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Estrés oxidativo y nitrosativo como
mecanismo de dano al hepatocito
producido por el metabolismo del
etanol

Los radicales libres derivados del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS) son
moléculas muy reactivas que pueden reaccionar con las macromoléculas
de la célula y provocarle un dafio irreversible. Dentro del hepatocito,
el etanol es oxidado a acetaldehido por medio de tres sistemas: a) en el
citosol por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH); b) en el reticulo
endoplasmico por el citocromo P450 (CYP2ET), y ¢) en los peroxisomas
por la enzima catalasa. El acetaldehido es oxidado en la mitocondria
por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) para generar acetato.
Las consecuencias metabdlicas de la oxidacién por el etanol incluyen
una alteracién del equilibrio redox citoplasmico y mitocondrial que
genera alta produccién de radicales libres derivados del oxigeno y del
nitrégeno, principalmente en la cadena respiratoria de las mitocondrias.
La produccién de éstos puede sobrepasar las defensas antioxidantes y
ocasiona el llamado estrés oxidativo junto con estrés nitrosativo, ambos
capaces de dafiar a todos los componentes macromoleculares de la célula
y provocar su muerte al activar el mecanismo de apoptosis.

acetaldehido, estrés oxidativo, estrés nitrosativo, meta-
bolismo del etanol, radicales libres.

Oxidative and Nitrosative Stress as
Mechanism of Hepatocyte Damage
Produced by Ethanol Metabolism

Free radicals derived from reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (RNS) are highly reactive molecules, which usually reacts
with cell macromolecules producing irreversible cell damage. Ethanol is
oxidized to acetaldehyde within hepatocytes through three main systems:
a) by alcohol dehydrogenase (ADH), an enzymatic reaction carried out
in the cytosol; b) by cytochrome P450 (CYP2E1) within endoplasmic
reticulum, and ¢) by catalase enzyme within the peroxisomes. Acetalde-
hyde is oxidized in the mitochondria by aldehyde dehydrogenase (ALDH)
producing acetate. The metabolic sub-products derived from ethanol
oxidation include an alteration of the redox balance; both at cytoplasm
and mitochondria level, thus generating a high ROS and RNS production
mainly at mitochondria’s electron transport chain (or respiratory chain).
ROS and RNS over-production can lead to oxidative/nitrosative stress with
a high potential to damage macromolecular cell components inducing
cell death through the activation of apoptosis mechanism.

oxidative stress, nitrosative stress, acetaldehyde, ethanol
metabolism, free radicals.
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El alcoholismo es una enfermedad que se
distingue por el consumo de alcohol (eta-
nol) de manera aguda o crénica, y es uno de
los principales problemas de salud publica
mundial y causa importante de morbilidad y
mortalidad en la poblacién econémicamente
activa. Mientras que la ingestion moderada de
pequeias cantidades de etanol parece tener
un efecto benéfico para la salud, en especial
para el sistema cardiovascular, el consumo de
grandes cantidades ejerce un efecto dafino para
el higado, el pancreas, el corazén y el sistema
nervioso; ademas de que se ha reconocido su
influencia en otro tipo de enfermedades como
el cancer."El alcoholismo agudo es una de
las primeras causas de muerte en la poblacién
adulta joven y la primera causa directa de
accidentes de transito, asi como de ausencia
laboral y violencia urbana. Esto se traduce en
pérdidas humanas y materiales que afectan
directamente a la economia familiar y a la de
un pafs en general.'*

El alcoholismo crénico es una de las prin-
cipales causas de enfermedad hepdtica y
representa un serio problema de salud publica
mundial. Se describen tres tipos histolégicos de
dano hepético provocados por el etanol, que
a menudo se superponen: a) higado graso; b)
hepatitis alcohdlica y ¢) cirrosis hepatica. El
higado graso se distingue por la acumulacion
de acidos grasos en el hepatocito, que puede
ser reversible y es posterior a la ingestion
aguda de etanol. La hepatitis alcohdlica pue-
de ser reversible y se distingue por necrosis e
inflamacion del tejido hepatico, mientras que
en la cirrosis ya existe esclerosis pericentral
en el lobulillo hepatico con amplias zonas de
necrosis y fibrosis.>”

El principal sitio en donde se lleva a cabo el
metabolismo del etanol es el higado; sin em-
bargo, algunos otros érganos también pueden
metabolizarlo, lo que provoca dafio local. En el

Volumen 30, NGm. 3, mayo-junio, 2014

higado, la principal via metabdlica para eliminar
el etanol implica su oxidacién a acetaldehido
por medio de la enzima alcohol deshidrogenasa
localizada en el citosol. Otras vias de oxidacion
del etanol que se consideran menores existen en
el reticulo endoplasmico, sitio en el que actda
el citocromo P450-2E1 (CYP2E1), y la enzima
catalasa en los peroxisomas.>”

El acetaldehido obtenido de estas reacciones
pasa a la mitocondria, donde es metabolizado
por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH)
y convertido en acetato.?*”® La oxidacion del
etanol a acetaldehido y de éste a acetato se
Ileva a cabo por medio de la reduccién del
NAD* a NADH en el citosol y la mitocondria,
respectivamente, lo que produce un importante
cambio en el ambiente redox total de la célula
que estd relacionado con diversas alteraciones
metabdlicas, entre las que se encuentra la
generacion de un exceso de radicales libres
derivados del oxigeno y del nitrégeno, que
constituyen agentes prooxidantes muy daninos
para el hepatocito.*®*

