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1.- Radicals lliures. Concepte

Els Radicals LLiures (RLL) han estat definits com a tota espécie amb capacitat
d’existéncia independent que té un o més electrons desaparellats, o també com
a espécies quimiques amb electrons de similar spin direccional. Hem de recordar
que els electrons, en els atoms, ocupen regions de l’espai conegudes com a
orbitals. En cada orbital hi ha com a maxim 2 electrons amb spin direccionals

oposats.

D’estructura dels RLL esta representada pel simbol R, on el punt indica la
presencia d’un electré desaparellat, és a dir, un electré que esta sol en orbital.
La majoria de molecules biologiques no tenen radicals, sin6 que els seus
electrons estan aparellats, ja que els electrons sén més estables quan estan

aparellats en I'orbital (76).

Aquesta especie és generada per un o dos mecanismes: fisi6 d’enllacos
homolitics o transferéncia d’electrons. La fisi6 homolitica té lloc quan una
molécula absorbeix la suficient energia com per causar una fenedura en un
enllag quimic. El resultat és dues especies que retenen ambdues ’electré d’unié
(8, 44).

En general, els radicals sén més reactius que les espécies no radicalars, encara
que hi ha considerables variacions en aquesta reactivitat. Aixf, ’electr6 extern
no aparellat desenvolupa un camp eléctric amb tendéncia a aparellar-se amb un
electr6 arrancat a l'orbita externa d’una molécula veina estable, que es

transforma a la vegada en radical lliure.

Els radicals poden reaccionar amb altres molécules de diferents maneres. Aixi,
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si es troben dos radicals poden combinar els seus electrons desaparellats i unir-
se formant un enllang covalent. Un radical pot donar un electrd desaparellat a

una altra molécula, o pot agafar un electré d’'una altra molécula d’ordre parell.

Aixi, dongcs, si un radical déna un electré o agafa un electr6é a partir d’'un no
radical, aquest no radical es transforma en radical. Per tant, I’aspecte més

important d’aquest fenomen é€s que s’inicia una reaccié en cadena (76).

Els radicals lliures provenen, entre altres, de:

- Patom d’hidrogen (H);

- els metalls de transici6, com el ferro i el coure, que tenen un paper important
en els processos de lipoperoxidacio;

- 'oxigen molecular, en el qual dos electrons desaparellats presents en 1’orbita
externa fan un biradical que correspon a I’estat més estable d’aquesta molécula
i justifica el feble poder oxidant. La captacié d’energia per la molécula d’O,
-com és el cas d'una irradiaci6- modifica la seva configuracié electronica
externa, conduint a dues formes particularment reactives (O, ) anomenades
oxigen singulet, una radicalar (sigma) i ’altra no radicalar (delta), les quals, a
causa de la seva relativament llarga mitja vida tenen un paper molt important
en les oxidacions de microorganismes;

- les molecules d’oxigen nitrogenades (NO,), com el NO i el NO,, que sén
contaminants atmosferics;

- aquells anions de reaccions espontanies com és I’ani6 superoxid (O,”), resultant
de la captacié d’un electrd per la molécula d’O,;

- el radical hidroxil (OH), la gran inestabilitat del qual el fa un potent oxidant;
- 1 tots aquells que van apareixent al llarg de la lipoperoxidaci6, que donada la
seva naturalesa esdevenen a la vegada radicals, com per exemple els radical

acicloxil, acilperoxil i d’altres (154).
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2.- Radical Iliure d’oxigen. Concepte. Espécies reactives d’oxigen

Fridovich el 1978 cridava I’atenci6 sobre la paradoxa bioquimica de 'oxigen amb
les segiients paraules: "de la mateixa forma que JANOQ, P'oxigen té dues cares,
una benigna i 'altra maligna, I’oxigen molecular és virtualment toxic per a totes
les formes de vida i aquesta toxicitat es fa evident en incrementar la seva

concentracio".

Aquesta paradoxa consisteix en qué oxigen és essencial per a les formes de
vida aerobiques, perd massa oxigen o un metabolisme inadequat d’aquest pot
ser toxic per a 'organisme. Aquesta dualitat, coneguda des de fa molts anys, esta

comengcant a ser entesa a través de les espécies actives de I'oxigen i els radicals
lliures d’oxigen (RLLO)(164).

Generalment, les discussions sobre RLL en fisiologia sovint només consideren
RLLO. El 1924 es va establir que 'oxigen molecular (O,) conté electrons
desaparellats. No va ser descrit com a §=§, en el qual tots els electrons
estaven aparellats, siné com a E_)(i) . Encara que 1’0, té una naturalesa
radicalar i pot ser fins i tot un biradical (dos electrons desaparellats), no té una

reactivitat extrema (11).

Els RLLO s6n les formes moleculars o atdmiques de 1’oxigen que posseixen un
nombre imparell d’electrons en 1’drbita externa, ja sigui per fixacié d’un electré
suplementari, per transferéncia d’un electré a partir de I'drbita interna, o per la

perdua dun electrd de I’0rbita externa.
Els RLLO s6n molt reactius i tenen una gran capacitat de participar en
reaccions en cadena, formant una cascada de radicals lliures susceptibles de

desnaturalitzar i de destruir nombroses molécules biologiques (89).

Freqiientment, el terme "radical d’oxigen" és mal utilitzat, essent assignat a tots
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els reactius intermedis de les especies de I'oxigen, incloent-hi totes les formes
moleculars que no son radicals. Estaria més indicat parlar de "especies reactives

d’oxigen", en lloc de radicals lliures d’oxigen.

Tota la literatura existent discuteix sobre les espécies reactives d’oxigen,
promulgant el coneixement d’aquestes espécies, que sén vistes com a
extremadament reactives i a la vegada destructives de 'organisme. S’ha de tenir
en compte que la quimica dels radicals lliures ha tingut un paper essencial en
I'origen de les formes de vida aerobiques. Aix{ mateix, és obvi que les reaccions

on intervenen radicals son una part de I’homeostasi dels processos cel.lulars

(11).

Aquestes especies actives d’oxigen (reduides) tenen els seus corresponents
sistemes enzimatics intracel.lulars que les neutralitzen i del quals parlarem més
endavant. Per extensid, les substancies -ja siguin de naturalesa enzimatica o no-

que eliminen RLLO reben el nom d’antioxidants (scanvengers) (164).
S$’han descrit molts tipus de RLLO:

- el radical superdxid és una molécula d’oxigen que ha fixat un electr6 extern
suplementari. Es representa amb el simbol O,", on el punt "." simbolitza 'electr6
desaparellat del radical liure. Si bé aquest radical no és una especie
particularment reactiva, pot facilment travessar lipids de membrana per mitja
dels canals d’anions i reduir altres radicals lliures molt més reactius, com el

radical hidroxil (OH) i el radical perhidroxil (HO,"), per exemple (8).

- El radical hidroxil, OH;, és el res'u‘lt‘at de la- descomposici6 de l'aigua
oxigenada, H,0O,. Esta format a partir del radical superoxid i és encara més
reactiu que el primer i amb una vida més curta. La formacié dels radical
hidroxil de I'H,0, pot ser catalitzada per productes que continguin ferro, com

la ferritina, hemoglobina o mioglobina. A I'igual que I’ani6 superoxid O,", s6n
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formats per processos enzimatics estimulats per aports energétics, sobretot sota

la forma de radiacions ultraviolades (UV), luminiques o ionizants.

- L’oxigen singulet, 'O,, igualment molt agressiu, no és un RLLO, pero s una
molécula d’oxigen excitada, la qual, sota I’acci6 directa d’'un quant d’energia, ha

transferit un electré de I'0rbita interna a I'orbita externa (56).

Les especies reactives d’oxigen, moltes de les quals son radicals lliures d’oxigen

i estan involucrades en el dany oxidatiu, es poden veure a la taula 1 (173).

Compost Caracteristiques
O, , ani6 superoxid Un electrd en estat reduit, format en
moltes reaccions d’autooxidacio.
H,0;, radical perhidroxi Forma protonada de 'O, , més
liposoluble.
H,0,, peroxid d’hidrogen Estat reductor amb dos electrons,

format a partir 'O, (HO,) per
dismutacié o directament de I'O,.

OH, radical hidroxil Estat reductor amb tres electrons,
format per la reaccié de Fenton,
reacci6 Haber-Weiss ; altament

reactiu.

ROy, radical alcoxi Radical organic d’oxigen central
(ex. lipid).

ROO;, radical peroxi Format a partir d’hidroperoxid
organic, ROOH, per abstraccié
d’hidrogen.

10, oxigen singulet Estat primari d’excitacio.

RO (també RO") Carbonil excitat (ex. format via

dioxetane com a intermediari).

TAULA 1.- Especies reactives d’oxigen d’interés en Pestrés oxidatiu (extret de la ref. 173).
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Aixi, doncs, la seqiiéncia univalent habitual de reduccié de la molécula d’oxigen
resulta en la formacié de I'anié superoxid (O,7), que es converteix en perdxid
d’hidrogen (H,0,) i aquest en radical hidroxil (OH') (fig. 1).

6—\
0, 0,

transport d'electrons, drogues,
enzims, pol.lucié, radiacions

o+
superdxid dismutasa

. H O

2 GSH H,O

GSH peroxidasa

GSSG
+++
H,0 e

Reaccié Haber—Weiss

NS

OH + OH"

Fig. 1.- Produccié de radical sixi»cxbxid (0,7); radical hidroxil (OH) i peroxid
d’hidrogen (H,0,) (extret de la ref. 105).
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3.- Mecanismes de formaci6. Fonts d’oxigen

El nostre organisme produeix constantment formes actives de 1’oxigen i RLLO

per mitja de mecanismes molt diversos (taula 2).

Extracel.lulars
Substancies i agents que produeixen radicals lliures d’oxigen
Fum de cigarrets
Llum solar
Oxidacié de farmacs (paracetamol, tetraclorur de carboni)
Radiacions ionitzants
Shock térmic
Substancies cicliques de naturalesa REDOX (paraquat, diquat,
al.loxa, dexorrubicina...)
Substancies que oxiden el glutatié

Intracel.lulars
Enzims oxidants involucrats
Cicloxigenasa
Galactosa-oxidasa
Indolamin-dioxigenasa
Lipo-oxigenasa
Monoamino-oxidasa
Xantin-oxidasa
Triptofan-dioxigenasa

Cél.lules fagocitiques

Cel.lules endotelials
Eosinofils; macrofags; monocits; neutrofils

TAULA 2.- Fonts de radicals lliures extracel.lulars i intracellulars (extret de la ref. 164).

