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Radicales libres derivados de oxigeno.
Su papel en Cardiologia
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RESUMEN

Los radicales libres de oxigeno son
moléculas altamente reactivas que se
caracterizan por tener un electrén no
emparejado en uno de sus orbitales
mas externos. A ellos se han
atribuido algunos fenémenos
patolégicos, que en el campo de 1a
cardiologfa suceden
fundamentalmente durante la
reperfusion de un tejido que se
encontraba isquémico previamente.
Durante la isquemia se produce la
preparacion del terreno para que en
la reintroduccion del oxigeno se
produzea una gran produccién de
estas moléculas. El objetivo que se ha
perseguido en modelos de
experimentacion animal es reducir el
dafio inducido por radicales libres con
muy diversos agentes. Es probable
que en un futuro estos agentes
formen parte del tratamiento
convencional de ciertas patologias
cardiacas.

Introduccion

Numerosos estudios de experimen-
tacién animal apoyan la génesis de
radicales libres como mecanismo del
dafio producido en diversos 6rganos
tras la reperfusién. En vista de ello,
se han llevado a cabo numerosos en-
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sayos en modelos animales con la fi-
nalidad de descubrir agentes que re-
duzcan la lesién producida por estas
moléculas. En este articulo revisamos
someramente el dano producido por
los radicales libres en la reperfusién
del miocardio, desde la definicién
hasta las vias futuras del tratamiento.
El lector interesado podria encontrar
mds datos en la bibliografia citada en
el texto.

Definicion

Un radical libre (RL) es una molé-
cula o 4tomo que contiene electrones
no emparejados.

Un electrén, dentro de la estructu-
ra de un dtomo, queda definido por
cuatro niimeros cudnticos: n, que de-
fine el nivel de energia principal y
toma valores enteros (1, 2, 3...), | que
define el subnivel energético que ocu-
pa el electrén dentro de n y que toma
valores de 0 a n —1, m que define el
orbital en cada subnivel u orientacién
de la nube electrénica que rodea al
nucleo. Para cada subnivel hay 21 + 1
orbitales y cada orbital se designa con
una letra (s, p, d, f...). Por ltimo, s 0
nimero de spin, que toma valores de
1/2 a —1/2 y que indica el giro del
electrén sobre si mismo en un orbital.
Un orbital no puede estar ocupado
por mds de dos electrones y por el
principio de exclusién de Pauli, en un
atomo no existen 2 electrones con los
cuatro nimeros cudnticos iguales.

Un radical libre tiene en uno de
sus orbitales externos Unicamente un

electrén, que “elige” su ndmero cudn-
tico s y que por tanto puede variar.
Gracias a este electrén no empareja-
do los radicales libres son habitual-
niente inestables y altamente reacti-
vos, aunque el nivel de estabilidad va-
ria ampliamente, siendo los més reac-
tivos los RL derivados de oxigeno, con
una vida media que varia de nanose-
gundos a milisegundos.

~—

Mecanismos de deteccion

Se han desarrollado multitud de
técnicas de deteccidon de los RL (Ta-
bla I); muchas de ellas son indirectas
y poco especificas y no cuantifican su
produccion.

La técnica que sirve para detectar,
cuantificar y caracterizar los RL es la
resonancia paramagnética electrénica
(EPR). Esta técnica estd basada en
que un electrén no emparejado en un
orbital puede adoptar niimeros de
spin diferentes, que en presencia de
un campo magnético, tienen diferen-
te energfa. Debido a que los RL deri-
vados de oxigeno tienen una vida me-
dia muy corta, se deben detectar a
bajas temperaturas (77°) o con molé-
culas atrapadoras de spin.