Cuando en la célula ocurre un desequilibrio
entre agentes prooxidantes y sistemas antioxi-
dantes, se genera un proceso conocido como
estrés oxidativo, que se distingue por exceso
de especies reactivas llamadas radicales libres
(principalmente derivadas del oxigeno y del
nitrégeno), o por la disminucion en los mecanis-
mos de eliminacion de radicales libres (Ilamados
antioxidantes). Durante el estrés oxidativo, los
radicales libres reaccionan con las principales
macromoléculas de la célula, como son las pro-
teinas, los 4cidos grasos, los carbohidratos y los
acidos nucleicos (ADN y ARN) dafiando su es-
tructura y su funcién biolégica. De esta manera,
el estrés oxidativo afecta considerablemente la
célula, alterando diversos procesos bioquimicos
que derivan en la activacion del mecanismo de
muerte celular programada, conocida también
como apoptosis.*?!!
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Una vez que se ingiere, el etanol pasa al sistema
digestivo; 30% de él es absorbido por el estéma-
go y el resto por el duodeno y el yeyuno; de ahi
pasa al torrente sanguineo a través de las venas
que forman la vena porta y de esta manera llega
al higado. En el torrente sanguineo el etanol se
distribuye a todos los fluidos corporales, sus
propiedades quimicas le permiten atravesar li-
bremente las membranas celulares. En el higado
se metaboliza 80 a 90% del etanol, mientras que
s6lo una minima parte se oxida en otros 6rganos,
como el tubo gastrointestinal, los pulmones, el
rindén y el cerebro.*” -1

El etanol es oxidado por el hepatocito en dos
pasos consecutivos: la conversion de etanol a
acetaldehido y de este Gltimo a acetato.**1-14

En el hepatocito existen tres vias metabdlicas
que oxidan al etanol a acetaldehido: a) en el
citosol por medio de la enzima alcohol des-
hidrogenasa b) por el citocromo P450-2ET
(CYP2ET) localizado en el reticulo endoplas-
mico y ¢) en los peroxisomas por medio de la
enzima catalasa. El acetaldehido obtenido por
esas tres vias es oxidado a acetato por la enzima
aldehido deshidrogenasa de la mitocondria. El
acetato asi formado es liberado a la circulacién
general, en donde lo utiliza el resto de los te-
jidos y 6rganos.*”1>* Ademds, aunque menos
importante, se ha descrito una via no oxidativa
de etanol en la que este compuesto reacciona
con acidos grasos formando etil éster de acidos
grasos y fosfatidil etanol, que son compuestos
sumamente toxicos para diversos tipos celulares
y tejidos.'

De los tres sistemas enzimdticos de oxidacion
del etanol descritos, la principal via metabdlica
de eliminacion del etanol en condiciones nor-
males es la enzima alcohol deshidrogenasa, que
junto con la enzima aldehido deshidrogenasa

se encarga de convertir cerca de 80 a 90% del
etanol a acetato.”'3*

En la oxidacién del etanol catalizada por la
enzima alcohol deshidrogenasa se transfiere
el hidrégeno del sustrato al cofactor NAD*,
transformandolo en NADH y produciendo ace-
taldehido. El hecho de que aumente el cociente
NADH:NAD" tiene repercusiones en el estado
redox del hepatocito, porque crece el flujo de
electrones a través de la cadena respiratoria
mitocondrial, lo que se considera un factor
determinante del dafio hepatico generado por
este toxico.*7 1214

La ingestién crénica de etanol promueve en
el hepatocito la proliferacién del reticulo en-
doplasmatico que potencia la capacidad de
metabolizar etanol.'3'51820 | o anterior se debe a
que en el reticulo endoplasmico existe la isofor-
ma del citocromo P450 inducible por el etanol,
que es el citocromo P450-2E1 (CYP4502E1), un
sistema capaz de oxidar etanol y adaptarse a la
administracién crénica de éste. El citocromo
P4502E1 utiliza NADPH y oxigeno molecular
para oxidar el etanol en acetaldehido con pro-
duccién de NADP*; por lo que contribuye a
alterar el equilibrio redox en la célula.'*'®

Ademads, la catalasa que se localiza en los
peroxisomas puede oxidar etanol usando una
molécula de peréxido de hidrégeno; en con-
diciones fisiologicas, la oxidacion del etanol
por la catalasa no tiene un papel relevante en
su eliminacioén; sin embargo, en el alcoholismo
crénico parece tener un papel mas destacado,
principalmente en 6rganos extrahepéticos, como
el sistema nervioso.'3'8

El exceso de equivalentes reductores produci-
dos durante la oxidacién del etanol da lugar
a toda una serie de trastornos metabdlicos,
como la estimulacion de la lipogénesis que,
junto con la disminucion de la actividad del
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ciclo del 4cido citrico y de la oxidacién de
acidos grasos, favorece la acumulacién de
triglicéridos; lo que explicaria el depésito de
vacuolas lipidicas observado en el citoplasma
de los hepatocitos durante la esteatosis por
consumo de etanol.>” "