Aquests mecanismes depenen de I'agent inductor i de la resposta cel.lular. Aixi,

destaquen:
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a) 'oxigen hiperbaric. Una pressi6 parcial elevada d’oxigen, com per exemple
a nivell dels alvéols pulmonars, incrementa significativament la formacié d’O,".
En aquest sentit, durant la recuperacié dels estats anoxics, la reoxigenacio
sobtada i massiva d’un Organ isquémic (reperfusié) s’acompanya paradoxalment
d’un agreujament del dany cel.lular (paradoxa de I'oxigen) que és, en efecte, la
conseqiiencia d’'una hiperoxidacic’) d’0,", lligada per ella mateixa a ’augment del
flux d’O, per la via de la seva reducci6 univalent, aix{ com per la perturbaci6 del
sistema enzimatic d’oxidacié de la xantina. Aquests processos han estat tots

particularment estudiats en la isquémia miocardica i intestinal (154);

b) les radiacions ionitzants, generades per les explosions atdmiques, provoquen
la formacié de grans quantitats de radicals lliures que seran els responsables de

les anomalies cromosomiques lligades al seu efecte sobre ’ADN;
c) les reaccions en presencia de ferro tipus Fenton;

d) la cadena de transport mitocondrial d’electrons pot alliberar petites quantitats
d’espeécies actives de l'oxigen que produeixen alteracions en els lipids i

citocroms;

e) els farmacs que indueixen proliferacié de peroxisomes com el clofibrat i
farmacs antineoplastics, en els quals leficacia esta lligada a la seva
transformacié en radical, causant el dany irreversible dels enzims, membranes
i ADN de les ceél.lules tumorals (154);

f) els inhibidors de sistemes defensius antioxidants, com I’azida, la hidroxilamina,
I’aminotriazol, que inhibeixen les catalaéés, i Pacid ditiocarbamic, que inhibeix

la superoxid dismutasa (SOD);

g) els agents actius sobre les membranes cel.lulars i que sén importants sota el

punt de vista de la carcinogenesi, entre els que tenim lectines, teleodicina,
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mezerines, I'alfa toxina B,, el benzopire, I'asbest i la silice (164, 38);

h) les radiacions ultraviolades i les radiacions de lespectre visible que
intervenen com a quants d’energia a nivell de la pell, estimulant Ia formaci6 de
superoxids i d’oxigen singulet. El paper de les irradiacions cosmiques a la capa
d’0z6 atmosferica esta igualment involucrada en la formacié de radicals Hiures,
sobretot en la pell (164);

i) nombroses molé&cules estranyes a I'organisme sén Iorigen d’una producci6é
indirecta d’O,". Aixi, durant el metabolisme pulmonar, el paraquat (PQ**) és
reduit per un enzim a una forma radicalar catidnica, (PQ*), on la reoxidacié en
PQ"* per O, produeix importants quantitats ¢’O,", origen, via H,0,, dels ‘OH
responsables de la toxicitat pulmonar d’aquest herbicida iniciant la

lipoperoxidaci6 (154);

j) les cél.lules dotades de propietats fagocitaries: polinuclears, macrofags, etc.,
sota la influéncia d’estimuls bacterians o proinflamatoris, produeixen
fisiologicament els radicals Iliures d’oxigen, que els permeten destruir els
microorganismes. Al mateix temps, la formaci6 de RLL pot alterar altres

mole&cules i contribuir als processos inflamatoris,

Per tant, es formen en el normal funcionament de les céllules, perd aquesta
producci6 pot ser molt incrementada com a resultat de les situacions abans

esmentades.

En sintesi, qualsevol substancia que pugui patir reduccions podria formar un

radical que després reacciona amb ro, i genera O," (164).
La forma d’originar-se les diferents especies actives d’oxigen (ani6 superoxid,
radical hidroxil, peroxid d’hidrogen i oxigen singulet) a partir d’aquestes

situacions es detalla a continuacié:
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I'ani6 superdxid, O,", és el RLL més abundantment produit. Particularment és
format pels fagocits: la seva estimulaci6, per exemple pels péptids bacterians,
condueix a lactivaci6 d’'una NADPH oxidasa amb la conseqiiéncia de la
produccié massiva d’O,” i al preu d’un fort consum d’O, i NADP reduit,
regenerat gracies a la estimulacié concomitant de la via de les pentoses

fosfatases.

La producci6 d’O," per aquests fagocits, com ja s’ha dit, és 'element clau dins
el mecanisme de defensa contra les bactéries: per als polimorfonuclears (PMN),
per exemple, la conversio successiva d’O,” en H,O, per una superoxid dismutasa
(SOD), a més d’H,0, en ClO" per una mieloperoxidasa, proporciona a aquestes

cél.lules aigua oxigenada i hipoclorit, que tenen poder bactericida (44).

La cadena mitocondrial de respiraci6 cel.lular contribueix igualment a produir

una quantitat important d’O,” per reduccié monoeléctrica d’O,.

L’activacio d’O, en la reaccié d’hidroxilacié citocrom P,s-depenent produeix
igualment O,", i el mateix passa amb diferents oxidases (per exemple la xantina
oxidasa, responsable normalment de la conversié de la xantina en acid dric) i
amb altres sistemes enzimatics implicats dins el metabolisme oxidatiu de

molécules estranyes a I'organisme.

El radical hidroxil, ‘OH, molts milers de vegades més reactiu que '0,", és

igualment format pels nostres teixits secundariament a la formacié 'O, 1 H,0,,

per un mecanisme on participen els cations Fe?*, Fe’t (44).

Es fa en dues etapes successives. La priihera consisteix en la seva dismutacié
catalitzada per la superoxid dismutasa (SOD), donant com a resultat la formaci6
simultania d’un compost oxidat (perdxid d’hidrogen, H,0,) i d’un compost reduit
(O,), segons 'equacio:

20,7+ 2H' - H0, + O,
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El radical "OH és seguidament format a partir 'H,0O, per la reaccié de Fenton:
Fe** + H,0,~ Fe*** + ‘OH + OH"

o per la reacci6 d’Haber Weiss, que tan sols es desenvolupa rapidament en
preséncia de traces de ferro, formant-se conjunts de baixa massa molecular, que

tenen paper catalitzador (154).

Alguns d’aquests metabolits d’O, tenen una vida molt curta, per exemple de
Pordre de 10® segons per a ’OH’; altres metabolits actius, com ’H,0,, sén molt

més estables (164).

L oxigen singulet, 'O,, format sobretot per P'activaci6 fotoquimica d’O,, com hem
dit abans no és un radical lliure; només sembla tenir un paper minim dins el
conjunt d’efectes toxics de les diferents formes actives de I'oxigen i els radicals
liures d’oxigen, com RO i ROO" (38).

4,-Efectes dels radicals Iliures sobre les estructures cel.lulars

Aquestes especies reactives d’O,” comporten importants desordres moleculars:
formacié de radicals lliures secundaris, unions inter- o intramoleculars,
oxidacions, halogenacions i fragmentacions. Els lipids de membrana sén un blanc
privilegiat per a aquests RLL, a partir de la seva estructura (poliinsaturacié
d’acids grassos) i la seva organitzacio particular, que permet el fenomen de
"propagacié”. La seva peroxidaci6 condueix a nombrosos derivats que
constitueixen a la vegada una prova instantania de la intensitat acumulada deis
fenomens d’oxidaci6 cel.lular: hidroperbxids lipidics, aldehids (malonildialdehid,
MDA, 4-OH nonenal), diens conjugats, hidrocarburs i conjugats fluorescents
(lipofucsina). Alguns d’aquests derivats tenen capacitat d’activitat biologica

(acci6é quimiotactica i efectes sobre la divisié cel.lular).
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Altres efectes dels RLL, resulten de la seva accié sobre els polisacarids
(despolimeritzacié de I’dcid hialuronic), les proteines (modificacions quimiques
d’alguns aminoacids -Met, Trp, His, Cys- crucials per a la funci6 enzimatica,
unions, fragmentacions de les cadenes peptidiques) o els acids nucleics

(trencaments cromosomics) (44).

Dins de tot aquest ventall d’efectes que poden produir els RLLO sobre les
diferents estructures cellulars (taula 3), el fenomen que presenta més
significacié biologica és el que es produeix sobre els acids grassos: la
lipoperoxidaci6, que, a part del dany que produeix per si sola, pot ser origen
dels diferents efectes sobre la resta d’estructures cel.lulars. Per aquest motiu

creiem necessari fer una sipnosi d’aquest procés.

Blanc Efecte

Lipids Peroxidacié dels acids grassos, alterant
la permeabilitat.

Proteines Oxidaci6 dels grups sulfhidrils, resultant en:
activacié d’enzims latents;
inactivaci6 de o,-antitripsina;
inactivacié d’enzims.

ADN Trencament, resultant consum de NAD
i desaparellament de sintesi d’ATP.

TAULA 3.- Efectes dels radicals lliures en les molecules bioldgiques (extret de la ref. 187).
4.1.- Lipoperoxidaci6
La lipoperoxidaci6 es produeix constantment; & un procés que es pot

desenvolupar amb Yajut d’enzims, o també de forma espontania, com a resultat

d’'un encadenament de reaccions radicalars.
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La lipoperoxidaci6 enzimatica, indispensable per a I'organisme, condueix a la
formaci6 d’eicosanoids molts diversos, bioldgicament molt actius, que

contribueixen a Pacci6 bactericida en el focus infeccis.

En canvi, la lipoperoxidacié espontania es revela molt desastrosa. En les
condicions fisiologiques normals, reflecteix la toxicitat de I'oxigen. Com a

resultat de I'activitat metabolica normal i també del consum de I’O,, es formen

. productes que son inexorablement molt reactius (estat singulet, ani6 superoxid,

radical hidroxil) i que estan fortament implicats en la iniciacié d’aquest procés.
Si aix0, a la vegada, s’acompanya de la manca i/o desbordament dels sistemes

de defensa, ocasiona una major desorganitzacié cel.lular.

Pot ser també induida la lipoperoxidacié per espécies quimiques de tipus
radicalar o per intermediaris radicalars resultants del metabolisme d’alguns
xenobiotics. La lipoperoxidacié correspon essencialment als acids grassos
poliinsaturats (AGP) lliures o integrats dins d’estructures lipidiques (AGP de

lecitines de membranes cel.lulars, per exemple).

4.1.1.- Lipoperoxidaxid enzimatica

La lipoperoxidacié enzimatica engloba les reaccions segiients, on els acids
linoleic, araquidonic i linolénic sén respectivament lorigen de tres grups
d’eicosanoids, incloent totes les prostaglandines (PG) i els tromboxans (Tx),

endoperoxids ciclics, aixi com els leucotriens (LT), conjugats triens.

