
DA) son moléculas sonda mas fre-
cuentemente empleadas (Tablal).

Paraevitar lasinterferenciasseem-
plea una alta relacion molar entre la
sonday €l iniciador afavor delason-

day de ambos con respecto ala con-
centraci 6n esperadade antioxidanteen
lamuestra, |0 que permite manegjar las
concentraciones de la muestra para
disefiar curvas de inhibicion con un
minimo de interferencia, en tiempos
muy cortos y con ata intensidad de
respuesta.

En caso de muestras peguefias 0
con bajas concentraciones de
antioxidantes, las técnicas pueden
adaptarse para hacer evaluaciones en
funcién detiempo eintegrar las areas
bajo lacurvalo que permite aumentar
lasensibilidad, alin cuando se debede
tener en cuentael aumento deinterfe-
renciay la posibilidad de oxidacion
espontanea de las propias sondas,
afectando la evaluacion global y ge-
nerando fal sos negativos.

La mayoria de los métodos para
medir |acapacidad antioxidante estan
diseflados para evaluar muestras
hidrosolubles; sin embargo, es posi-
ble emplearlos con detergentes, sol-
ventes e incluso con fracciones
particuladas, unavez que se hacen las
matrices, los controles y los blancos
correspondientesy asegurarse que no
hay precipitacién delamuestraenlos
tiempos de evaluacion (13, 14, 15).

El valor diagnéstico
Losprocesoscelularesy las enferme-
dades asociadas directa o indirecta-
mente con dafio oxidativoy con estrés
oxidativo se han incrementado verti-
ginosamente con cascadas deinforma-
cion. Sin embargo, para que se califi-
que la participacién de procesos
oxidativos en una enfermedad es ne-
cesario que se cumplan algunos crite-
rios tales como: Dafios compatibles
con oxidacion; identificacion del
agente oxidante en €l sitio de lesion;
reproduccion del dafio con otro agen-
te oxidante; que €l dafio se retire a
retirar el agente oxidantey que laen-
fermedad responda al tratamiento
antioxidante.

Lamayor parte de las veces se aso-
cialaenfermedad conlaoxidacion solo
por un criterio, sin importar s se cum-
plen o no con los otros criterios. Lo
anterior genera sol o una pequefia pro-
porcién de enfermedades que se puede
tener |a certeza de estar asociadas con
oxidacion, aunquelainvestigacion cli-
nica cada vez con més herramientas
diagnosticas incrementa cada vez mas
las posibilidades de estudiar esta aso-
ciaciony con ellolacantidad de enfer-
medades gue tienen a la oxidacion
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como etiologia, patogénia o compli-
cacion de las mismas.

Muchos esfuerzos se han realiza-
do para que las enfermedades asocia-
das con las oxidaciones puedan ser
diagnosticadas y tratadas con
antioxidantes, nuevamente se hareba
sado el diagnostico y la evaluacién
correcta de resultados con una serie
de pruebas parciales que muestran re-
sultados favorables con €l tratamien-
to antioxidante, pero gue no permiten
establecer bases sdlidas para la ade-
cuada evaluacién de la participacion
oxidantey antioxidanteen el curso de
las enfermedades.

Enfermedades como ladiabetes, la
artritis, losinfartos, lasinfecciones, las
intoxicaciones, € empleo de algunos
farmacos, entre muchas otras, cursan
con fases oxidativas que son suscep-
tiblesde ser tratadas con antioxidantes
y mejorar laevolucién y evitar algu-
nas complicaciones (16).

Para poder realizar €l diagndstico
y laintervencién correcta es necesa-
rio aplicar pruebas més rapidasy es-
pecificaseinterpretarlas correctamen-
te. Ental sentido, laevaluacion de la
oxidacion delosantioxidantesy laca-
pacidad antioxidante adquieren un pa
pel sobresaliente, adicional al emplea
do en € estudio béasico y €l estudio
clinico delas enfermedades nuevas (2,
4,12).

Dadalafacilidad y rapidez de las
pruebas de capacitad antioxidante, au-

1. Halliwell B, Gutteridge IMC (2007) Free Radicals in 4.
Biology and Medicine. Clarendon Press, Oxford, UK, p

704.