El acetaldehido producido por las tres vias me-
tabdlicas descritas es metabolizado a acetato
por la enzima acetaldehido deshidrogenasa,
que en el hepatocito se encuentra en la mito-
condria con baja afinidad por el acetaldehido
(baja Km, que es la afinidad que tiene la enzima
por su sustrato, a medida que Km es mayor, la
afinidad es menor) y en el citoplasma (con alta
Km y cuyo papel fisiolégico en el metabolismo
del acetaldehido es de poca relevancia). Esta
enzima necesita del NAD* como cofactor para
oxidar al acetaldehido, por lo que las pozas
internas de NADH se incrementan dentro de
la mitocondria.'>1>17-20

En condiciones normales, una vez que se in-
giere etanol, las concentraciones en plasma de
acetaldehido son indetectables, porque existe
adecuada actividad de la enzima aldehido
deshidrogenasa. En los alcohdlicos crénicos, las
concentraciones plasmaticas de acetaldehido
son mds elevadas debido a la menor actividad
de la aldehido deshidrogenasa mitocondrial;
efecto que se correlaciona con la gravedad del
dafio hepatico.’ 152022 Ademas, hay otras enzi-
mas capaces de metabolizar el acetaldehido,
como la xantina oxidasa (XO) y la aldehido oxi-
dasa (AO). Se ha reportado que la baja afinidad
de la xantina oxidasa para el acetaldehido es
mayor de 30 mM, mientras que la de la aldehido
oxidasa es de 1 mM; por tanto, es de prever
que en concentraciones relativamente bajas de
acetaldehido (200 uM), su metabolismo ocurra
preferentemente via ALDH>AO>XO. 18192324
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La oxidacién del etanol aumenta la demanda
de oxigeno por parte del hepatocito. Como
producto directo de la oxidacién del etanol
a acetaldehido, se genera un exceso de equi-
valentes reductores en el citosol (donde se
localiza la enzima alcohol deshidrogenasa que
estd oxidando al etanol). Estos equivalentes
reductores no se pueden oxidar directamente
en la mitocondria porque sus membranas son
impermeables al NADH. Por ello el proceso
de reoxidacion mitocondrial del NAD* es in-
directo y se lleva a cabo mediante los sistemas
lanzadera-sustrato cuya funcién es llevar los
reaccionantes reducidos de las deshidrogenasas
desde el citosol a las mitocondrias, oxidarlos vy,
finalmente, transportarlos ya oxidados al citosol.
Este proceso acrecienta importantemente el con-
sumo de oxigeno en las mitocondrias; ademas,
la oxidacion del NADH generada por la oxida-
cién del etanol a acetaldehido por medio de la
enzima alcohol deshidrogenasa y éste ultimo
por via de la enzima aldehido deshidrogenasa
que esta en la mitocondria estimula atin mas el
consumo de oxigeno en la cadena respiratoria
por el incremento de los equivalentes reductores
y la alteracion del equilibrio redox.*7:-12

El aumento en el consumo de oxigeno en la
cadena respiratoria debido al metabolismo
del etanol provoca la generacién de especies
quimicas sumamente reactivas conocidas
como radicales libres, que afectan de manera
importante a las macromoléculas que estan en
la célula, ademds de interferir con su metabo-
lismo y funciones generales al ocasionar una
condicién metabdlica llamada estrés oxidativo
y estrés nitrosante, que desencadena diversas
alteraciones en los procesos bioquimicos de la
célula que pueden terminar en la activacion del
proceso de apoptosis.*719-22
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Se define como radical libre a un atomo, mo-
lécula o compuesto que contiene un electrén
desapareado en su orbital exterior. Ese electrén
le confiere gran inestabilidad y un alto poder
oxidante o reductor, lo que los hace reaccionar
de inmediato con otras moléculas o sustancias
que estén cercanas para aparearse con ellas y
lograr estabilidad. Para alcanzar un estado quimi-
co mas estable, los radicales libres pueden robar
un atomo de hidrégeno, ligarse quimicamente
a otra molécula, o actuar reciprocamente con
otros radicales libres.?3-2¢

Debido a que los radicales libres son entes
quimicos muy inestables, intentan equilibrarse
reaccionando con otros atomos o moléculas
cercanos, alterando asi las biomoléculas
(proteinas, carbohidratos, lipidos, dcidos nu-
cleicos, etc.) en la célula cuando se producen
dentro de ésta o son generados por fuentes ex-
ternas a la misma. Se ha descrito que existen al
menos cuatro formas principales de reacciones
quimicas que puede realizar un radical libre:

1. Robo de hidrégeno. En este meca-
nismo, el radical libre interactda con
otra molécula que funciona como un
donador de hidrégeno. Como resulta-
do, el radical libre se une a un atomo
de hidrégeno y se hace mas estable,
mientras que el donante se convierte
en un radical libre.

2. Adicion. En este caso, el radical libre se
une a una molécula mas estable, lo que
convierte a la molécula receptora en un
radical libre.

3. Terminacién. En donde dos radicales
libres reaccionan entre si para formar un
compuesto mas estable.

4. Desproporcion. Consiste en que dos radi-
cales libres idénticos entre si reaccionan
entre ellos mismos, pero uno actda como
donador y el otro como aceptor de elec-
trones y, de esta manera, se forman dos
moléculas mas estables.