Sota P'acci6 d'una dioxigenasa, la S-lipoxigenasa, dos atoms d’oxigen sén
incorporats a l'acid araquidonic, fent apéféixer una agrupaci6 hidroperoxil

(-OOH). Per dues deshidratacions successives, aquest eicosanoid es transforma
en leucotri¢ A, i a partir d’aquest en B,, i tots dos tenen un paper important en
les reaccions inflamatories pel seu poder d’atraccié i activacié de les céllules

fagocitiques, com sén els leucocits polimorfonuclears i els macrofags.
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La peroxidaci6 de I’acid araquidonic per la cicloxigenasa, en preseéncia d’O,,
acaba en la formacié6 d’endoperoxids: PG G, a partir de PG H,, la qual es
transforma també en endoperoxids amb gran activitat biologica, com:

- les diferents prostaglandines amb propietats hormonals molt complexes;

- el tromboxa A, (TxA,) amb poder agregant sintetitzat per les plaquetes;

- 1a prostaciclina (PGI,) amb poder antiagregant produit pels endotelis vasculars.

Aix{, doncs, en les cél.lules fagocitiques activades, la produccié d’anié superoxid,
radical hidroxil i hipoclorit tenen un paper essencial en la defensa contra els

virus i les bacteéries.

Les fagocitosis s’acompanyen d’una "explosi respiratoria” consistent en un fort
augment del consum d’O,, afavorint simultaniament la despolimeritzacié de
’acid hialuronic, la desnaturalitzacié de "ADN i del colagen, la inactivacié
d’alguns enzims i ’oxidacié dels acids grassos poliinsaturats de les estructures

lipidiques cel.lulars.

Aquest paper especific de 'O, es confirma per I'existencia d’'una malaltia molt
greu als nens, de transmissi6 recessiva lligada al sexe: la granulomatosi cronica,
que es caracteritza per episodis infecciosos evolutius, pero no pas per la
supuracid, sind per la formacié de granulomes. Els radicals bactericides, O,,
H,0, i 'OH, no sén produits pels polimorfonuclears neutrofils, a causa d’un
deficit de NADPH oxidasa.

4.1.2.- Lipoperoxidacié espontania

La lipoperoxidacié espontania és un prdcés oxidatiu que afecta essencialment
els acids grassos poliinsaturats. Es tracta d'un encadenament de reaccions
radicalars organitzada en 3 fases successives:

- fase limitant d’iniciacié,

- fase explosiva de propagacio,
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- fase d’acabament.
4.1.2.1.- Fase d’iniciacio

La fase d’iniciaci6 consisteix en la creaci6 d’un radical d’acid gras per
substraccié d’'un atom dhidrogen (H) amb Pajut d'una espécie radicalar
provinent la majoria de vegades de 1'O,, perd que també pot ser un metabolit
radicalar de xenobiotics 0 una molécula radicalar de la contaminacié (NO,, per

exemple).

Com ja s’ha comentat, diferents processos (transferéncia d’electrons en la
cadena respiratoria mitocondrial, fagocitosi, catabolisme peroxisomal,
metabolisme de farmacs, oxigen hiperbaric, etc.) produeixen constantment, per

reduccié d’O,, un radical lliure, I’ani6 superoxid O,".

IO, és I'origen de dos dels principals iniciadors de la lipoperoxidacié, que s6n
els radicals hidroxil -format a partir d’H,0O,- i I’hidroperoxid, "OOH, resultant de

la protonacié d’O,".

Ha estat calculat que cada hepatocit produeix 46 "OH per segon. Aixd es
reconeix com a suficient per produir importants perturbacions si els sistemes de

protecci6 son insuficients.

La fase d’iniciacid consisteix, doncs, en la substraccié d’un atom d’hidrogen (‘H)
a un grup metilen (-CH,-) d’'una cadena acetilada d’acids grassos essencialment
poliinsaturats (LH). L’energia necessaria per a aquesta operaci6 varia en funcié
del voltant estructural del grup metilen. La fase d’iniciacié condueix a la
formaci6 d’un radical lliure d’acid gras poliinsaturat, estabilitzant-se per un

remanent electronic i conduint a la formacié de dos diens conjugats.
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4.1.2.2.- Fase de propagacio

Aquesta etapa explosiva d’amplificacid es desenvolupa en preséncia d’O,, la
concentracié del qual en el teixit i la sang és molt superior a la necessaria. Es
aleshores quan assisteix a la formacié d’un radical peroxil (LOO’) per
combinacié de L' amb O,. El radical LOO actua a la vegada sobre una altra
molecula de LH, formant aixi un hidroperoxid (LOOH) i un nou L que assegura

la propagaci6 de la cadena de peroxidaci6.

S’admet generalment que cada radical L' pot ser origen d'un centenar de
molecules d’hidroperoxids abans que acabi la fase de finalitzacié del procés. Els
hidroperoxids (LOOH) s6n inestables; la seva descomposicié implica la
presencia de formes ionitzades de metalls de transici6 (ferro, coure)
d’estructures heminiques (hemo, metahemoglobina, citocrom). Es tracta d’un
procés complex concernent no només a la formacié de radical alcoxil (LO') i
alquilperoxil (LOO), sin6 també a aquella de diferents espécies anomenades "de

tall" (alcans, aldehids, acids) per ruptura d’enllacos covalents.

Sembla ser que tots els complexos de ferro que participen in vivo en la formacié
del radical ‘OH soén necessaris per al catabolisme dels hidroperoxids. Malgrat
aix0, el ferro lligat a la transferrina i a la lactoferrina no sembla promoure la
descomposici6 d’hidroperoxids lipidics. L’estimulacié d’aquests processos de
descomposici6 pel ferro a pH 7 és molt més eficag amb Fe** que amb Fe***,
A més, és accelerat paradoxalment per petites quantitats (traces) de vitamina
C. En conclusid, els hidroperoxids donen lloc esquematicament a dos tipus de

radicals:

- alguns (LO;, LOO’) tenen un nombre d’atoms de C idéntic al de I'acid gras
poliinsaturat del qual parteixen (LH);

LOOH + Fe*** - LO" + Fe™" + OH"
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LOOH + O," - LO + OH + O,
LOOH + H,O; - LO + H,0, + O,
2LOOH -~ LO + LOO" + H,0O

- altres (L), resultants de reaccions de tall, presenten un nombre d’atoms de C

més baix que I'acid gras poliinsaturat d’origen.
4.1.2.3.- Fase de finalitzaci6

Aquesta dltima etapa consisteix en la formacié de compostos estables resultants

de l'associaci6é d’espécies radicalars.
La fase de finalitzacié comporta els tres tipus de reaccié segiients:
LOO + LOO - LOOL + O,
LOO + L' - LOOL
L” + RH (antioxidant) - I'H + R = R

No es pot oblidar, al llarg d’aquesta fase d’aturada, la intervencié de captadors
(scanvengers) fisiologics de radicals i en particular d’alfa-tocoferol (vitamina E),
que, present en les estructures lipidiques de membrana, es converteix d’un
radical facilment transformable a una estructura estable, aturant-se aixi el procés

de propagacio.

Es a dir, els radicals hidroperoxids LOO" es formen a partir dels acids grassos
poliinsaturats, d’'una manera directa, controlada per efecte de lactivitat

enzimatica (cicloxigenasa, lipoxigenasa), o d’'una manera indirecta, espontania,
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incontrolada i autoamplificada, per l'acci6 d’O,” sobre els acids grassos

poliinsaturats dels fosfolipids de membrana (154).

Els peroxids lipidics es descomponen i produeixen una varietat de productes,
incloent eta, penta i diferents aldehids. El més important aldehid produit és el
malonilaldehid (CHO-CH,-CHO), el qual forma bases de Schiff amb amines de
proteines, fosfolipids i acids nucleics. Els productes d’aquesta reaccié son
biomolécules amb enllagos extraordinaris, que en moltes ocasions no sén digerits

en els lisosomes i s’acumulen al llarg de I'edat (105).
5.- Mecanismes de defensa

Els sistemes de protecci6 contra els processos radicalars de peroxidaci6 lipidica

s6n indispensables en la vida cel.lular (taula 4).

En el medi intracel.lular, aquesta protecci6 estd assegurada:

- pels enzims citosolics, que catalitzen l'eliminacié d’O,” i H,0, reduint al
maxim la formacié de "OH;

- i per les molécules amb capacitat de fixar i de destruir els radicals lliures: els
scavengers (netejadors); o els neutralitzants de Poxigen singulet: els quenchers

(amortidors), tals com la vitamina E, el glutatid, etc...

Scavengers i enzims s6n principalment endocel.lulars, fet que deixa la pell
relativament desprotegida a causa de la important preséncia d’espai copjuntiu

extracel.lular (35).

A la inversa del medi intracel.lular, ell éompartiment extracel.lular només
disposa de febles mitjans de proteccio. Aixi, en la zona inflamatoria I'O,”
produit per les cellules fagocitaries activades exerceixen localment, duna
manera quasi exclusiva, el seu potencial toxic envers les membranes

plasmatiques (154).
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Sistema Caracteristiques
No enzimatics
a-tocoferol (vitamina E) Dins la membrana; receptor?

regeneracié a partir del
radical cromanoxil

Ascorbat (vitamina C) Soluble en aigua
Glutatié (GSH)

Flavonoids Antioxidant vegetal
Compostos quimics Additius alimentaris, per

exemple, BHA (hidroxianisol
butilat), i BHT

(hidroxitolue butilat);
compostos tiols (precursors
de GSH); enzims mimics (per
exemple, ebsele, CuDIPS)

B-caroten Quenchers de I'oxigen singulet
Urat . Quenchers de 'oxigen singulet,
scavenger radical?
Proteines plasmatiques Ceruloplasmina
Enzimatics
Superoxid dismutasa Enzim CuZn, enzim Mn
GSH peroxidases Enzim seleni-depenent; no

seleni-depenent: algunes GSH
S-transferases, per exemple,
isoenzims citosolics B i AA, i
matriu mitocondrial

Catalasa Enzim heminic; predominant
€N peroxisomes

Enzims auxiliars
NADPH-quinona oxidoreductasa

Epoxid hidrolasa
Enzims de conjugacié UDP-glucoroniltransferasa
Sulfoniltransferasa
GSH S-transferasa
GSSG reductasa
Subministradors NADPH . Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa,
- 6-fosfogluconat deshidrogenasa,
" isocitrat deshidrogenasa, enzim
malic
Sistemes de transport Exportacié de GSSG i de
conjugats

TAULA 4.- Sistemes bioldgics de defensa antioxidant (extret de la ref. 173).
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El nostre organisme disposa, en efecte, de nombrosos sistemes de proteccio.
5.1.- Sistemes de proteccié enzimatics
. Les superoxid dismutases (SOD)

Les superoxid dismutases (SOD) catalitzen la reaccié de dismutacié que
transforma dos radicals superdxids en aigna oxigenada i oxigen molecular

(veure apartat 3) (56).