Daiio celular mediado por RL

Los radicales libres de oxigeno son
responsables de muchos efectos biols-
gicos. Se forman durante el metabo-
lismo normal, en la fosforilacién oxi-
dativa mitocondrial, ya que el oxige-
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Tabla I. METODOS DE DETECCION
DE RL

1. Indicadores no especificos de daio
celular
Calcio celular '
LDH'
GSH, GSSG *
No captaci6n colorantes vitales *
Malonildialdehido

2. Deteccion radical superéxido (O,).
Espectrofotometria
Formacion de adenocromo
(a partir de adrenalina) *
Reduccion de citocromo C** ¢
Reduccion del Nitroazul de
tetrazolio

3. Deteccion del radical hidroéxilo
(OH)
Deteccion de dimetilsulfoxido®’
Produccién de '* CO, a partir de
benzoato-C **
Hidroxilacién aromatica de benzoa-
to o 4cido hidroxibenzoico *
Formacidn de etileno®

4. Quimoluminiscencia de radicales de
oxigeno

5. Resonancia paramagnética de elec-
trén (EPR) ' !

Abreviaturas: LDH: Lactato deshidrogenasa;
GSH: Glutation reducido; GSSG: Glutation
oxidado.

no molecular (O,) es el dltimo acep-
tor de electrones (Fig. 1). En este pro-
ceso el O, reducido parcialmente no
es dafiino para la célula, al encontrar-
se fuertemente ligado a los sitios acti-
vos de las enzimas mitocondriales,
pero la formacién de RL fuera de esta
localizacién puede resultar en lesion
celular.

Los radicales libres derivados de
oxigeno, son altamente reactivos y tie-
nen una vida media de escasos micro-
segundos. Asi, es muy poco probable
que un RL formado en la mitocondria
pueda danar el DNA celular, pues su
radio de accién es muy corto (30 A
para el radical hidroxilo) '*.

Los RL pueden actuar como oxi-
dantes (robando un electrén) o como
reductores (donando el electrén no
emparejado). Esta es una caracteristi-
ca esencial, pues permite que los RL
den reacciones en cadena, extendién-
dose una reaccién que en un princi-
pio fue localizada. Cuando dos RL
reaccionan entre si puede formarse
una molécula estable. Esta parece ser
la razén por la cual termina una reac-
ci6én en cadena '’. '

Los RL reaccionan con todas las
biomoléculas, pero la reaccién mas es-
tudiada es la que se produce con las
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Fig. 1.—El oxigeno como aceptor de electrones en la fosforilacion oxidativa.
Abreviaturas: O, = Radical superéxido; OH = Radical hidroxilo.

vacion de dichas enzimas; con los gli-
cidos produciendo depolimerizacién
de los polisacdridos y con los 4cidos
nucléicos, causando mutacién o rotu-
ra de las hebras de DNA.

El peréxido de hidrégeno (H,O,)
no es propiamente un RL, pero pue-
de resultar toxico para la célula de
manera similar a éstos y a su vez pue-
de ser origen de RL (Fig. 3) a través
de las reacciones de Haber-Weiss y
de Fenton '*. Estas reacciones son
lentas pero se aceleran con la presen-
cia de hierro, cuya disponibilidad au-
menta durante la isquemia-reperfu-

cadenas laterales de acidos grasos po-
liinsaturados de los fosfolipidos de
membrana.

En esta reaccion (Fig. 2) se produ-
ce la peroxidacién lipidica de estos
acidos grasos que termina en una al-
teracién estructural y funcional de la
membrana celular y la consiguiente
lisis . Los hidroperéxidos lipidicos
formados pueden descomponerse
posteriormente en productos alta-
mente citotoxicos, como son los alde-
hidos .

Ademads de reaccionar con 4cidos
grasos poliinsaturados, los RL reac-
cionan con protefnas, produciendo
oxidacion de las enzimas que contie-

nen sulfhidrilos que lleva a la inacti-  sién*’.
H 0,
— C — + OH+0, ——» — C — + H,0
H
radical peroxilo
o, H 0,H
—C—+ —C— ——p» —C— +— C —
hidroperéxido lipidico
Fig. 2.—Peroxidacién lipidica.
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Fig. 3.—Reacciones de Fenton y Haber-Weiss.

Fe’* + H,O, ——» Fe'" + OH' + OH

0, + O, ————» 0, + OH" + OH

Reaccion de Fenton

Reaccion de Haber-Weiss

Defensa natural contra los
radicales libres "’

Existen en la célula mecanismos de
defensa contra el dano que pueden
inducir los RL. Uno de los mecanis-
mos es evitar el actimulo excesivo de
hierro y cobre, que como metales de
transicion, pueden tener varios nime-
ros de oxidacién y ser origen de radi-
cales. Los RL pueden tener que ver
en la patogenia de la hemocromatosis
y de Ia enfermedad de Wilson '.