Los radicales libres de importancia para los seres
vivos se clasifican de acuerdo con el tipo de
atomo del que provienen (Cuadro 1). Asi, existen
radicales libres derivados del oxigeno (también
Ilamados especies reactivas derivadas del oxi-
geno o ROS) y los radicales libres derivados del
nitrégeno (también [lamados especies reactivas
derivadas del nitr6geno o RNS). A su vez, ambos
muestran varios tipos de prorradicales, que son
moléculas que, bajo ciertas circunstancias, pue-
den convertirse en radicales libres.'*23%

Un elemento quimico frecuentemente im-
plicado en la formacion de radicales libres

Principales especies reactivas derivadas del oxi-
geno y del nitrégeno y sus correspondientes prorradicales

Especies reactivas derivadas del oxigeno

Radical libre Prorradical

Superéxido (O, ) Peréxido de hidrégeno (H,0,)
Radical hidroxilo (OHe) Acido hipocloroso (HOCI)
Radical peroxilo (R-O,*) Acido hipobromoso (HOBr)
Radical alcoxilo (ROe)  Ozono (O,)

Hidroperoxilo (HO,®)  Oxigeno singulete ('Ag)

Especies reactivas derivadas del nitrégeno
Radical libre
Oxido nitrico (NOe)
Diéxido de nitr6geno
(NO, )

Prorradical
Acido nitroso (HNO,)
Cation nitrosilo (NO+)

Anién nitrosilo (NO-)
Tetroxido de dinitrégeno (N,O,)
Triéxido de dinitrégeno (N,O,)
Peroxinitrito (ONOO-)

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Cation nitrilo (NO, )
Alquil-peroxinitrito (R-OONO)
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es el oxigeno. El oxigeno molecular (O,) es
esencial en la célula dado el papel que juega
en la cadena respiratoria, pues es responsable
de la produccion de adenosin trifosfato (ATP),
requerido para todas las funciones celulares. En
la cadena respiratoria, la molécula de oxigeno
puede aceptar un total de cuatro electrones y
sus correspondientes protones, uno a la vez, lo
que genera dos moléculas de agua. Durante este
proceso, se forman consecutivamente radicales
libres derivados de oxigeno como productos
intermedios en la cadena respiratoria; sin
embargo, debido a que son compuestos muy
inestables y rapidamente pueden reaccionar
agregando electrones o protones, se convierten
en agua antes de que puedan danar a la célula.
De todo el oxigeno molecular que pasa por la
cadena respiratoria, s6lo 2 a 3% se transforma
en radicales libres.23-%7

La cadena respiratoria en las mitocondrias es
la principal fuente de radicales libres deriva-
dos del oxigeno en el organismo; no obstante,
existen otras reacciones de 6xido-reduccién
localizadas en distintos organitos intracelulares
y que son catalizadas por las enzimas NADPH
reductasa, la xantino-oxidasa, la citocromo C
reductasa y otras deshidrogenasas que también
generan radicales. Los principales radicales
libres derivados del oxigeno que se producen
son el superéxido (O,e-), el radical hidroxilo
(OHe) y el radical peréxido (O,7), que normal-
mente existe como el prorradical peréxido de
hidrégeno (H,0,) que proviene del O, ¢~ y tiene
la capacidad de formar radicales libres deriva-
dos del oxigeno cuando las condiciones le son
favorables. El O,*-y el H,O, son téxicos para
las células, el mas reactivo y potencialmente
mas dafiino es el radical hidroxilo, que puede
generarse espontdneamente por dos reacciones
catalizadas por un metal de transicién en una
reaccion llamada de tipo Fenton, o a partir
del H,O, y del O,*-, en una reaccién de tipo
Haber-Weiss.?>2
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En condiciones extremas del metabolismo
intermedio, la funcién y la integridad de las
membranas mitocondriales se ven comprometi-
das por el “ataque” a los lipidos de la membrana
originado por las especies reactivas derivadas
de oxigeno, lo que puede ocasionar un escape
de estas especies desde la mitocondria hacia el
medio citoplasmatico, acrecentando progresiva-
mente el dafio a la célula que puede expresarse
como inactivacién de enzimas que son esencia-
les en las rutas metabdlicas; inducir mutaciones
en el ADN, o cualquier otra alteracién en los
procesos biolégicos de las células.?>253°

El radical que mas atenciéon ha tenido en los
Gltimos tiempos es el 6xido nitrico (NOe). Es
un gas sumamente difusible, soluble en lipidos
y de vida corta, generado a partir de la conver-
si6n de L-arginina en L-citrulina a través de la
enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), de la cual
se conocen tres isoformas: neuronal (nNOS),
endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). La nNOS
y la eNOS son enzimas constitutivas reguladas
en relacién con su actividad, mientras que la
iNOS es regulada transcripcionalmente. Todas
las enzimas 6xido nitrico sintasa que se encuen-
tran en los mamiferos son hemoproteinas que
requieren nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH) y oxigeno para producir 6xido
nitrico, y usan flavin adenin dinucleétido (FAD) y
flavin mononucleétido (FMN) como cofactores.
El 6xido nitrico media efectos fisiolégicos cuan-
do se produce en bajas cantidades; sin embargo,
también esta involucrado en la citotoxicidad
cuando se genera en exceso.2*!