Es tan gran la seva eficicia que augmenta la velocitat d’aquesta reacci6
espontania amb un factor de 10* a 10°. S6n metaloenzims en el si dels quals el
metall del lloc catalitic és successivament reduit després de ser oxidat per I'O,”
(44).

Hi ha dues formes de SOD en les cellules eucariotes. La més important és la
SOD citosolica, present en totes les céllules; és un homodimer de 32.500
daltons que conté coure i zinc, on el coure és essencial per a I'activitat catalitica
i el zinc contribueix a l'estabilitat de I’enzim. El gen que codifica aquesta
estructura es troba al cromosoma 21. La trisomia 21, responsable del
mongolisme, es considera un model d’envelliment huma accelerat. Es tradueix
en augment de més del 50% de la concentracid i de I'activitat SOD coure/zinc,
comportant una produccié excesiva d’H,0,, que per I'intermediari de 'OH sera
I'origen d’una intensa lipoperoxidacié cellular, com sembla confirmar-ho la

hiperactivitat de la glutatié peroxidasa i del shunt de les hexoses monofosfat.

L’altre enzim és mitocondrial, és un homotetramer (pes molecular 95.000) que

només té el Mn com a cofactor. El seu gen es troba al cromosoma 6 (154, 67).

Aquest mecanisme és particularment avantatjés pel que fa a la qilestié

energética, ja que no requereix ni consumeix cofactors.
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En la dermis no hi ha SOD, i en els queratindcits €s la tioredoxina reductasa la
que fa funcié SOD (197).

. La glutati6é peroxidasa (GPx)

La GPx és un enzim seleni-depenent format per 4 subunitats idéntiques que
porten cada una, en el lloc actiu, un atom de seleni sota la forma de
selenocisteina, €s a dir, una cisteina en la qual I'dtom de sofre és reemplagat per

un atom de seleni.

Existeixen dues formes, una intracel.lular (citosolica i mitocondrial) i una
extracel.lular rica en ponts disulfurs. Provenen de dos gens diferents situats en

el cromosoma 3 (67).

Amb la intervencié del GSH reduit, catalitza la reduccié de l'aigua oxigenada
(H,0,) i dels hidroperoxids (LOOH):

H,0, + 2 GSH » GSSG + 2 H,O
LOOH + 2 GSH ~ GSSG + LOH + H,0

Deficacia de la GPx va molt lligada a la de la glutati6é reductasa (GR), la qual
necessita per a la seva accioé el NADPH, que li és subministrat pel shunt de les
hexoses monofosfat per accié de la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa. La GPx és
molt sensible a la inactivacio per I'O,". Particularment activa dins ’hepatocit, la
GPx limita en totes les cellules la produccié de ‘OH, assegurant la degradacié

d’H,0, en el seu citosol i les seves mitocondries.

En Peritrocit, és ella qui assegura P'eliminacié d’'H,O,; la catalasa no intervé fins
que la concentracié d’aquest peroxid és superior a 10°M. En els subjectes

afectats d’acatalasia congénita, la duracié de la vida de leritrocit és normal.
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La reduccié per la GPx dels hidroperoxids d’acids grassos de fosfolipids de
membrana necessita 'accié de la fosfolipasa A,. Aquest enzim, l'activitat del
qual és funcié del nivell de lipoperoxidacid, allibera preferentment els acids
grassos peroxidats. Aixi, participa en la reparaci6 de membranes permetent el

reciclatge dels fosfolipids pels acids grassos no peroxidats (154, 44).

Per tant, sembla ser que la destruccié de I'H,0,, i de manera general, de tots
els hidroperoxids organics (R-OOH), la porta a terme la glutatié peroxidasa
seleni-depenent (Se-GPx). Aix0, entre altres factors, explica la importincia

nutricional de I'oligoelement seleni.

Contrariament a 'acci6 de la SOD, energéticament neutra, I'activitat de la
SeGPx és metabolicament "costosa™ en efecte, la regeneracié del GSH, del qual
la cellula només en disposa en quantitats limitades, depén de la glucosa 6-
fosfatasa (44).

. La catalasa

L’acci6 de la SeGPx ha de ser completada per alguns sistemes eliminadors
d'H,0,, sistemes que intervenen com a segona linia de defensa. Aquest és per
exemple el paper de la catalasa. Tot i aix0, el seu paper és limitant, ja que
aquest enzim només €s present en els peroxisomes i presenta una afinitat pel
hidroperoxids molt inferior a la SeGPx (154, 67).

Localitzada essencialment, doncs, en els peroxisomes, la catalasa presenta una
activitat peroxidasa que li permet de descompondre molt rapidament el peroxid

d’hidrogen.
Aquest enzim homotetrameric (pes molecular 240.000) esta constituit per 4
grups prostétics heminics, en el si dels quals el ferro esta sempre sota la forma

ferrica (154).
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. La glutatid transferasa

Alguns hidroperoxids poden engendrar epoxids i endoperoxids que no sén
substrats de la glutati6 peroxidasa. La primera etapa de descomposicié d’aquests
compostos és catalitzada per una glutatié S-transferasa, familia d’enzims
dimerics que catalitzen la conjugacié de glutatié reduit amb una amplia varietat
de compostos electrofilics, incloent drogues, carcinogens i productes de la
lipoperoxidacié (116). Les glutati6 S-transferases sén més ampliament
distribuides i representen al voltant del 5% de les proteines citosoliques dels
hepatocits i de les cél.lules renals. Aquests enzims que catalitzen la formacié de
compostos d’addici6 amb el glutatié reduit, condueixen a la formacid
d’hidroperoxids glutationils i epoxids glutamils. Aquests derivats, després de
lacci6 de la v-glutamil transferasa (v-GT) i duna peptidasa, alliberen,
successivament 1'acid glutamic i la glicina, i s6n transformats en tiol-éster-S-
cisteinils, en els quals I'acetilacié per 'acetil CoA condueix a la formacié de

productes de detoxificacid que sén els acids mercaptirics (fig. 2) (154).

Altres reaccions enzimatiques estan involucrades indirectament en la formacié
del tripéptid glutati6 (GSH), com per exemple la glucosa 6-fosfat
deshidrogenasa i la glutatié reductasa, que sén necessaries per a la produccio
de NADPH i per a la reducci6 del glutatié oxidat (GSSG) en reduit (GSH).

L’objectiu és mantenir molt baixa la concentraci6 intraceLlular de O, (101-107
M) i H,0, (107-10° M) (89).

5.2.- Antioxidants. Scavengers i1 quenchers

L’acci6 protectora dels enzims citosolics és completada pels diferents reactius
presents en les estructures lipoproteiques de membrana (a-tocoferol, i en menor
mesura vitamina A i carotenoides) i en el citosol (acid dric, glutatié reduit,

cisteina).
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R — § —Cisteina

GSH
R—X + G—SH R — 3G
GST .
i N-acetil-
§-hasa transferasa
§ 0 V
R—%—C}g ~— R=§—CHy <=w= R—§—CHy === R—SH R_S—CH,—CIH—C—OH
0 HN — C —CH,
|
0

Conjugat de N-acetl-L-cisteina

Fig. 2.- Esquema general de la via metabolica dels acids mercaptirics i tioéters seguint

la conjugaci6 espontania o enzimatica entre compostos toxics (R-X) i glutati6 (GSH)

(extret de la ref. 204).
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Els scavengers (terme anglés que significa, com ja hem esmentat, "netejadors")
son les molécules, presents en les céllules, que tenen la propietat de bloquejar
i de destruir els radicals lliures oxigenats, essent ells mateixos modificats o

destruits.

Scavengers i quenchers s6n principalment endocel.lulars; participen, doncs, poc
a la defensa extracel.lular. S6n consumits immediatament quan actuen, la qual

cosa significa que poden ser esgotats.

Els liquids extracel.lulars disposen d’escassos mitjans de defensa. S6n pobres en
superoxid dismutasa i glutatié peroxidasa. Els seus constituents, igual que la fase
externa de les membranes plasmatiques cellulars, s6n, en les zones
inflamatories, plenament exposats al flux de O, i H,0, provinent dels fagocits
actius. En el plasma, sembla admes que els antioxidants, per ordre decreixent
d’eficacia, son l'acid ascorbic, I'urat, lalfa-tocoferol i I'albimina que ja

comentarem.

Aquestes molecules son entre altres el glutatid, la vitamina E o alfa-tocoferol
(que posseix una accid estabilitzant de membrana), I’ascorbat de sodi, el beta-

caroté, l'interfer6 beta produit pels fibroblasts i, en menor grau, les "-oses"

simples tals com la glucosa, la manosa i el manitol.

. El glutati6 (GSH)

El glutatié és un tripeptid que estudiarem en detall més endavant, pero cal ja
tenir en compte que en mig de les defenses no enzimatiques de la céllula, el
GSH probablement juga un paper de pivor.

El GSH (glutatié reduit) redueix peroxid d’hidrogen a H,O amb la preséncia de

NADPH" (8, 64), a part d’altres funcions que s’estudiaran a I'apartat 8:
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H,0, + 2 GSH ~» 2 H,O + GSSG
GSSG + 2 NADPH* - 2 GSH + 2 NADP
. La vitamina E

Es un potent captador biologic de radicals, ja que la seva estructura i permet
captar RLLO tant en la zona lipofilica com hidrofilica. Es localitza a la
membrana, a raé d’una molécula per aproximadament 2.100 d’icids grassos
poliinsaturats. També és troba en el plasma. Es presenta sota 8 formes
isomériques, les quals tenen totes un grup polar. La forma més predominant i
le més activa és I'a-tocoferol. Quan aquesta molécula s’excita, es transforma -per
substraccié d’un atom d’hidrogen- en un radical a-cromanoxil (TH') d’estructura
semiquinonica, a partir del qual el tocoferol (TH?) pot ser regenerat per la
vitamina C (67).