2. KonigsbergM (2008) Radicaleslibresy estrés oxidativo,
Aplicaciones Médicas. Ed. Manual Moderno, p 368. 6.

3. Winterbourn CC (2008) Reconciling the chemistry and
biology of reactive oxygen species. Nat Chem Bial 4:

278-86.

Quintanar Escorza MA y Calderén Salinas JV

nado a que integran de manera global
la evaluacion de | os sistemas amorti-
guadores antioxidantes y su estatus
temporal, las hace muy adecuadas
como guia diagnéstica.

Anteunaevidenciaclinicaodela
boratorio de dafio, un incremento de
la capacidad antioxidante total puede
indicar un estrés oxidativo y unares-
puesta antioxidante del organismo, 1o
gue implica un sobregasto de
antioxidantes y la necesidad de una
intervencion terapéutica. Una reduc-
cion de la capacidad antioxidante to-
tal ante evidenciade dafio puedeindi-
car unafataderespuesta, disminucién
de antioxidantes o uninsulto oxidativo
gue supera la capacidad antioxidante
y con ello laindicacion de unainter-
vencion terapéuti ca anti oxidante.

La capacidad antioxidante total
también puede ser empleada parava-
lorar, individualizar y dar seguimien-
to ala efectividad de un tratamiento
antioxidante y no sobremedicar o dar
tratamientosinsuficientesal paciente.

El gran reto de estas pruebaseses-
tandarizar los valores normales para
poblaciones especificasyaque a mo-
mento |os resultados solo pueden ser
comparativos y relativos y aungue
muy Utiles, alin no pueden ofrecer va
lores normales poblacionales. Sin
embargo, laevaluacién masiva, suin-
troduccion cadavez masfrecuenteen
pruebas diagndsticas, |os métodos co-
mercialesquefacilitan laaplicaciona
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6 Las son enzimas que requieren NAD",
HORIZONTALES NADP*, FMN o FAD como aceptores de hidrégenos
0 electrones.
4 Enlaviaciclicaquerecibe el nombredeeste&cido, 10 Esel proceso en el que, a medida que un metabolito
se llevan a cabo cuatro deshidrogenaciones, tres de se oxida, €l otro sereducey las coenzimas adecua-
ellas acopladas a NAD*y unaal FAD. das pueden aceptar o ceder electrones.
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Catalizadores proteicos que disminuyen la energia
de activacion, por su accion se pueden transformar
de hasta 10° moléculas de sustrato en producto por
minuto.

Eslaparte del metabolismo mediantelacual lasmo-
|éculas complejos como carbohidratos, lipidosy pro-
teinas se degradan, generalmente con la participa-
cion de coenzimas oxidadas que se reducen y éstas
van acontribuir paraque se den las condiciones pro-
picias parague se sintetice el ATP.

El par de hidrégenos que se desprenden de estavia
cuando es aerdbica, reducen al NAD* y posterior-
mente a través de la cadena transportadora de el ec-
trones generan el ambiente propicio paraque sesin-
tetice ATP.

Estetipo de enzimas emplean ala proteina citocromo
P-450; catalizan laincorporacion de sdlo un aomo de
oxigeno al sustrato; entre otras, estén las que ayudan
aladetoxificacionlosbarbitdricosy otrosxenobiéticos
yaque a hidroxilarse, facilitan su excrecion.
Derivadasdelaflavina, actlian como grupo prostético
de a gunas deshidrogenasas ya que estan fuertemen-
teunidasalaenzima.

Deshidrogenasaque en presenciade NAD* tienecomo
funcion degradar a producto toxico obtenido por la
participacion de la deshidrogenasa al cohdlica.
Esta deshidrogenasa es|a primera enzima que parti-
cipaen ladegradacion del etanol.

La peroxidasa es la enzima que detoxifica
alamitocondriadel aguaoxigenadaque seformaen
la cadena de transporte de electrones, lareaccion se
realiza cuando el glutation reducido se oxida y €l
peréxido de hidrégeno forma agua.

Lap es e proceso en € gue los acidos
grasos se degradan generando residuos de dos ato-
mos de carbono y equival entes reductores que van a
ser responsables de la formacion de moléculas de
ATP.