Debido a que el 6xido nitrico es un gas suma-
mente difusible y no puede ser almacenado en el
organismo, cuando una célula lo produce escapa
através de la membrana celulary se difunde a las
proximidades. Esa misma propiedad de atravesar
las membranas permite al 6xido nitrico afectar a
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otras células sin necesidad de receptores en la
superficie. Se trata, por tanto, de una molécula-
sefal que puede ser liberada desde cualquier
parte de la célula y actuar sobre la misma célula
que la produce o cualquier otra en las proximida-
des que pueda responder a ella.'*3539 También
esta molécula es sumamente reactiva para los
centros hemo de las proteinas que controlan el
tono vascular, por lo que tiene un papel muy
importante en la regulacién del calibre vascular
controlado por este tipo de mecanismos.?'-3¢

Para lograr tal diversidad de efectos, el éxido ni-
trico puede unirse covalentemente a metales de
transicion o a los grupos tiol de los aminoacidos
de las proteinas y producir moléculas “activadas”
a las que la célula sea sensible.>'=¢Este tipo de
moléculas puede modificar directamente la acti-
vidad de una enzima o receptor membranal que,
bajo ciertas circunstancias, alteran la trascripcién
de una proteina determinada.?3-2>30-3¢

Ademas, en los medios intracelular y extracelu-
lar, si la produccién de éxido nitrico es mayor a
lo normal o continua, puede existir un “acerca-
miento” molecular entre éste y el oxigeno para
formar nitrito y nitrato; este Gltimo reaccionaria
rapidamente con el anién superéxido (O,e")
para dar origen al peroxinitrito (ONOO-), mis-
mo que es una molécula sumamente reactiva
capaz de hidroxilar o nitrosilar los grupos sul-
fhidrilos y tioéster de las proteinas y lipidos, lo
que dana a la célula e induce la oxidacién de
lipoproteinas, fragmenta las moléculas de ADN,
disminuye los sistemas antioxidantes de la célula
y ocasiona nitriacion de proteinas clave en los
sistemas de senalizacién inter e intracelulares,
entre otras.’** El ONOO- crea un conjugado
en equilibrio con su forma acida (ONOOH),
que se descompone en radical hidroxilo (OHe)
y diéxido de nitrégeno (NO,e). Este Gltimo
es mucho mas reactivo que el éxido nitrico y
tiende a alterar rdpidamente los grupos tiol de
las proteinas, por lo que, junto con el OHe, son

una pareja de radicales libres muy téxica para
la célula.?2536-39

Una vez que se forman los radicales libres, éstos
“atacan” a las principales macromoléculas de
la célula y modifican su estructura, actividad o
ambas, que resulta en la alteracién general de los
organitos celulares. De esta forma, los radicales
libres derivados del oxigeno peroxidan los 4ci-
dos grasos de las membranas biolégicas, lo que
dafa su fluidez y permeabilidad; ademdas de que
puede alterar [a unién de enzimas y receptores
a la membrana.?%3839 | as especies reactivas de
nitrégeno pueden nitrosilar diversas macromolé-
culas y alterar su estructura, como es el caso de
las moléculas de ADN en donde provocan, junto
con las especies reactivas de oxigeno, rotura de
la cadena de nucleétidos; si el dafio es extenso,
la célula sera incapaz de funcionar y morird, ya
sea por necrosis o apoptosis en donde la mem-
brana celular y otros organelos son “atacados”
por los radicales libres derivados del oxigeno y
del nitrégeno, poniendo en riesgo la integridad
del tejido y, en su caso, el 6rgano afectado.’*!

Debido a que los radicales libres derivados del
oxigeno y del nitrégeno se originan naturalmente
durante los procesos metabélicos de la célula;
ésta ha desarrollado diversos mecanismos de
proteccion que previenen su formacién o pro-
mueven la detoxificacion. Un antioxidante es
una estructura molecular capaz de prevenir o
evitar la oxidacién de otra molécula, ya sea por
interaccion y estabilizacion de especies reactivas
o por la transformacion de éstas en configuracio-
nes mas estables y de reactividad reducida. Los
antioxidantes representan un grupo variado de
elementos que tienen una funcién homeostatica
de gran importancia, como es el control de las
concentraciones fisiolégicas de radicales libres,
manteniéndolos por debajo de sus umbrales
citotoxicos. 224244
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Los antioxidantes biolégicos pueden dividirse
en dos grandes grupos de moléculas: a) las
que tienen una estructura compleja y elevado
peso molecular, que constituyen el grupo de las
enzimas antioxidantes; y b) antioxidantes de
menor tamafio y peso molecular, entre los que
se encuentran: vitaminas E y C, glutation redu-
cido (GSH), acido Urico, carotenos, compuestos
fendlicos, etc. A cada uno de ellos corresponde
la estabilizacion de uno o mas radicales libres
en el compartimento celular adecuado.?32>-2743-45