Pot ser que la interrupcié de la fase de propagacio estigui també Iligada a la
formacié de I'estructura quinonica estable (T) del tocoferol, que per captaci6 de
2 H es retransforma en tocoferol TH,. La interacci6 TH:/vitamina C pot
semblar paradoxal; ja que una especie hidrofobica, la vitamina E, es localitza
en I'estructura lipidica de la membrana, mentre que la vitamina C es troba en
la fase aquosa citosolica. Aquesta compartimentacié no exclueix la interaccié
entre aquestes dues. En efecte, el lloc actiu de la vitamina E esta enclavat en

la cara interna de la membrana i per tant es troba en contacte amb el citosol.

Estudis epidemiologics han demostrat que els malalts afectes de cancer tenen
concentracions sériques baixes de vitamina E, aixi com també suplements de
vitamina E poden inhibir la lipoperoxidacié observada després de I'exercici fisic
(67).
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. La vitamina C

Apareix com a un antioxidant major intervenint en tots els oOrgans,
particularment en els de la visi6. La riquesa de ’humor aquds en acid ascorbic
protegeix el cristalli contra els processos radicalars de Venvelliment que

condueixen a la cataracta.

L’acci6 de la vitamina C és molt controvertida quant al seu efecte protector o
activador de la toxicitat de 1’oxigen. Segons el pH, la vitamina C pot tenir una
forma reduida o oxidada; el pas d’una a I'altra forma es fa mitjangant un radical
lliure, el radical ascorbil i en preseéncia de GSH/GSH reductasa. La vitamina
C forma, doncs, un complex redox, amb una forma intermeédia radicalar, amb
capacitat de captar I'oxigen singulet i altres espécies radicalars. Es aixi com

protegeix la pell de la toxicitat induida pels raigs UV.

En conclusi6, I'accié de I'acid ascorbic es presenta com a molt complexa. Pot,
en funcié de la seva concentracid i de la d’altres antioxidants (tocoferol, per
exemple), ions metalics i O,, comportar-se com a un antioxidant o com a un
prooxidant, ja que a concentracions altes, la vitamina C pot ser un oxidant

generador de radicals lliures com el ‘OH.

. Els beta-carotens

En el si de la membrana, els carotens i la vitamina A s6n generalment
considerats els scavengers dels radicals hidroxil i peroxil, aixi com dels estats
singulets de I'oxigen (154). Sén molt nombrosos i representen la principal font

alimentaria de retinol, que es comporta per tant com a provitamina A (67).

Sacumulen a altes concentracions en les membranes d’alguns teixits tals com la

retina.

28



INTRODUCCIO

L’eficacia dels B-carotens com a antioxidants va lligada a la concentracié d’O,;

aixi, a altes concentracions d’O, sén més eficacos.
. Proteines

Algunes proteines plasmatiques transportadores de metall (transferrina,
ceruloplasmina) poden contribuir a la proteccié global del nostre organisme
fixant certs cations (Fe*™, Fe***) implicats en I'activacié de I'oxigen o en la

reacci6 d’Haber-Weiss, generadora de "OH (44).

Les proteines que tenen un grup -SH no saturable poden ser considerades com
a les veritables protectores; l'oxidacié dels seus grups tiols comporta una
modificacié de la seva estructura espacial i, per tant, la seva inactivaci6 més o

menys marcada des del punt de vista biologic (154).

La transferrina i 1a ceruloplasmina segresten, respectivament, el ferro i el coure,
impedint 'efecte catalitzador d’aquests metalls de transici6 en els processos de

lipoperoxidacio.

L’haptoglobina i ’hemopexina es lliguen a ’hemo de I'hemoglobina prevenint

la descomposicié dels lipoperoxids.
. Lacid tric

L'urat es produeix pel catabolisme de les purines, i interactua directament amb
els RLLO, com el "OH. També s’ha demostrat que protegeix de l'oxidacié la
vitamina C del plasma. Sera, per tant, uh'bon antioxidant fisiologic, actuant a
la vegada com a scavenger de radicals oxigenats i com a quelant d’ions de

metalls de transicio.
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L’estudi de la desaparicié plasmatica de diferents antioxidants enddgens mostra,
quant a 'aparicié de lipoperoxids:

- que la disminucié més preco¢ de concentracié és la de ’acid ascorbic;

- que, posteriorment, per esgotament d’aquest antioxidant es pot observar el
desenvolupament de la lipoperoxidacié dels fosfolipids, triglicérids, colesterol,
ésters portats per les lipoproteines fins i tot si el tocoferol és present a una alta
concentracio;

- que els acids grassos lliures -el tnics lipids vehiculitzats per I'albiimina-

semblen estar protegits de la peroxidaci6é per aquesta proteina (154).

6.-Origen de la patologia relacionada amb radicals lliures

Si bé T'acci6 de la superoxid dismutasa, la catalasa, el glutati6 i el tocoferol és
prevenir el dany de les céllules, és inevitable que alguns radicals s’escapin dels
sistemes de defensa, perjudicant alguns components cel.lulars en el procés de
detoxificacio. Aquests danys es veuen especialment augmentats quan els radicals
sén generats bruscament (excessiva exposicié UV). Tres components moleculars
son particularment susceptibles a I'atac de radicals lliures: biomembranes,
proteines i ADN (8).

En les condicions fisiologiques normals, i a causa de Peficacia dels sistemes de
defensa, la lipoperoxidaci6 presenta un efecte nociu reduit. Passa tot el contrari
quan hi ha intoxicaci6 per alguns xenobidtics i el metabolisme genera importants
quantitats de radicals, i/o quan el metabolisme de substincies enddgenes
generadores de RLL (com per exemple els androgens) desborda la possibilitat
de proteccié enzimatica i esgota el pool de scavengers. Aleshores apareixen

plenament els efectes toxics i irreversibles d’aquests processos.

Qualsevol desequilibri entre I'increment de produccié de metabolits d’O, i el

nivell de defenses antioxidants pot potencialment resultar en dany cel.lular. El
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desordre, ja sigui local (en reaccions inflamatories) o molt generalitzat (efecte
de drogues) estd generalment associat a un increment de la carrega oxidativa,
perd pot també ser causat pel deficit d’alguns factors: activitat de la glutatié
peroxidasa, per exemple, depenent de la disponibilitat del seleni. La vitamina
E també depen de la ingesta. Per altra part, algunes drogues poden induir
selectivament una disminucié de GSH amb un bloqueig de la glutati6 reductasa
iun increment, com a conseqiiéncia d’aixo, de la vulnerabilitat a Pestrés oxidatiu
(89, 164).

Els RLLO i especies actives de I'oxigen es troben involucrats en I'envelliment,
en la mutagénesi, en la carcinogenesi i en la produccié de mutagens. A més, una
gran part de la patologia de diversos organs i sistemes, com cervell, cor, fetge,

budell, miscul, pell, pulmd, retina i ronyd, es relaciona amb els RLLO.

En els individus adults, la menor eficacia dels sistemes de proteccié es tradueix
en una amplificacié dels processos de lipoperoxidacié, que se sap que sén un
dels factors essencials per a 'envelliment. Aquesta citotoxicitat és imputable a
les especies radicalars que generaran i als seus aldehids, que son resultat de les

reaccions "de tall".

La toxicitat d’'un radical depén de 5 parametres essencials, que sén: la
concentracid, la mitja vida, la velocitat de difusi6, la accié especifica i les
caracteristiques fisicoquimiques del medi en el qual és produit. La mitja vida
dels principals radicals oxigenats, establerta a 37°C i en condicions molt precises
de concentracié de substrats, és de I'ordre de 10 i 10 segons per a'OH i LO*

respectivament, i de 7 segons per a LOO:,

Tot i la seva relativament baixa reactivitat en medi aqués, 'O, és P'origen de
perturbacions biologiques importants. Quan es produeix en gran quantitat, la
seva dismutaci6 en H,O, -molécula estable i difusible- i permet d’actuar

indirectament a distancia. Es un bon inhibidor de la glutatié peroxidasa; per
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tant, quantitats importants d’H,O, estan disponibles per ser transformades en
‘OH. Aixi, per aquesta seqiiencia, 'O,” pot exercir a distancia, sota la forma
d"OH, una acci6é més nociva que aquella que pot produir en el medi del seu lloc

de produccio.

A part de la seva curta mitja vida, el radical ‘OH té una possibilitat de
recorregut molt reduida, menys de 3 nm, és a dir de Pordre d’1/2000° del
diametre de I'eritrocit huma. Aquest radical tan reactiu és una trampa especifica
per a nombroses estructures (glucosa, sorbitol, manitol, etanol, proteines) que
limiten lleugerament els efectes nocius. L’albtimina és un bon captador de *OH.
El domini que en resulta es limita a aquest lloc i és insignificant. Malgrat aixo,
el seu efecte nociu pot ser molt gran. Es notable el cas en el qual es formen, a
partir 'H,0,, i es fixen directament sobre 'ADN o els ions de metalls de
transicié. El radical "OH aixi format és precisament per aixd més toxic que els

que no s6n accessibles als seus propis scavengers.

Els radicals lliures exerceixen la seva toxicitat simultdniament sobre les
membranes cel.lulars, els acids nucleics i les proteines. La peroxidacié d’acids
grassos poliinsaturats dels fosfolipids de membrana és I’origen d’importants
modificacions de I'organitzaci6 de membranes, que es tradueix en una
disminuci6 de la seva fluidesa i de I'activitat enzimatica que suporten, i en un

augment de la permeabilitat per a H* i altres ions.

En les mitocondries, la lipoperoxidaci6 es tradueix en un inflament i una lisi de

les organel.les, i el mateix ocorre en el cas dels lisosomes.

Els efectes nocius dels lipoperoxids sobre les proteines van ser descrits el 1966
per Roubal i Tappel, que van indicar que aquests efectes consisteixen en una
desnaturalitzacié més o menys marcada que es tradueix en una disminuci6 de
solubilitat. Els radicals alcoxil i alquilperoxil extreuen els H' de les proteines,

preferentment a nivell de -OH de les tirosines, de -SH de les cisteines i de les
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metionines, de -NH," de les lisines, de -NH de les histidines dels triptofans i de

les arginines (8, 154).
LO' + Proteina H - P + LOOH
2P -P-P

Els tioenzims soén molt sensibles a la inactivacié radicalar per formaci6 d’un
radical thiyl (RS") seguit d'un pont disulfur (R-S-S-R).

L'+ RSH-LH + RS
2 RS -+ R S-S-R
Aixi, la lipoperoxidacié pot inactivar nombrosos enzims cel.lulars (105).