Es la ganancia de hidrégenos o electrones que reci-
be un compuesto; en muchas de | as reacciones don-
de ocurre este proceso intervienen las coenzimas de
oxido-reduccion.

Funcién que desempefiael NAD* cuando en presen-
cia de una deshidrogenasa recibe del sustrato un
hidruro (un protény dos el ectrones) y setransforma
en NADH.

El complejo deshidrogenasa es unaestruc-
tura multienzimética que contiene tres actividades
enzimaticas y cinco coenzimas, a saber pirofosfato
detiamina, &cido lipoico, coenzimaA, FAD y NAD*
y su producto final es €l acetato.

34

35

36
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Mol éculaionizable de muy pobre disociacién; hace
unostres millones de afios| as bacteriasfotosintéticas
primitivas, precursoras de las cianobacterias actua-
les, tomaron | os el ectrones de esta mol écula.

El producto que se obtiene después de la participa-
cion de esta deshidrogenasa, es uno de los sustratos
gue intervienen en lareaccion de condensacion que
ocasionalaformacion decitrato en e ciclodeKrebs.
La viallamada con este nombre produce principal-
mente NADPH, un agente reductor necesario para
varios procesos anabdlicos y ribosa-5-fosfato, que
participa en la sintesis de nucleétidos y &cidos
nucleicos.

VERTICALES

Enzima gue se encuentra en los fagocitos; cuando
unabacteriaatacaaunacélulafagociticalaNADPH
oxidasa convierte al oxigeno en radical superdxido
y apartir de él se forma peroxido de hidrégeno, que
al reaccionar con los co-sustratos adecuados y en
presencia de esta enzimadan lugar a diversas mol é-
culas bactericidas.

El acetal dehido que se obtiene por la del
piruvato durante la fermentacion, gracias a la parti-
cipacion de la deshidrogenasa especifica 'y en pre-
senciade NADH, permite la sintesis de etanol.
Esta deshidrogenasaformaun producto reducido en
anaerobiosis €l que se exporta desde la célula mus-
cular hacia el higado paralasintesis de glucosa.
Vitamina participante en |os grupos prostéticos que
transportan electrones FMN y FAD.

Son las enzimas gue catalizan la incorporacion de
aomos de oxigeno al sustrato para dar lugar a un
nuevo grupo hidroxilo o carboxilo.

Proceso que sellevaacabo en laslevadurasy en agu-
nasespeci esbacterianas. ladescarboxilacidn depiruveato
dalugar a acetal dehido, € queen presenciade NADH
+ H*y laenzimaespecificadalugar a etanol.

De estructura isoprenoide, transporta el ectrones en
los cloroplastos.

Proteinas con grupo hemo, son transportadores el ec-
tronicos que participan en larespiracion, en lafoto-
sintesisy en otras reacciones de oxido-reduccién.
Lareaccién en la que participa esta deshidrogenasa
y que sellevaacabo en laviadelos acidostricarbo-
xilicos, es una descarboxilacion oxidativa en donde
lacoenzimaes NAD*, el cofactor esMn?* y el pro-
ducto final es a-cetoglutarato.
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13 Vitaminaqueformapartedel NAD*y del NADP*, su
presencia previene o divia la pelagra, enfermedad
caracterizada por diarrea, dermatitisy demencia.

18 Esel agente que cede electrones en unareaccion de
oxido-reduccion.

19 Enzimaque participacuando el escarabajo bombar-
dero es atacado; el anima expulsa a través de un
tubo una mezcla de una solucion concentrada de
dihidroxifenol enH,O, a 25%y estaenzima, latem-
peratura de esta mezclatiene 100° C.

22 También esllamada coenzima Q, es un isoprenoide
gue funciona como transportador lipofilico de elec-
trones en las reacciones que inducen alasintesis de
ATP en las mitocondrias.

24 Estadeshidrogenasa participaen el ciclo delos éci-
dos tricarboxilicos, en eucariotes estéa fuertemente
unida a la membrana interna mitocondrial y en

26

27

29

32
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procariotes se une a la membrana plasmética; esta
acoplada con el FAD que a oxidarse € sustrato da
lugar a FADH,,.