Las enzimas conforman el grupo de compuestos
con propiedades antioxidantes mas importante;
de ellas, se estudian principalmente la enzima
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y la
glutation peroxidasa (GPX), ya que actdan en
sincronizacién para reducir o eliminar eficiente-
mente a los radicales libres O,¢~y al H,O, para
transformarlos en agua y oxigeno. Al mismo
tiempo, estas enzimas evitan la interaccién en-
tre los anteriores radicales libres en presencia o
ausencia de metales de transicion y, asi, inhiben
la produccién del més reactivo, que es el radical
hidroxilo que puede formarse a través de las
reacciones tipo Haber-Weiss y Fenton. Al inhibir
la formacién de O, e~ disminuye la probabilidad
de la interaccion entre esta molécula y el éxido
nitrico, evitando la formacién de ONOO-y otros
radicales libres.232°-27.43-45

La superoxido dismutasa, la catalasa y la gluta-
tion peroxidasa son las enzimas antioxidantes
mas importantes que juegan un papel muy
destacado como sistemas de desintoxicacion
dentro de las células, particularmente en el
hepatocito.?>2°

La enzima superéxido dismutasa se encarga de
la dismutacion de radicales O,¢~a H,O,; esta
Gltima molécula, aunque mas estable, sigue te-
niendo una alta reactividad. Existen dos variantes
moleculares de la enzima: Cu/Zn-SOD, locali-
zada en el citosol con una variante extracelular;
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y la Mn-SOD que se localiza en la mitocondria.
Una vez producido el H,O,, por accién de la
superoxido dismutasa, entra en juego la catalasa,
que se encarga de la dismutacién y peroxidacion
de dos moléculas de H,O, para producir oxige-
no y agua. Por su parte, la glutatién peroxidasa
elimina hidroperéxidos y peréxidos orgénicos
(ROOH) al mismo tiempo que oxida su sustrato
fisiolégico, el glutation reducido (GSH) a gluta-
tion oxidado (GSSQ). Esta enzima muestra una
afinidad disminuida para el H,0,, se encarga
de la degradacién del H,O, a concentraciones
bajas y actiia como mecanismo complementario
de la catalasa.?*?¢

Por su parte, las pequefias moléculas antioxidan-
tes, como las vitaminas C y E, el 4cido urico y el
glutation, entre otras, juegan un papel muy im-
portante como antioxidantes celulares, porque el
mecanismo de accién de algunas (por ejemplo,
las vitaminas C y E y los B-carotenos) se basa en
ser “atrapadores”, lo que significa que interac-
tian directamente con ellas para neutralizarlas
o disminuir su reactividad.?3-27:39-45

Cuando los mecanismos antioxidantes son in-
suficientes para contener a los radicales libres
derivados del oxigeno o nitrégeno, se da lugar a
una condicién conocida como estrés oxidativo o
estrés nitrosativo, que puede ser de tal magnitud
que termine por afectar las funciones principa-
les de la célula e inducir su muerte, ya sea por
necrosis o por apoptosis.

En los seres vivos, la concentracion de radi-
cales libres derivados de oxigeno y nitrégeno
es normalmente muy baja y rara vez adquiere
valores lo suficientemente altos para provocar
una reaccion que altere a una molécula vecina.
El equilibrio oxidativo del organismo humano es
fundamental para la regulacién metabdlica, por
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lo que si el equilibrio entre los sistemas oxidantes
y los antioxidantes se modifica a favor de los pri-
meros, por la produccién excesiva de radicales
libres derivados de oxigeno y nitrégeno, junto
con el debilitamiento de los sistemas antioxidan-
tes, entonces se induce una situacién conocida
como estrés oxidativo o nitrosativo.'0:23-27,38:4243

El estrés oxidativo es un término que esta rela-
cionado con el incremento en la produccién de
radicales libres derivados del oxigeno y con una
baja proteccién antioxidante provocada por la
disminucion de las enzimas antioxidantes o de
los antioxidantes de bajo peso molecular. Puede
detectarse en la célula a través de la medicién
de los productos de las reacciones oxidativas
que tienen los radicales con las macromolé-
culas (peroxidacion lipidica, oxidacion del
ADN, oxidacién de proteinas, etc.), mediante
la reduccion de moléculas antioxidantes o por
la modificacion de la actividad de las enzimas
antioxidantes.?3-274243

Una vez que se conocio la accién oxidativa
del 6xido nitrico y el hecho de que puede
formar un oxidante altamente poderoso como
el ONOO- al unirse con el radical O,*-, se ha
vinculado invariablemente al estrés oxidativo
con el estrés nitrosativo, que es un término que
denota el exceso de radicales libres derivados
del nitrogeno 25284245

Los principales efectos citotdxicos generados por
el estrés oxidativo-nitrosativo son consecuencia
de la interaccién de los radicales libres deriva-
dos del oxigeno y del nitrégeno con los lipidos
de las membranas celulares, las proteinas y los
acidos nucleicos. Uno de los dafos mas repre-
sentativos es la peroxidacién de los lipidos de las
membranas biolégicas (por ejemplo: membrana
celular, membranas mitocondriales, membrana
del reticulo endoplasmico, etc.).23-27:3842-45 | os
acidos grasos poliinsaturados que se encuentran
en las membranas biolégicas son especialmente