La desnaturalitzacié de ' ADN pels radicals acaba amb la seva fragmentacié. Es
responsable de les perturbacions en la transmissié del patrimoni genétic. El
radical "OH, molt implicat en aquest procés, és lorigen de I'oxidacié de la
timina i la guanina, respectivament, en timina-5,6-glicol i 8-hidroxiguanina. Els

radicals alquiloxil i alquilperoxil produeixen oxidacions similars.

La citotoxitat de la lipoperoxidaci6 esta també, per altra banda, lligada a la
preséncia dels diferents aldehids resultants de la lipoperoxidacié disruptiva dels
acids grassos insaturats. Els més importants quantitativament sén els 4-hidroxi-
alquenals, que sén els agents alquilants molt potents que reaccionant
espontaniament i formen: -

- compostos d’addicié amb els residus cisteinil de les proteines i del glutatio;
- bases de Schiff amb els grups amino de les proteines, de les fosfatidil

etanolamines 1 de les fosfatidil serines.
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El bloqueig dels grups tiols comporta inhibicié de diferents enzims, com la 3-
fosfogliceraldehid deshidrogenasa, la lactat deshidrogenasa, I’hexoquinasa,
I’ADN polimerasa i ’adenilat ciclasa, que condueix notablement a una reduccié
de la sintesi de les nucleoproteines, de les proteines i de la glicolisi anaerobica
(154, 162).

En les membranes, les condensacions aldehidiques ambs els grups amina
indueixen modificacions importants de la seva permeabilitat i poden comportar
la seva lisi. En aquest context, la membrana plasmatica eritrocitaria ha estat
particularment estudiada. A concentracions micromolars, el malonilaldehid, pels
ponts que crea, augmenta molt significativament la rigidesa de la membrana, la
qual cosa comporta una menor diformitat de Peritrocit i un escurcament de la
seva mitja vida en la circulaci6. En el curs de shocks circulatoris, s"ha observat
un augment molt important de la concentracié eritrocitaria de malonildialdehid,

que pot tenir un paper important en I’aterogénesi.

Quan reaccionen amb ADN, els aldehids i els hidroxi-alquens provoquen els
efectes mutagenics, carcinogénics i citotoxics. L’acci6 mutagénica del
malondialdehid ha estat demostrada en el ratoli, en el qual es coneix que el 4-
hidroxil-2-transnonenal forma un compost ciclic d’addicié amb la guanina de
I’ADN.

La citotoxicitat dels hidroxialquens és limitada pel potent sistema enzimatic de
detoxificacié que constitueix la glutatié S-transferasa, que catalitza la formaci6
amb el glutatié de compostos menys toxics, eliminables probablement sota la

forma d’acids mercaptirics.

En conclusié, sembla ser que els radicals i els aldehids resultants de la
lipoperoxidacié danyen totes les membranes -i per tant les organelles
subcel.lulars-, aixi com les proteines (enzims principalment) i el genoma. L’accié

sobre les membranes dels lisosomes té conseqii¢éncies desastroses, ja que pot
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conduir a la seva ruptura i Ialliberament d’enzims que catalitzen la hidrolisi de
les proteines, dels acids nucleics i dels polisacarids cel.lulars (despolimeritzacié

de Pacid hialurdnic).

La lipoperoxidacié apareix, doncs, com un procés localitzat, implicat en
situacions patologiques molt diferents: envelliment, lesions isquémiques i post-
isquemiques (cor, budell, cervell) sindromes inflamatories, toxicitat d’alguns
xenobidtics (farmacs, per exemple), afeccions malignes, etc. Aixf, 'acumulaci6
de productes de la lipoperoxidacié ha estat observada principalment en les
biopsies cardiaques de pacients amb patologia miocardica, en el teixit colon-
rectal tumoral, en els cristal.lins de cataractes d’etiologia diversa (154, 44, 209,
105, 38).

Aquest risc radicalar és maxim a nivell de la pell per raons de la seva exposici6

als estimuls fotobioldgics generadors de radicals Hliures d’oxigen (35).

En condicions normals, la presencia d’'un equilibri entre prooxidants i scavengers,
impedeix que les delicades estructures cel.lulars (membranes, ADN, enzims,
etc.) pateixin lesions oxidatives per aquests radicals, perd en situacions en les
que els sistemes antioxidants no poden eliminar aquestes espécies actives, €s
produeix el radical hidroxil, que és capa¢ d’oxidar per exemple lipids i
incrementar la producci6é de nous RLLO, en la cadena de lipoperoxidacié. El
radical hidroxil origina rapidament la formacié de metabolits toxics addicionals,
descompensant encara més la pérdua de I’estat d’equilibri entre prooxidaci6 i

antioxidacio.

Els problemes de la perdua d’equilibri entre Poxidaci6 i antioxidacié poden
donar lloc a nombrosos processos patologics. S"han descrit uns criteris pels quals
una determinada patologia pot tenir el seu origen en els mecanismes radicalars
(taula 5) (18).

35



INTRODUCCIO

En la taula 6, s’enumeren algunes de les reaccions biologiques i de les situacions
patologiques que semblen estar relacionades amb els radicals lliures i espécies

actives d’oxigen. Com podem veure, sdn molts els organs i sistemes afectats.

L- Es conegut que la malaltia s’associa a una produccié anormal de
radicals lliures o d’intermediaris.

IL- Demostracié d’especies de radicals lliures especifiques, o dels seus
productes de reacci6, al lloc de la lesid.

III.- Demostraci6 in vitro del fet que espécies de radicals lliures estan
involucrades en mecanismes importants referents a I'entitat patologica en
concret.

IV.- Test del Simptoma Comui: produccid de lesions similars per agents
d’altres etiologies que donen lloc a les mateixes espeécies de radicals
liures.

V.- Capacitat per modular la patogenesi mitjancant I’administracié
d’antioxidants o guenchers de radicals lliures.

TAULA 5.~ Criteris per involucrar els processos mitjangats per radicals Iliures en la patogénesi
(extret de la ref. 18).
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hJets biologics

Activitat fagocitica

Activitat de la xantin-oxidasa

Amiloidosi

Autooxidaci6 del colesterol (factor de risc coronari)
Biosintesi de prostaglandines

Cancer i metastasis

Envelliment (normal i prematur)

Fenomens de detoxificacié oxidativa
Funcionament de la "natural cell activity"
Hipoxia-reoxigenacio

Inflamaci6

Mutacions (alteracions en ’ADN i en la reparaci6)
Oxidacions biologiques

Peroxidacions lisosomals

Toxicitat per I'oxigen i per 1'0z6

Lesions cel.lulars i histiques induides per
tetraclorur de carboni

Fum dels cigarrets

Endotoxines i neurotoxines

Toxicitat de 1'oli toxic

Toxicitat de la bleomicina

Toxicitat de la hidroxidopamina

Toxicitat dels aminoglucosids (nefrotoxicitat)
Toxicitat de les benzantraquinones, quinones heterocicliques i
naftaquinones :

Toxicitat dels metalls pesants (cadmi, mercuri, plom)
Aspiracié de meconi

Contaminants oxidants

Furosemida

Sobrecarregues d’alumini

Toxicitat de I'adriamicina

Toxicitat del cisplati

Radiacions ionitzants i solars

Toxicitat del paracetamol
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Patologia meédica

a-beta lipoproteinémia

Artritis reumatoide

Arritmies induides per H,0,

Cardiopatia isquemica (hipoxia-reoxigenacio)
Colagenosis 1 conectivopaties (LES, esclerodérmia)

Colitis ulcerosa

Demeéncia senil

Dermatitis de contacte

Diabetis induides per al.loxa i estreptozoticina

Displasia broncopulmonar

Distres respiratori de 'adult (endotoxines)

Malaltia d’Alzheimer

Malaltia de Keshan

Malalties pancreatiques

Malaltia de Parkinson

Malaltia pulmonar obstructiva cronica

Fibroplasia retrolental (toxicitat de I'oxigen)

Glomerulonefritis (malaltia antimembrana basal)

Isquémia cerebral i lesi6 vascular hipertensiva

Isquémia histica (hipoxia-reoxigenaci6)

Kwashiorkor

Miocardiopaties (incloent I'alcoholica i la de Keshan)

Mort sobtada cardiaca

Peroxidacié lipidica i intoxicacié digitalica

Porfiries

Prevenci6 del distrés respiratori del nounat prematur amb
dexametasona “

Sindrome d’ataxia-telagiectasia

Sindrome de Bloom

Sindrome de Down

Sindrome de distrés respiratori de I'adult

Sindrome de Dubin-Johnson-Sprinz

Sindrome de I'alcoholisme fetal

Ulcera péptica |

Variacions hemodinamiques per leucotriens

Iatrogénia que indueixen processos fibrosants.

TAULA 6.- Fets biologics 1 situacions médiques almenys relacionats en part amb radicals lliures
d’oxigen (extret de les ref. 164, 75).
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7.- Glutatié S-transferases (GST)

Les GST s6n una familia multifuncional d’enzims que catalitzen la conjugaci6
del GSH amb un gran nombre de xenobidtics, aixi com també subtrats endogens
donant lloc a la formacié d’acids mercaptarics, que és un important cami

d’eliminacié de citotoxics potencials o compostos mutagénics del cos.

La majoria de GST s’han trobat al citosol perd també s’han descrit isoenzims

localitzats al nucli cel.lular (195, 91) i microsomes (130, 131).

Les GST citosoliques s6n enzims dimerics i s’han identificat en homes (139), .
rates (142), ratolins (178) i en gran quantitat d’espécies animals (80, 104, 163)

aixi com en plantes (174).

Donat que el nostre treball s’ha desenvolupat en ’home, 'estudi posterior tan

sols esta centrat en els diferents isoenzims de la GST humanes.
7.1.-Nomenclatura de les GST citosoliques

Els isoenzims humans de GST es poden classificar en tres classes: alfa, mu i pi,
segons Mannervik (114, 113), tenint en compte les propietats estructurals,
immunologiques i enzimatiques, amb punts isoeléctrics basics, neutre i acid,

respectivament.