Coenzima reducida que forma parte de la proteina
multifuncional en los eucariotes para la sintesis de
acidos grasos.

Tipo de desaminacidn en la que el glutamato
mitocondrial se transforma en o-cetoglutarato; la
deshidrogenasa puede acoplarsetantoaNAD* como
aNADP".

Enzimas que catalizan las reacciones en las que €l
oxigeno molecular es el aceptor de electrones, un
gemplo es la Ultima enzima de la cadena de trans-
porte de electrones mitocondrial.

Es € aceptor final de electrones y protones en los
organismos aerobios.
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CONVOCATORIA

REGISTRO DE CANDIDATOS PARA LOS CARGOS DE VICEPRESIDENTE Y
SECRETARIO-TESORERO ADJUNTO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A. C., DURANTE EL ANO 2010.

La Mesa Directiva de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. convoca a sus Asociados a
postular candidatos para ocupar |os cargos de Vicepresidente y Secretario-Tesorero Adjunto delaAsociacion durante
el afio 2010.

L a eleccién delos miembros que desempefiaran estos cargos se llevara a cabo siguiendo los lineami entos con base
en €l Articulo décimo sexto de los Estatutos de laA sociacion Mexicanade Profesores de Bioguimica, A. C. y tomando
en cuentalos apartados 1, 111 y IV del Transitorio C.

ARTICULO DECIMO SEXTO. Seis meses antes de |a Reuni6n de Negocios que se realizara durante el Congre-
so de laAsaciacion en anos pares, laMesa Directiva enviard ala membresia un comunicado através de un mensgje
enviado por correo electronico, con un anuncio en el portal cibernético de laAsociacion (paginade Internet o equiva
lente) y con un anuncio publicado en la Revista de Educaci én Bioquimica o en la publicacién oficia que existaen su
momento, a presentar propuestas de candidatos de A sociados Numerarios para ocupar |10s puestos de Vicepresidente y
Secretario-Tesorero Adjunto. Las propuestas enviadas por |os votantes se hardn llegar por escrito alaMesaDirectiva
acompafiadas de un escrito donde | os candidatos expresen su consentimiento paraser postuladosy anexar asu curriculum
vitae. La Mesa Directiva andizara |la documentacién referida, con € fin de certificar que se cubran los requisitos
estipulados en la convocatoria antes de dar a conocer la listafinal de candidatos elegidos. La eleccion se redizard
durante la Reunion de Negocios en el Congreso de |os afios pares; en caso de haber Asociados que no puedan asistir a
dicha Reunién podran enviar su voto por mensajeria, correo postal, correo electrénico o fax, en cualquieradelos casos
el Asociado deberdincluir su nombrey firma.

TRANSITORIOSC. |I. Dadalapropuesta de modificacion de | os presentes Estatutos en relacién con los miem-
bros de laMesa Directiva; 10 mencionado en el articulo décimo sexto, por esta ocasion se modificardy se enviarala
convocatoriaa principios de 2009 pararecibir propuestas para candidatos alos cargos de Vicepresidente y Secretario-
Tesorero Adjunto; la votacion para esos cargos se realizard en la Reunién de Negocios que se lleve a cabo ese afio,
durante el XVII Congreso delaAsociacién y por esta ocasion la duracién de estas personas en el cargo sera sélo para
el afo de 2009-2010.

TRANSITORIOSC. I11. El Vicepresidentey €l Secretario-Tesorero Adjunto que hayaresultado electos en dicha
votacion participardn en colaboracion con laMesaDirectivaactual (Presidente, Vicepresidente y Secretario-Tesorero)
y aprincipios de 2010 seiniciara e proceso propuesto en € articul o décimo sexto con la el eccion de nuevos Vicepre-
sidente y Secretario-Tesorero Adjunto para el bienio 2010-2012.