vulnerables a la oxidacién debido a que tienen
en su estructura dobles enlaces C=C, lo que
hace que sean extremadamente sensibles a la
agresion de los radicales libres derivados del
oxigeno y las especies reactivas no radicales.
El proceso que resulta del ataque a los lipidos
de membrana por parte de los radicales libres
derivados del oxigeno se conoce como peroxi-
dacion lipidica o lipoperoxidacion y tiene como
producto final al malondialdehido (MDA).3842-45
Este tiene bajo peso molecular, es de cardcter
aldehidico y se genera como producto final
durante la lipoperoxidacién. La toxicidad del
malondialdehido se debe a su alta reactividad
con las proteinas y con el ADN, en donde forma
productos modificados de las bases nitrogenadas
como la pirimidopurinona, que es sumamente
mutagénica y carcinogénica.** Cuando se
establece el estrés oxidativo-nitrosativo, el dafo
se observa inicialmente en las macromoléculas
y posteriormente en la funcion de los distintos
organitos intracelulares, y puede culminar en
apoptosis, con la resultante muerte celular. 384345

El consumo de etanol es un detonante muy
importante para la generacién de estrés oxi-
dativo-nitrosativo en el hepatocito, y ya sea a
corto o a largo plazo, puede desencadenar la
muerte de la célula, el tejido y el organismo en
general. Algunos factores que estan involucrados
en la generacién de estrés oxidativo-nitrosativo
por etanol son: 7) cambios en el estado redox
intracelular como resultado del metabolismo
oxidativo del etanol; 2) hipoxia celular, porque
las alteraciones en el metabolismo redox afectan
el consumo de oxigeno y la produccion de ade-
nosin trifosfato en la mitocondria. 681314

La oxidacion del etanol en el citosol por medio
de la enzima alcohol deshidrogenasa y en el
reticulo endopldsmico por medio del CYP2ET
utiliza como cofactor una molécula de NAD
(o NADPH, respectivamente), convirtiéndola
en NADH (o NADP, en su caso) para producir
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acetaldehido (Figura 1). El acetaldehido ingresa a
la mitocondria, en donde se convierte en acetato
por medio de la enzima aldehido deshidrogenasa
usando una molécula de NAD* (que se trans-
forma en NADH) como cofactor. El aumento en
los cocientes NADH/NAD* y NADPH/NADP
provoca una alteracién en el estado redox del
citosol y de la mitocondria, lo que a su vez
incrementa las relaciones lactato-piruvato y
B-hidroxibutirato-acetoacetato, respectivamen-
te.**8 En la mitocondria, la oxidacion del NADH
estimula el consumo de oxigeno en la cadena
respiratoria que genera un exceso de radicales li-
bres derivados del oxigeno, lo que puede generar
radicales libres derivados del nitrégeno (Figura
1). Ademas, los sistemas lanzadera-sustrato
de la mitocondria hacen que los equivalentes
reductores generados extramitocondrialmente
por la oxidacién del etanol pasen a la cadena
respiratoria, en donde elevan aiin més la de-
manda de oxigeno, con el resultante aumento
en la produccién de radicales libres derivados
del oxigeno en la mitocondria y la induccién de
un estado de hipoxia.*¢829

El radical O, - creado por la cadena respiratoria
mitocondrial es desintoxicado por la enzima
superdxido dismutasa, que lo convierte en H,0,,
mismo que, si no es transformado a H,O por la
glutatién peroxidasa (usando como cofactor al
glutatién reducido), puede reaccionar con meta-
les (por ejemplo, hierro o cobre) mediante Fenton
y generar radicales hidroxilo. Con el consumo de
etanol se incrementa la produccién de radicales
libres derivados de oxigeno intramitocondriales,
porque los sistemas antioxidantes se ven supera-
dos y se consume el glutatién reducido; lo que
provoca que las especies generadas en exceso
“ataquen” las estructuras mitocondriales (princi-
palmente a los lipidos y proteinas de membrana).
Lo anterior ocasiona un “escape” de las especies
reactivas de oxigeno hacia el citosol, en donde
afectan significativamente al metabolismo celu-
lar, alterando los mecanismos de transduccién
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de sefiales hormonales y la expresién de genes,
aparte de que dispara la produccién de citoqui-
ninas, hormonas y factores de crecimiento que,
a su vez, originan un proceso inflamatorio que
incrementa el dafo al hepatocito.*¢81013-17

Ademas, el estado de hipoxia inducido por el
incremento en la demanda de oxigeno estimula
la actividad de la enzima iNOS, lo que genera
un ambiente citotoxico al potenciarse la pro-
duccién de 6xido nitrico en el citosol y en la
mitocondria.**#? El 6xido nitrico asi formado
puede interaccionar con el O,*" (generado en
el citosol y en la cadena respiratoria) para crear
ONOO- y de esta manera, acrecentar el dafio
al hepatocito (Figura 1). La enzima iNOS no
s6lo se expresa en los hepatocitos, también en
las células de Kupffer, en las células estelares y
las células vasculares, lo que le da una amplia
gama de actividad dentro del higado. Asimismo,
la expresion de la iNOS es instigada por la inter-
lucina 1B (IL-1B), el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), el interferén gamma (IFN-y) y el
lipopolisacarido.*->3