La superodxido dismutasa es una en-
zima esencial para la vida aerdbica
que se encuentra en la mitocondria,
donde contiene manganeso y en el ci-
toplasma, donde contiene manganeso
y cobre. Transforma el radical super-
O0xido en peréxido de hidrégeno
(Fig. 4). El per6xido de hidrogeno
puede ser metabolizado por dos enzi-
mas diferentes: la glutation peroxida-
sa, Gnica enzima humana que contie-
ne selenio '*, que oxida el glutation,
reduciendo de esta manera el peroxi-
do de hidrégeno, y la catalasa, que
descompone el H,O, en H,O y O,
(Fig. 5).

Las membranas celulares y las LDL
circulantes poseen ademds tocoferol,
una molécula lipidica, que actiia como
“rompedora” de la reaccién en cade-
na iniciada por los RL. Contiene un
radical OH cuyo atomo de hidrégeno
es facil de separar. De esta manera,
cuando se generan los radicales per-
oxilo y alcéxilo se combinan con este
antioxidante (Fig. 6). Esto convierte
el tocoferol en un nuevo RL, que es
poco reactivo y puede migrar a través
de la membrana y ser convertido de
nuevo en tocoferol al reaccionar con
la vitamina C.

Génesis de los radicales libres
durante isquemia-reperfusion

Durante un periodo de isquemia
se producen en un tejido las condicio-
nes necesarias para que durante la re-
perfusion pueda llegar a producirse
dafio celular por la génesis de RL. Es
muy dificil delimitar qué parte del
dafio celular es debida a la isquemia
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y qué parte es debida a la reperfusion,
pues no puede establecerse un limite
exacto antes del cual no se produce
dano isquémico y después del cual
todo el dafo es por reperfusion y su-
puestamente por la génesis de radica-
les libres.

La secuencia de acontecimientos
puede ser la siguiente: en un tejido
isquémico disminuye o cesa la produc-
cion de ATP. La fosforilacién oxida-
tiva mitocondrial cesa al disminuir la
disponibilidad del dltimo aceptor de
electrones que es el O,. Los depdsitos
celulares de ATP van consumiéndose
y es transformado en ADP y AMP.
La capacidad de regeneracion de ATP
es muy limitada. El AMP va siendo
metabolizado a adenosina y finalmen-
te a hipoxantina, que va acumulando-
se intracelularmente.

El almacén de calcio por el reticu-
lo endoplasmético precisa energia
(ATP), pues se realiza en contra de
gradiente. Cuando la disponibilidad

del ATP es baja el calcio empieza a
acumularse en el citoplasma * y esto
conduce a la activacion de varias pro-
teasas citoplasmdticas. Una de ellas,
probablemente la calpaina, produce la
transformacion irreversible de xantina
deshidrogenasa en xantin-oxidasa,
paso que es clave para la génesis de
radicales libres, pues es la enzima que
va a metabolizar la hipoxantina acu-
mulada (al menos en algunas especies
animales) cuando exista oxigeno’',
pues utiliza esta molécula como acep-
tora de electrones, transformandola
en radical superdxido " *2.

La fosfolipasa A, también se activa
ante el aumento del calcio citoplasmé-
tico >*. Esto permite la iniciacion de
una cascada de reacciones que pue-
den ser la génesis de RL (Fig. 7). El
metabolismo del 4cido araquidonico
(liberado de la membrana celular por
la fosfolipasa A,) por via de la ci-
clooxigenasa produce endoperdxidos
que son RL. La lipooxigenasa, enzima
que puede también metabolizar el aci-
do araquidénico, esta presente en los
leucocitos y convierte el 4cido graso
en leucotrienos que actian como sus-
tancias quimiotacticas y atraen de esta
manera y activan nuevos leucocitos **.

El sistema del complemento es ac-
tivado también por proteasas®’. La
produccién de C;, y de C,, tiene efec-
tos importantes en los leucocitos. La
fraccion C;, es quimiotdctica® y la

0, + 0, +2H"

Fig. 4.—Reaccién catalizada por la superéxido dismutasa.

—» H,0, + O,

2 GSH + H,0,

—+»  GSSG + 2H,0

2H,0,

Fig. 5.—Reacciones catalizadas por las enzimas glutation peroxidasa y catalasa.