La classe alfa conté varies formes que originariament es van creure codificades
pel locus GST2, pero treballs posteriors suggereixen que comprén monomers
separats, B11i B2, que son producte de diferents gens (184) situats al cromosoma
6 (21). Els monomers es poden combinar per donar lloc a homodimers BI1B1 i
B2B2 i a heterodimers B1B2. Aquests dos gens s’expressen majoritariament al
fetge, mentre que un tercer gen, també situat al cromosoma 6, s’expressa en pell
(90).
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Els isoenzims de classe mu semblen ser el producte d’un locus polimorfic, el
GST1, que es creu situat als cromosomes 1, 6 i 13. Combinant tres al.lels
s’obtenen quatre possibles fenotips: GST1 0, GST1 1, GST1 2 i GST1 2-1. Els
individus amb fenotip GST1 0 no tenen isoenzims de classe mu, mentre que el
fenotip GST1 1 expressa I'isoenzim ¥ i el fenotip GST1 2 expressa el u. El
fenotip GST1 2-1 expressara I'isoenzim ¢ (20, 22, 186). El gen, 'expressi6 del
qual és polimorfica en la poblacid humana, sembla estar localitzat en el
cromosoma 13 i ser resultat d’'una transposicié o recombinaci6é al llarg de
'evoluci6; per tant, el fenotip nul seria degut a una mancanga de transposici6

de PADN davant una deleccié genética (45).

Els isoenzims de classe pi van ser inicialment descrits en eritrocits i placenta
(118), pero després s’han anat trobant formes similars en tots els teixits humans,
incloent la pell (98). Els estudis immunologics indiquen que tots ells s6n
producte d’un sol locus, el GST3 (73, 47, 143), que es troba situat al cromosoma
11 (102), encara que en el cas de la pell recentment s’ha insinuat un segon
possible locus en el cromosoma 12 (98). També s’ha determinat recentment

Pestructura i la seqiiencia de nucleodtids del gen de la GST w humana (41).

Recentment s’ha purificat i caracteritzat una GST que probablement
correspondria a un nou locus: GST4. Aquest isoenzim es troba al miscul huma
i es pot diferenciar clarament de les altres isoformes de GST del miscul (classes

alfa, mu i pi) per diverses tecniques (175).

La taula 7 recull, en sintesi, les diverses nomenclatures.

Respecte a la GST basica major (e, BlB;,.GST 1-1, GST 2-tipus 1 o a,,),
origindriament descrita en fetge huma, podria ser anomenada glutatié

transferasa humana alfa 1-1, abreujada GSTAI1-1. El corresponent locus genetic

es podria denominar GSTA1. Un segon homodimer de la classe alfa (1, B,B,,
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PESMOLEC.  PUNT NOVA
CLASSE  [ISOENZIM  ALTERNATIVA SUBUNITATS ISOELECTRIC  NOMENCLATURA
ALFA B1B1 € £ 25.900 8,9 GSTA1-1
B1B2 25.900 8,75
B2B2 8 | ' -
25.900 84 GSTA2-2
a,B T - - -
Skin"9,9" ) 27.000 9,9 ;
MU 1 neutra Zzgzgg 6,1 GSTMla-1a
neutra 6‘ 00 5,5 -
¢ neutra 267 46 GSTM1b-1b
PI - acidica, 24.800 48 GSTP1-1
anionica

TAULA 7.- Nomenclatura de les GST citosdliques a 'especie humana (extret de les ref. 132, 117)

GST 2-2, GST 2-tipus 2 0 a,,) es designaria com a glutati6 transferasa alfa 2-2
o0 GSTAZ2-2, i la proteina heterodimerica préviament anomenada com a glutati6
transferasa 6 o B;B, o GST 2-tipus 2-1 és referida ara com una glutatié
transferasa alfa 1-2 o GSTA1-2.

Les glutatid transferases p i ¢ sOn generalment considerades com a variants
al.leliques del mateix locus genetic, i ambdues poden ser designades com a
glutati6 transferasa humana Mu 1-1. Les formes enzimatiques al.leliques poden

ser distingides per lletres mintiscules.

Pel que fa a les GST acides en aquesta nova nomenclatura tan sols s’ha tingut

en compte la GST w i pot ser anomenada GSTP1-1 (117).
7.2.-Distribucié de les GST pels teixits

Les GST estan distribuides ampliament per tot I'organisme, iniciant-se el seu
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desenvolupament en el fetus molt aviat (144). Aixd serd important per
metabolitzar rapidament el compostos estranys, sobretot en aquells teixits que
es troben en llocs d’entrada o sortida de I'organisme, com s6n els pulmons, el

fetge, etc.

El fetge conté molt poca quantitat de GST m, la qual és la fonamental en
gairebé bé tots els organs estudiats, com sén principalment la placenta, el rony6
i el budell |

El pulm6 conté relativament poca quantitat de la subunitat o (66).

Les GST hepatiques tenen una activitat enzimatica clarament superior a la
d’altres teixits, com per exemple pulmé, rony6, pell, budell, suprarenal, melsa,
placenta, sang total i plasma (31, 71, 72, 185), encara que aixd dependra també

del substrat emprat en la reaccié enzimatica in vitro.

D’altra banda, estudis cromatografics i immunologics mostren clarament una
certa expressio "cel.lula-especifica” dels isoenzims de GST. Per exemple, tots els
isoenzims observats en les cél.lules sinusoidals hepatiques es detecten també en
el parénquima hepatic, perd a les ceéllules de Kupffer i a les endotelials els
manquen molts dels isoenzims presents en el parénquima. La importancia
d’aquest fet radica en queé, quant un compost xenobiotic entra en la circulacié
hepatica, les primeres céllules amb que es troba son les sinusoidals; per tant,
la preséncia de molts isoenzims de GST capacos de detoxificar una gran varietat
de compostos en les cel.lules de Kupffer o en les endotelials -totes dues formen
part de les sinusoidals- podria ser crucial per protegir al fetge del dany provocat

per substancies potencialment hepatotoxiques (181). -

A part d’aquesta expressié "cellula especifica” dels isoenzims de GST, existeix
també Pexpressi6 "teixit-especifica’, que en la rata s’ha suggerit que podria tenir

lloc pretranslacionalment, donats els resultats d’estudis fets amb traslacié in
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vitro de poliRNAs i posterior purificacié de proteines (198).

També recentment s’ha observat per técniques immunohistoquimiques que la
GST 7 es pot localitzar en el nucli. No es coneix el perqué d’aquesta
localitzacid, perd en algun cas s’ha observat associada a la resisténcia a
I’adriamicina (195) i possiblement relacionada amb una nova funcié enzimatica
reparadora d’ADN (91).

Molts teixits expressen diversos isoenzims de GST (encara que sovint en
predomina un -0 bé una familia-), com és el cas de budell prim i cdlon, on hi
ha presencia d’e, m i en algun cas u, i sempre amb predomini de la m (147, 37).

Malgrat aix0, en alguns teixits s’ha aillat tinicament un isoenzim (54).

La rad per a la diferéncia en I'expressié dels isoenzims de la GST en els teixits
no és clara, pero s’especula que no reflectiria la necessitat per detoxificar els
xenobiotics, sind una adaptaci6 al paper variable en la biosintesi dels compostos
endogens. Malgrat aix0, sobre aquestes funcions es coneix molt poc actualment
(202).

En el cas de la pell humana, s’han identificat en el citosol 6 formes diferents
amb pl de 4,6, 5,9, 6,8, 7,1, 8,51 9,9. Les tres més abundants sén una acida de
classe pi (pI 4,6), una basica classe alfa (pI 8,5) i una molt basica de classe alfa
(pI 9,9). Aquesta tltima representa 10-20 % del total de les GST de pell, és
similar a la GST 2-2 de rata, amb alta activitat glutati6 peroxidasa per als
hidroperoxids linolenics i hidroperoxids cuménics (46), i s’expressa també en

prostata humana.
7.3.-GST: diferéncies segons el sexe

En I'espécie humana s’han fet estudis de comparaci6 d’activitat GST en cervell,

eritrocits d’home i de dona, i no s’h:in trobat diferéncies (185, 34, 43).
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7.4.-Mecanisme de catalisi de les GST

Per entendre el mecanisme d’accio de les GST, s’ha de tenir en compte en
primer Iloc que les reaccions que aquests enzims catalitzen son possibles també,
en petita proporci6, en abséncia de I'enzim. Aix0 es deu a lactivitat de I'i6
glutati6 tiolat (GS"), I'espécie nucleofilica del GSH que sembla ser la

responsable de la reacci6 amb cada un dels compostos electrofilics (86).

La base de la forca catalitica de I'enzim pot ser I'incrementar, a pH fisiologic,
la nucleofilitat del grup tiol de GSH, és a dir, la interacci6 del GSH amb la
GST podria facilitar la ionitzacié del GSH a i6 tiolat (86).

Les reaccions catalitzades per les GST semblen implicar, doncs, la generacio6 de
I'anié tiolat del glutatié en el lloc actiu de I'enzim. La meitat tiolada reactiva
participa després en l'atac nucleofilic a substrats hidrofobics en centres
electrofilics com carbonis o oxigens. En algunes d’aquestes reaccions, els
substrats electrofilics formen conjugats estables amb el glutatié, que més tard
s6n metabolitzats i excretats com a mercapturats i altres compostos quimics. En
altres conversions catalitzades per GST, com les reaccions seleni-independent

glutati6 peroxidasa, s’han identificat intermediaris del glutatié no estables (132).

Fins ara, el mecanisme postulat per a P'accié de les GST és bastant primitiu;
depen només de la juxtaposicié dels substrats que interactuen, és a dir, que tot
tindria lloc per un simple efecte de proximitat. El lloc actiu de I'enzim es podria
considerar com una area d'uni6 discreta i especifica per al GSH que estaria
molt relacionada amb un segon lloc caracteritzat per la seva lipofilicitat. Quan
un reactiu suficientment electrofilic estd present en el lloc adjacent a 'i6 glutatié

tiolat, la reaccié tindra lloc (86).

Més recentment, s’ha suggerit que cada familia d’isoenzims de GST (alfa, mu,
pi) tindria un "G-site" (és a dir, un lloc de fixaci6 del GSH) (2). El lloc de
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reconeixement més important és el grup carboxilat de la cadena T-glutamil
lateral, el qual seria del tot imprescindible: és I'inic grup funcional de la
molécula de glutatié (a part, evidentment, del grup tiol) la delecci6 del qual

comporta una perdua total d’activitat.

D’altra banda, la facilitat amb la qual electrofilics i nucleofilics reaccionen uns
amb els altres estd en funcié de la densitat de carrega de cada un d’ells. Els
compostos quimics que tenen centres amb alta densitat de carrega, sén
anomenats electrofilics o nucleofilics "durs", mentre que els compostos amb
baixa densitat de carrega s’anomenen "tous". La barrera potencial d’energia que
s’ha de superar per a la conjugacié és baixa quan reaccionen compostos de
similar duresa o flongesa. El glutatié és un nucleofilic tou, i per tant reaccionara
més rapidament amb electrofilics tous. Aixi, doncs, les reaccions amb
electrofilics durs és més probable que requereixin catalisi per GST, mentre que
els electrofilics tous és més probable que reaccionin espontaniament amb el
GSH.