El higado no sélo esta conformado por hepato-
citos, durante la ingestién crénica de etanol se
incrementa en su tejido el ndmero de macré-
fagos y neutrdfilos. Estas células elaboran una
gran cantidad de radicales libres derivados del
oxigeno y del nitrégeno, porque son “activadas”
por diversos factores humorales y ocurre en ellas
el “estallamiento oxidativo” (estrés oxidativo),
en el que liberan en abundancia radicales libres
derivados del oxigeno (sobre todo O,y OHe,
ademds de agentes prooxidantes como el H,0,)
que generan, por su parte, radicales libres deri-
vados del nitrégeno. 64553

La “activacién” de las células del sistema
inmunitario que estan en el higado (principal-
mente células de Kupffer), provocada por el
etanol, hace que éstas secreten citocininas y
quimiocinas proinflamatorias que incrementan
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Esquema representativo de la produccion de especies reactivas derivadas del oxigeno y del nitrégeno
como consecuencia del metabolismo oxidativo del etanol en el hepatocito.

el “reclutamiento” de macréfagos y neutréfilos
en ese 6rgano, lo que contribuye a perpetuar su
proceso inflamatorio.**'>* Ademas de todo lo
mencionado, la produccion de radicales libres
derivados del oxigeno y del nitrégeno puede
activar el factor de transcripcion NF-«B, sensible
a los cambios en el estado redox de la célula,
que induce la transcripcion de un gran rango
de genes que estan implicados en el proceso
inflamatorio, como las citocininas (TNF-a, IL-6 y
IL-1B), quimiocinas y moléculas de adhesion.*7-53

Por su parte, la hipoxia en el hepatocito, insti-
gada por el metabolismo del etanol, provoca
el cambio de actividad de la xantina reductasa

a xantina oxidasa, con lo que se incrementa
la elaboracién de O,e~ y H,O,. La principal
funcion fisiol6gica de la xantina oxidasa es la
oxidacién de la hipoxantina y de la xantina a
acido Urico, que es el producto final del cata-
bolismo de la bases pdricas en el humano.* La
xantina oxidasa esta fundamentalmente bajo la
forma deshidrogenasa NAD*-dependiente. La
forma deshidrogenasa se puede convertir en
oxidasa mediante la oxidacién de grupos sulfhi-
drilos, este paso es reversible, o por un proceso
proteolitico, mismo que es irreversible y esta
catalizado por una proteasa calcio-dependiente
que libera un fragmento peptidico de 20 kDa de
cada subunidad. La forma deshidrogenasa utiliza
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como aceptor de electrones el NAD* durante la
oxidacion de la hipoxantina, mientras que la
forma oxidasa usaal O,y genera O,*~ La hipoxia
y algunos mediadores de la inflamacién, como
el TNF-a, también inducen la conversion de la
forma deshidrogenasa a la oxidasa.>**® Durante
la hipoxia ocurre, por una parte, la acumulacion
de hipoxantina debido a la degradacién masiva
del adenosin trifosfato y, por otra, la conversién
intracelular de la forma deshidrogenasa a la oxi-
dasa. Asi, la xantina oxidasa cataliza la oxidacion
de la hipoxantina acumulada en la fase hipéxica
con la consiguiente formacién del radical O,e"y
el consecuente dafo oxidativo a las estructuras
celulares.>**¢

Algunos de los procesos mencionados ocu-
rren de manera concomitante a la ingestion
aguda o crénica de etanol y varios de ellos,
si no es que todos, afectan al hepatocito y al
higado en general. El dafio celular debido al
estrés oxidativo-nitrosativo provocado por la
generacion de radicales libres derivados del
oxigeno y del nitrégeno desempena un papel
muy importante en la patogénesis de muchas
enfermedades hepaticas.

El proceso de la induccién del estrés oxidativo-
nitrosativo que sucede en el higado ante el
consumo de etanol implica la conjugacién de
varios factores que influyen en el desequilibrio
de prooxidantes y antioxidantes del hepatocito.
El estudio de los factores que determinan el au-
mento en la generacién de los radicales libres
derivados del oxigeno y del nitrégeno en el higa-
do por la ingestién aguda o crénica de etanol, es
de gran trascendencia, porque permitira dismi-
nuir los dafios que estos radicales ocasionan en
el hepatocito. Ademas, aunque en la actualidad
se conoce bastante acerca de los mecanismos
fisiopatolégicos de dafio al higado por el consu-
mo de etanol y el papel que los radicales libres
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derivados del oxigeno y del nitrégeno juegan en
esos procesos, alin no se sabe con exactitud el
alcance del dafio ni cémo prevenirlo.

Las investigaciones encaminadas a conocer
la capacidad del etanol para promover estrés
oxidativo-nitrosativo y la funcién de los radica-
les libres derivados del oxigeno y el nitrégeno
en el dafno hepético inducido por este toxico
son de gran importancia, porque permitiran el
desarrollo de medicamentos efectivos y espe-
cificos, capaces de bloquear la accién de los
radicales y, en consecuencia, el efecto téxico
del etanol.

La aplicacién de nuevos procedimientos ex-
perimentales, asi como la identificacién de
posibles biomarcadores que sean confiables
y sensibles, es un gran avance que puede
contribuir a implantar un adecuado sistema
de prevencién y diagnéstico para detectar,
en lo posible, el dano temprano al higado
ocasionado por la ingestién de etanol, porque
dicho 6rgano es una parte vital de nuestro
cuerpo debido a que se encarga del soporte
metabdlico del organismo.
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