» 2H,0 + O,

0,
|

Tocoferol—OH + — C —

Fig. 6.—Reaccion del tocoferol.

—»  Tocoferol—O" + — C —

O,H

|
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6KetoPGFla  TXB2

FOSFOLIPIDOS

ACIDO ARAQUIDONICO

11-HPETE 12-HPETE 5-HPETE
PG(G)H2 12-HETE LT A4
/ \\‘ H.O
PGE2D2 F2a PGI2 TxA2 LTB4 LTC4 GGPT —» LTD4 —» LTE4

Fig. 7.—Metabolismo del dcido araquidonico via ciclooxigenasa y lipooxigenasa.
Abreviaturas: HPETE = Hidroxiperoxieicosatetraenoico, HETE = Hidroxitetraenoico;
GGPT = Gammamaglutamiltranspeptidasa; CG = Cisteinil-glicil-dipeptidasa; LT = Leucotrienos.

b

Glutation CG

fraccion C,, se une a la membrana
celular endotelial donde funcionard
como receptor que serd reconocido
por el leucocito activado ***?’. Tras
la activacién leucocitaria hay un
cambio conformacional en una pro-
tefna de membrana que es un hete-
rodimero, CD11b-CD18 o Mo-1, que
expone la zona activa, que en presen-
cia de magnesio puede ligarse a la
célula endotelial, al C,y;, producién-
dose un actmulo leucocitario que
puede ser origen de radicales li-
bres.

Con la introduccion del O, en la
reperfusiéon muchas de las reacciones
que estaban detenidas pueden reco-
menzar. La xantino-oxidasa metaboli-
za la hipoxantina acumulada a acido
drico, con la generacion de radical su-
perdxido, que después es metaboliza-
do por la superéxido dismutasa. El
perdxido de hidrégeno que se genera
por la SOD (Fig. 4) no es un radical
libre, pero como ya ha quedado seiia-
lado puede ser origen de RL (Fig. 5).
La capacidad celular de metabolizar
el peréxido de hidrégeno se ve sobre-
pasada por su gran produccién. La
reacciéon de Haber-Weiss y Fenton se
acelera debido a que el hierro que se
encuentra unido a la ferritina es libe-
rado al interactuar con el superdxido.
Esto resulta una gran produccién de
radical hidréxilo.

El leucocito polimorfonuclear con-
tiene una enzima NADPH oxidasa en
su superficie, que se activa al contac-
to del leucocito con la célula dia-
na '**"?° La activacién de la enzima
lleva a la produccién local de O,
(Fig. 8). Es asi como a ambos lados
de la membrana celular endotelial se
generan RL.

Hay que anadir ademads la genera-
cién de hipoclorito a partir del leuco-

cito polimorfonuclear, generado por
la accién de la mieloperoxidasa
(Flg 9) 13,27, 31'

El leucocito polimorfonuclear pro-
bablemente tenga un papel funda-
mental en el dafio tisular inducido por
RL*****  Ademads de todas éstas,
existen otras fuentes de RL como son
la autooxidacién de catecolaminas cir-
culantes **, hemoglobina **, flavinas y
ferridoxinas .

Todo el conjunto de reacciones se
encuentra detallado en la figura 10.

Papel de los RL en Cardiologia

Podemos dividir el papel de los RL
en Cardiologia en cuatro apartados:

Isquemia y reperfusion

Tras un periodo de isquemia tisu-
lar, la reperfusion puede originar
dafo celular por varios mecanismos,
entre los cuales cabe citar la produc-
ciéon de RL. Con la técnica de reso-
nancia paramagnética de electron se
ha demostrado la produccién de gran
cantidad de RL derivados del oxigeno
30-60 segundos tras reperfusion pos-
tisquémica '’. Este hecho es impor-
tante hoy en dia debido al uso gene-
ralizado de los agentes tromboliticos
para el tratamiento del infarto agudo
de miocardio.

Arritmias de reperfusion

Uno de los mecanismos propuestos
es el dafo celular inducido por RL *°.

20, + NADPH

» 20, + NADP™ + H'

NADPH oxidasa

Fig. 8.—Reaccion catalizada por la NADPH oxidasa.

mieloperoxidasa

H,0, + CI

Fig. 9.—Reaccion catalizada por la mieloperoxidasa.