TRANSITORIOS C. 1V. Enla Reunién de Negocios que se realice en 2010, la Mesa Directiva actual concluira
susfunciones, el Vicepresidentey el Secretario-Tesorero Adjunto el egidos durante 2009 ocuparan los cargos de Presi-
dentey Secretario-Tesorero respectivamente.
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L os Asociados numerarios deberén postular por escrito a sus candidatos y cada candidato postulado debera entre-
gar la siguiente documentacion:

- Consentimiento por escrito para ser postulado.
- Proyecto de trabajo para dos afios en caso de ser electo.
- Curriculum vitae

Las cartas de postulacion de los Asociados y la documentacion de cada candidato deberan ser entregadas en la
oficinade laAsociacion dentro de Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina, UNAM, amas tardar el
3 DENOVIEMBRE DEL 2009. Los documentos requeridos podran ser entregados personalmente o enviados por
correo postal. El envio de la documentacion por medio electronicos (fax o correo E) solo tendravalidez hastarecibir
los documentos originales.

Con base en € Articulo Decimo sexto y los Transitorios arriba mencionados de nuestros Estatutos, los proximos
Vicepresidentey Secretario-Tesorero Adjunto seran elegidos de lalistade candidatos generadapor laMesaDirectiva,
la reunion esta programada para Noviembre del 2009. Ningun candidato podré ser registrado después del 3 de No-
viembre del 20009.

Entrega de documentos: Sra. Marivel Rojas Garcia, Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina, UNAM.
Apdo. postal 70-281. 04510, México, D. F. Teléfono 5623-2170, Fax 5616-2419. Correo E. reb@bg.unam.mx

M. en C. Leonor Fernandez RiveraRio
Presidenta

Dra. AnaMaria L épez Colomé
Vice Presidenta

Dr. Edmundo Chéavez Cosio
Secretario - Tesorero.
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SoLuciON AL CRUCIBIOQ
ENZIMAS: OXIDORREDUCTASAS

Yolanda Saldafia Balmori
Correo E: balmori@laguna.fmedic.unam.mx
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XVI CONGRESO DE BIOENERGETICA
Y BIOMEMBRANAS

, SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA, A. C.

Invitados
Keith D. Garlid
Portland State University
Johannes Herrmann
Technische Universitit Kaiserslautern
Ma. Del Carmen Jorge y Jorge
Universidad Nacional Auténoma de México
Antonio Lazcano-Araujo
Universidad Nacional Auténoma de México
Manvel Miranda Arango
University of Texas at El Paso
Michael Feldbrugge
Max-Planck-Institut
Jodi M. Nunnari
University of California, Davis
Meritxell Riquelme
Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacion Superior de Ensenada
Juan Pablo Pardo Vazquez
Universidad Nacional Auténoma de México

DEL 8 AL 13 DE NOVIEMBRE, 2009
BOCA DEL RiO, VERACRUZ

HOTEL CROWNE PLAZA
Comité organizador
Dra. Guadalupe Guerra Sinchez, ENCB-IPN, lupegss hotmail.com mFﬂRHﬁ.CIﬁH
Dra. Bertha Gongiler Ped IFC-UNAM, bpedrajoiifc. 8 -
Dr. 'D-l:-lr I:lnm Hu:m, ?iiaﬂ:'uum. oﬂnull:-bqﬂn-m n::‘m = h‘ttp'f fsmh.urg.mx
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CONVOCATORIA PARA PRESENTAR TRABAJOS

El XVII CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICAA. C.
SE LLEVARA A CABO LOSDIAS 5Y 6 DE NOVIEMBRE DEL 2009 EN EL
AUDITORIO
"DR. FERNANDO OCARANZA"
DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNAM, EN CIUDAD UNIVERSITARIA, CIUDAD DE MEXICO.

Se convocaalos profesores de Bioguimicay de disciplinas afines a participar con sus trabajos.
CARACTERISTICAS DE LOSTRABAJOS:

L ostrabajos estaran clasificados en dos categorias diferentes:
Investigacion educativa.
Innovacion en métodos de ensefianza.
En ambos casos, sera obligatorio presentar |0s trabajos con el siguiente formato:
Nombre del trabajo escrito con mayusculas.
Nombre de los autores con el nombre del autor que presentara el trabajo subrayado.
Nombre de lainstitucion que patrocina el trabajo.
Direccion, teléfono y e-mail.
El trabajo debera cubrir los siguientes incisos:
a. Resumen. (200 palabras 0 menos).
b. Introduccion
Objetivos del trabajo
Material y métodos
Resultados
Discusion

aprwNRE

~ 0 Qoo

Laextension de los trabaj os debera de ser de 5 paginas 0 menos.