» OCI + H,0
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XDH

L~
A CALPAINA

X0
HIPOXANTINA //*_;\———»A. URICO

0, O.  Ferritina
SOD —-»l
H.C, Fet
OH, Fe*

Catecolaminas— Quinonas

0, O

glandina; LT = Leucotrieno.

ADENOSINA -etr——or— AMP -t~ ADP-at—————— ATP

PROTEASAS

Fig. 10.—G¢énesis de los radicales libres en la isquemia-reperfusion.
Abreviaturas: XDH = Xantino deshidrogenasa; XO = Xantino oxidasa; SOD = Superéxido dis-
mutasa; LO = Lipooxigenasa; CO = Ciclooxigenasa; MPO = Mieloperoxidasa; PG = Prosta-

FOSFOLIPASA A2

+

Ac. Araquid. ~ss——— Fosfolip.

LO CO

i
1
' O, (0]
1
C3bi \‘ J
\Quimiotaxis LPMN
NADPH oxidasa MPO

NADPH —' g NADP~  OCI

0, 0.

La peroxidacion lipidica puede alterar
la permeabilidad iénica de la mem-
brana y ser ésta la causa de las arrit-
mias. Hay trabajos que han encontra-
do una reduccién en la incidencia de
fibrilacidn ventricular tras reperfusion
con el uso de superdxido dismutasa,
catalasa, manitol y otros “barredores”
de RL*",

Sin embargo, la lesién por RL no
es el inico mecanismo propuesto para
explicar las arritmias de reperfusion
(Tabla II).

Toxicidad cardiaca por adriamicina

En presencia de oxigeno la adria-
micina reacciona con él, y produce
radical superdxido que puede iniciar
la cascada de reacciones tipica de los
RL. Se han usado muiltiples medios
para evitar la toxicidad de la adriami-
cina, entre los que se encuentran el
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“tocoferol, ubiquinona, acido asc6rbi-
do, adenosina, N-acetilcisteina y que-
lantes del hierro.

Cirugia cardiaca y trasplante
cardiaco

Durante la cirugia con circulacién
extracorpdrea, el corazén permanece
isquémico durante un periodo varia-
ble de tiempo. Se intenta proteger el
dafio isquémico con la realizacion de
la cirugia en hipotermia y con cardio-
plejia hipercaliémica. En el momento
de desclampar la aorta se produce la
reperfusion miocérdica, habitualmen-
te con sangre hiperoxigenada.

Una situacion similar ocurre en el
caso del trasplante cardfaco. Se ha
dado mucha importancia a la protec-
cién del miocardio en el periodo de
isquemia y mucha menos a la protec-
cion del miocardio en la reperfusion.

Tabla II. MECANISMOS
PROPUESTOS PARA EXPLICAR LAS
ARRITMIAS DE REPERFUSION

jiaty

. Daiio inducido por la produccion de RL

2. Liberacion de catecolaminas en zona
reperfundida

3. Liberacion de potasio, hidrogeniones y

lipofosfatidos de las zonas necrosadas

Tabla III. PROCESOS EN LOS QUE
ESTA IMPLICADA LA PRODUCCION
DE RADICALES LIBRES
(TOMADO DE SOUTHORN **)

1, Defensa contra microorganismos

2. Enfermedades inflamatorias

 (artritis reumatoide y ofras)

3. Lesiones puimonares ‘
Toxicidad por oxigeno normobdrico y
displasia broncopulmonar
Sindrome del distress respiratorio del
adulto -

Enfisema pulmonar y tabaquismo

4. Fibroplasia retrolental (retinopatia
del pretérmino)

5. Dario por reperfusion. Corazén

Tubo digestivo ¢ higado
Rif6n y Piel

. Dano cerebrovascular

Arterioesclerosis

. Envejecimiento

. Efectos toxicos (paraquat, tetracloru-

~ ro.de carbono, adriamicina)

10. Carcinogénesis

Nel e W

En teoria los scavengers o barredores
de radicales libres deberian de ser ati-
les, y asi parece demostrarlo algunos
trabajos recientemente publicados: la
presencia de scavengers de RL en el
terreno coronario durante los prime-
ros segundos de la reperfusién es de
vital importancia segiin estos traba-
jos %,
Hay otros procesos de la patologia
humana en los que los radicales libres
son importantes para explicar su pa-
togenia (Tabla IIT)*’.

Vias de tratamiento

Se ha experimentado en modelos
animales el uso de agentes que en
teoria podrian reducir el dafio miocar-
dico producido por los RL (Tabla IV).
Con ellos lo que se intenta es actuar
en alguna de las reacciones ya comen-
tadas en la génesis de los RL tras la
reperfusiéon que sigue a un periodo
de isquemia, bien con la eliminacién
de los que ya se han formado (scaven-
gers) o bien con factores que impidan
su produccion, tanto a partir de la
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Tabla IV. VIAS DE TRATAMIENTO
EXPERIMENTADAS PARA REDUCIR
EL DANO PRODUCIDO POR
RADICALES LIBRES

1. Scavengers de los radicales libres
O,: Superéxido dismutasa *'4™*’
N-2 mercaptopropionilglicina **
H,O3; {Gatalasatis 404
Peroxidasa ***°
OH": Manitol
Dimetilsulf6xido **
Dimetiltiourea

2. Inhibidores de la xantino-oxidasa
Alopurinol **~ ¢!
Oxipurinol * ¢

3. Quelantes del hierro
Desferroxiamina **

4. Agentes antileucocitarios
Anticuerpos antileucocitarios
Hidroxiurea

5. Inhibidores de la quimiotaxis leucoci-
taria y de su acumulacion
Ibuproten *

PGL *’
Nafazatrom **
BW 755C %
Propulgallate

6. Bloqueantes de la adhesién
leucocitaria
Aanticuerpo antiMo-17

7. Antioxidantes
a Tocoferol
Glutation
Coenzima Q,,"*

8. Precursores del glutation
N-acetilcisteina ™

64, 65

Tabla V. POSIBLES MECANISMOS
DE LA VARIABILIDAD DE LOS
DATOS EXPERIMENTALES

—_

. Controles inadecuados

2. Agentes terapéuticos no puros o dosis
inadecuadas

3. Contenido miocardico de xantino-oxi-
dasa variable segiin las especies

4. Efecto del flujo colateral en el tamaino
del infarto

S. Duracién del efecto del salvado

6. Accién intra o extracelular de los sca-

vengers

célula endotelial como del leucocito
polimorfonuclear. Con algunas excep-
ciones, la mayoria de los agentes son
eficaces en la disminucién del dafo
inducido por la génesis de los RL,
aunque los resultados son todavia dis-
cordantes. Ello hace que sean necesa-
rios mas datos de experimentacion an-
tes de comenzar con ensayos clinicos
humanos. Las causas mas importantes

de los resultados discrepantes se enu-
meran en la tabla V *°.

Perspectivas para el futuro

Es conocida la corta vida media de
algunos de los scavengers de radicales
libres, como la SOD, cuya vida media
es de aproximadamente 10 minutos.
Este hecho puede impedir a la enzi-
ma cruzar la membrana lipidica celu-
lar e impedir su accién intracelular.
La unién covalente de la enzima con
polietilenglicol retrasa su excrecién
renal aumentando de esta manera su
vida media. Este hecho puede aumen-
tar la eficacia de la SOD °.

La SOD vy catalasa con polietilen-
glicol puede penetrar al interior de la
célula isquémica, aunque con lentitud.
Una manera de acelerar la entrada es
encubrirlas con liposomas ’*. La capa
de lipidos se fija a la membrana celu-
lar o es captada por endocitosis. Es-
tas formas de enzimas no se compor-
tan sin embargo como scavengers fue-
ra de la célula. La combinacién de
este tipo de preparacion junto con en-
zimas con polietilenglicol puede ser
altamente eficaz en el tratamiento del
dafio miocérdico inducido por radica-
les libres en la reperfusion.
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Oxygen-derived free radicals are highly reactive molecules characterized by the presence of an unpaired electron in one of its
outer orbitals. They have been found responsible for some pathologic phenomenons which in the field of cardiology, occurs during tissue
reperfusion of a previously ischemic area. Ischemia predisposes an outburst in the production of these molecules upon the reintroduc-
tion of oxygen during reperfusion. Animal experimental models have been designed to reduce the damages induced by free radicals
using various pharmacologic agents. It is probable that these agents may form a part of the conventional treatment of certain cardiac
pathologies in the future.
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