La presentacion de los trabajos en el Congreso, seré por medio de un poster de 1.00 x 1.00 m.

En el caso de programas de ensefianza asi stida por computadora o de presentaci ones en Power Point o de cualquier
otrotipo de material, el poster se deberd acompaniar del material producido que debera mostrarse en computadorao el
medio que se requiera.

Los trabajos seran publicados in extenso en el volumen correspondiente de las Memorias del Congreso en la
Internet.

En el caso de programas de ensefianza asistida por computadora o de presentaciones Power Point, estas seran
incluidas en las Memorias del Congreso previo consentimiento de |os autores.

CUOTA DE INSCRIPCION AL CONGRESO

Cuotaantesdel 1 de Octubre del 2009 Cuotadespuésdel 1 de Octubre del 2009
Profesores asociados alaAMPB $300.00 $400.00

Profesores de Bioquimicay de disciplinas afines. $400.00 $500.00
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Parainscribir un trabajo hay que hacer 1o siguiente:

1. Pedir unaficha de inscripcion aampb_ac@l aguna.fmedic.unam.mx

2. Hacer un pago ala ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA A. C. cuenta N°
0133718123 del Banco BBV Bancomer ( o transferencia bancaria CLABE 012 180 00133 718 1237) por la
cantidad la cantidad correspondiente alainscripcion.

3. Enviar €l trabajo con las caracteristicas sefial adas anteriormente, acompafiado de su ficha de inscripcidn con
los datos de el autor o autores del trabajo y la ficha de pago o la transferencia bancaria a
ampb_ac@l aguna.fmedic.unam.mx dirigido ala Srita Marivel Rojas Garcia.

4. Lafechalimite parainscribir untrabajo esel 1 de Octubre del 2009.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioqQuimMicA (REB)

LaREB esunarevista dedicada a la divulgacién de temasinteresantesy relevantes en el campo de la Bioquimicay sus areas afines. La
Revistaesta dirigida a profesoresy a estudiantesde licenciaturay de posgrado, por lo cual lostrabajos que se sometan para su publica-
cion deberan de ser suficientemente clarosy explicitos. L os temas se deben de presentar de forma sencilla, organizada y que de manera

gradual permitan la comprension del trabajo.

Seaceptan contribucionesen formadearticulosderevisién y otras comunicaciones que se ajusten alos siguienteslineamientos

editoriales:

I. ARTICULOSDE REVISION

1) Portada. En el primer parrafo incluir € titulo, el cual debe de ser
claro, simple, atractivo y evitar las abreviaturas o, en su caso,
definirlas a inicio del texto. En e siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando por € nombre
propio completo. La afiliacion de los autores se escribira en €
siguiente parrafo, indicando €l departamento, lainstitucion, laciu-
dad y estado, €l paisy ladireccidn de correo electronico del autor
responsable. Laafiliacion de los autores se indicara con nimeros
entre paréntesis. Se proporcionara un titulo breve con un méaximo
de 60 caracteres.

2) Texto. El articulo debera ser escrito en € procesador de textos
"Word", con una extension maximade 15 cuartillas adoble espa
cio, en "Times New Roman 12" como fuente de la letra, sin for-
mato de texto, tabuladores o pies de pagina. Las figurasy tablas
se presentaran separadas del texto.

3) Resumen. Sedeberanincluir un resumen en idiomaespafiol y uno
en inglés (Abstract) de no mas de diez renglones.

4) Paabrasclave. Sedeberaproporcionar detresaseis palabrascla
ve en idioma espafiol y eninglés.

5) Referencias. Se sugieren no mas de 15 citas hibliogréficas, tanto es-
pecificas como de lecturas recomendadas, |0 que obligaalos auto-
resasel eccionar aguellasreferencias rea menteimportanteseinfor-
mativas. Lasreferencias seindicarén en € texto con ndmeros entre
paréntesis de acuerdo a su orden de aparicion. Las referencias se
enlistaran a final del trabajo y deben contener: apellidoseinicides
detodoslosautores, afio de publicacion entre paréntesis, titulo com-
pleto dd articulo y después de un punto, € nombre oficial de la
revistaabreviado como aparece en e Current Contents, nimero del
volumen y antecedido por dos puntos, € nimero de la primeray
Ultima paginas, de acuerdo con € siguiente gemplo:

Martin GM, Austad SN, Johnson TE (1996) Generic analysis of ageing:
role of oxidative damage and environmenta stresses. Nature gen
113:25-34.

Los articulos en libros deberan citarse de la siguiente forma

Wood KJ(1992) Toleranceto alloantigens. En: The Molecular Biology
of Immunosuppression. Editor: Thomson A W. John Wiley and Sons
Ltd, pp 81-104.

Loslibros podran incluir las paginastotaes o las consultadas y se
citarén de acuerdo con este gjemplo:

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM (1993) Principlesof Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figurasy Tablas. Se aceptardn como maximo seis ilustraciones,
incluyendo figuras y tablas. Las figuras se pueden presentar en
formato "jpg" o integradas en un archivo de "Power Point" o del
mismo "Word" separadas del texto del articulo. Lasfiguras deben
de estar en blanco y negro, sin fondo ni sombreados. Las tablas
deben de estar en "Word" sin formatos especiales, separadas del
texto del articulo. Lasfigurasy lastablas se deberan numerar con

ardbigos. Lasleyendasy los pies de figuras se deberan presentar
en una hoja aparte. Se debera considerar que lasfigurasy las ta-
blas se reduciran ala mitad o a un cuarto de las dimensiones de
una hojatamafio carta; las letras y nimeros mas pequefios no de-
ben ser menores de dos milimetros. En caso de emplear figuras
previamente publicadas, debera darse el crédito correspondiente
u obtener € permiso para su publicacion. Las figuras dentro del
texto deberan mencionarse con mindsculas, la palabra entera 'y
sin paréntesis; cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primeraletra maylscula (Fig 2). Las tablas
siempre llevaran la primera letra a mayGscula (Tabla 2). Parala
version electronicade larevista se pueden admitir figurasacolor,
en tal caso se deberan de enviar ambos formatos en blanco y ne-
groy en color.

7) Abreviaturas. Las abreviaturas poco comunes que se utilicen en
texto deberdn definirse entre paréntesis, la primeravez que se utilicen.

1) OTRAS COMUNICACIONES

1) Lostemas delas otras comunicaciones pueden ser muy variados;
desde restimenes de articul os cientificos interesantes, relevantes
o significativos, informacion cientificao académicadeinterésge-
neral, avisos de reuniones académicasy cursos, bolsadetrabajo o
comentarios de articul os publicados previamente en laREB, car-
tas al editor, etcétera.

2) El contenido debera ser desarrollado en formaresumiday de una
manera explicita en no mas de dos paginas.

3) Se aceptard un méximo de dos referencias que se incluiran entre
paréntesis en € texto, como seindicaen € inciso I-5. Se podra
incluir unafigura o unatabla, con las caracteristicas que seindi-
canen € inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las especificaciones de la
revista no serén aceptados de primerainstancia para su revision. Los
manuscritos serén evaluados por tres revisores, quienes opinaran so-
bre larelevancia del trabajo en un lapso no mayor de dos meses. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran enviadas a autor
responsable para su correccién e incorporacion en el manuscrito. El
manuscrito corregido por los autores debera ser devuelto alarevista,
en un lapso no mayor a 30 dias; de otraforma se consideraracomo un
manuscrito enviado por primeravez. Unavez aceptado € trabgjo, las
pruebas de galera, se enviaran a autor responsable.

Los archivos el ectronicos se deberdn enviar alaRevistade Edu-
cacion Bioguimica como archivos adjuntos (reb@bg.unam.mx), con
atencién al Editor en Jefey apartir de unadireccion de correo el ectro-
nico que seraconsideradacomo ladireccién oficial paralacomunica
cién con los autores. El autor responsable deberd identificar plena
mente su adscripcién con teléfono y direccion postal para comunica
ciones posteriores. En el texto del mensaje se debe expresar lasolici-
tud para considerar la posible publicacion del articulo, € titulo del
mismo, los nombres completos de los autores y su adscripcion
institucional, asi como el nimero, tipo y nombre delos archivos el ec-
trénicos enviados.
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