Tanmateix, la catalisi enzimatica de la reaccié del GSH amb electrofilics tous
té lloc i predomina a baixes concentracions de GSH quan gairebé tot el GSH
esta unit a la GST (48).

L’altre determinant per a la rapidesa de la reacci6, i per tant per a 'increment
potencial per la catalisi enzimatica, és la concentracié de GSH i de I'electrofilic.
Sota circumstancies en les quals el GSH ha estat depleccionat a nivells baixos
o I’electrofilic esta present a baixes concentracions, la catalisi per GST assumeix

un paper més important (48).

Més recentment, s’ha suggerit que determinats residus de I’aminoacid arginina
podrien tenir una gran importancia funcional, ja que estan presents en la
mateixa posicié en les tres classes de GST. Provocant mutacions i canvis

d’aquests aminoacids, s’ha arribat a la conclusié que aquests residus poden
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contribuir a la afinitat de les GST pel GSH, potser neutralitzant la carrega
negativa dels grups carboxilat del GSH o bé contribuint a I'estabilitat de 1’estat

conformacional de I’enzim (183).

Un factor important en l'activitat de la GST « és la molécula de cisteina
proxima al lloc d’accié de I'enzim, de forma que, si aquests aminoacid té el
residu -SH oxidat, no produeix I’accid. Aix0 s’ha pogut veure en diferents estudis
en els quals el glutatié oxidat inhibeix la reacci6 de forma competitiva,
suggerint, per tant, que és important la relacié -SH/-SS per tal que la GST =
actui plenament (137, 170).

En estudis realitzats en GST de placenta humana (GST ), s’ha vist que aquest
enzim mostra diferéncies cromatografiques i comportament electroforétic
d’acord amb la concentraci6 de GSH, suggerint un posible canvi en les xarxes
de carrega de la molécula i un canvi conformacional en la zona de la uni6 del
lligand. Estudis cinetics utilitzant acid etacrinic, han mostrat una resposta
bifasica segons la concentracié de GSH: es pot dir que aquest enzim assumeix
una forma altament anidnica en preseéncia de concentracions baixes de GSH,
mentre que és convertida en una forma anionica relativament debil quan a
I'entorn immediat hi ha una alta concentracié de GSH. Aixi, doncs, in vivo pot
predominar I'alta o baixa afinitat segons el contingut de GSH en el teixit del
voltant (157).

7.5.-Funcions de les GST

Les GST s’associen normalment amb la detoxificacié per conjugacié de
compostos electrofilics, xenobiotics, genotdxics i- citotoxics procedents de
farmacs, carcindgens, metabolits de substancies enddgenes i contaminants
ambientals. Aquests substrats sén extremadament electrofilics, de manera que
fins i tot poden reaccionar espontaniament amb el GSH. Per exemple, respecte

al cancer aquests enzims poden:
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-protegir les cellules normals de la iniciacié per carcindgens quimics;

-si estan augmentats durant la preneoplasia, ofereixen a les cellules
preneoplastiques un avantatge selectiu sobre les cél.lules veines;

-si estan augmentats durant la progressio de la malignitat, donen a les cél.lules

resisténcia als agents quimioterapics electrofilics.

La conjugaci6 del glutati6 també té un paper important en la fisiologia, ja que
és un pas essencial en la biosintesi de leucotriens, principalment portat a terme
per les GST basiques (112).

Tanmateix, el nom d’aquests enzims es refereix a només una de les moltes
activitats enzimatiques que posseeixen. Altres activitats s()n,. per exemple (veure
taula 8), Pactivitat A°-3-cetoesteroide isomerasa GSH-depenent, Iactivitat
peroxidasa seleni-indepenent -funcions lligades a la GST alfa majoritariament-

i la biosintesi de prostaglandines catalitzada per la GST u (26, 94, 201).

1.- Detoxificacié de xenobidtics electrofilics/hidrofobics via conjugacié amb GSH.
2.- Unid/transport de lligands no substrats.

3.- Isomeritzaci6 d’esteroides.

4.- Sintesi enddgena de prostaglandines/leucotriens.

5.- Glutati6 peroxidasa seleni-indepenent.

6.- Proteines estructurals en cristal.lins de algunes espécies animals,

TAULA 8.- Resum d’algunes de les funcions de la GST (extret de la ref. 100)

A més de les funcions enzimatiques, s’ha suggerit que les GST poden servir
també com a transportadors intracel.lulars de proteines per a determinades
molécules organiques, fent a dins de la céllyla la mateixa funcié que I'albtmina
en el plasma sanguini. La proteina que té aquesta capacitat d’uni6 reversible i
transport de diversos lligands, es va anomenar 'ligandina” (116). Quan es va
comprovar l'activitat GST de la "ligandina” i quan es va testar en les GST la

reactivitat amb I’anticos contra la "ligandina", es va trobar que la "ligandina" era
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idéntica a la GST B de rata (86).

Dins dels lligands de la GST que no sén substrats, hi trobem I’hemo, bilirrubina,
biliverdina, bromosulfoftaleina (BSP), acids biliars, esteroides, agents de contrast
iodat i algunes molécules no polars. S"ha comprovat in vitro que alguns d’aquests
lligands inhibeixen I'activitat enzimatica de la GST cationica prioritaria al fetge
adult huma, encara que aquesta inhibici6 és pH-depenent. A pH 6,5, la inhibicié
és completa, mentre que a pH 9,1 es manté una considerable proporcié
d’activitat catalitica, atribuible a qué el substrat no lligand s'uneix a un lloc
diferent del lloc actiu, amb la qual cosa s’obté un complex enzim-susbstrat-
inhibidor que encara té activitat enzimatica. A pH 7, que és el fisiologic de
I’hepatocit, la GST humana és totalment inhibida per concentracions saturants
dels lligands no substrats. Tanmateix, és improbable arribar a concentracions
saturants de substrats electrofilics in vivo. En canvi, les condicions que causen
colestasi intrahepatica sovint s’associen amb un actimul de substrats no lligands
fins a un grau que es pot esperar que inhibeixin les GST catidniques humanes
hepatiques. Aix0 suggereix que, durant la colestasi, el fetge huma pot ser més
susceptible que habitualment el dany provocat per toxics electrofilics. De totes
maneres, el fetge huma conté molts altres isoenzims no cationics, i el
comportament de cél.lules intactes i in vivo podria ser diferent del trobat in vitro
(25, 48).

Curiosament, quan aquests mateixos estudis s’han fet en fetge de rata, s’ha
comprovat que hi ha isoenzims de GST cationics i pH-sensitius que en preséncia
de concentracions saturants de lligands no substrats mantenen un grau d’activitat

enzimatica significatiu (de 30 a 60% respecte al control) a pH 7 (24).

Les GST, a causa de la seva propensi6 a unir-se a altres molécules, podrien
servir de magatzem o sistema de transport de proteines en els hepatocits. La

necessitat d’emmagatzemar és evident en casos com el de la bilirrubina, un
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compost toxic molt poc soluble en solucions fisiologiques i que es produeix a ra6
de 250 mg/dia en 'home. A la circulaci6, la bilirrubina pot ser transportada per
’albimina, perd en I'hepatocit -la cél.lula en la qual té lloc la conjugacié6 amb
el glucurdnid- I'albiimina no esta disponible i la bilirrubina podria sedimentar

si les transferases no estiguessin a punt per unir-s’hi (86).

El fet que la classe pi estigui expressada en la glandula adrenal humana,
tiroides, placenta, prostata i titer suggereix la possibilitat d’un paper de transport
i segrestament d’hormones (195). Tambe s’ha suggerit, respecte a la mateixa
GST 7 i a causa de la seva distribucié tissular amplia, que aquest enzim seria
essencial en la fisiologia cel.lular normal, encara que el principal paper biologic
respecte a substrats endogens encara esta per resoldre (91). En estudis recents
de la preséncia de GST en prostata, s’ha vist que per la seva distribucié estaria
involucrada en processos prostatics endogens tals com el metabolisme
d’esteroides, 1 addicionalment participaria en I'eliminacié dels metabolits toxics
(52).

Probablement, les GST tenen també altres funcions encara poc conegudes.
Estudis fets en cervell de rata emprant sondes ¢’ ADN mostren que en aquest
organ s’hi expressen miltiples isoformes de GST, la qual cosa ha fet suggerir als
autors que aquests enzims podrien estar implicats en altres processos fisiologics,

a part del metabolisme de xenobiotics (107).

7.6.-Substrats de les GST

La majoria dels substrats de la GST 'qu,e sutilitzen experimentalment sén
productes de la inddstria quimica moderna. Encara que estan relacionats amb
toxics ambientals, aquests compostos es van escollir per la seva utilitat en els
estudis enzimoldgics més que per la seva importancia biologica. De totes

maneres, 1'ds d’aquests substrats ha ajudat a definir 'activitat GST, distingir
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entre diversos isoenzims i identificar classes especifiques de GST.

Molts dels substrats sén compostos que podrien reaccionar amb radicals
nucleofilics de les proteines i acids nucleics i causar aix{ efectes toxics, mutacions
i cancer. Originariament, es va considerar que I'atac nucleofilic catalitzat per les
GST només podria anar dirigit a un atom electrofilic de carboni. Més endavant
es va establir que el nitrogen electrofilic dels esters de nitrat, el sulfur dels
tiocianats o dels disulfits organics i 'oxigen dels hidroperoxids organics podien

servir també de dianes alternatives en les reaccions catalitzades per GST (86).

Sha vist que les GST catalitzen la conversié biosintética d’alguns substrats
fisiologics; per exemple, han estat implicades en el metabolisme dels derivats de
'acid araquidonic, incloent el leucotri¢ A,, que transformen en leucotri¢ C,, i
moltes prostaglandines (42, 87, 132, 29). A la taula 9 es poden observar alguns
dels substrats biologicament importants de les GST, com per exemple lipids

cel.lulars i alguns antineoplastics.

El substrat més emprat per demostrar I’existéncia de miltiples formes de GST
en diverses espécies biologiques és I'1-cloro-2,4-dinitrobenzé (CDNB). Es un bon
substrat per a la GST microsomal i per a moltes GST de fraccié soluble (116,
132), encara que és el substrat menys idoni en el cas de la recentment purificada
GST theta de fetge humai de rata (125). A la figura 3 es pot observar la reacci
catalitzada per la GST amb GSH i CDNB com a substrats.

Les GST de classe alfa tenen una gran activitat envers ’hidroperoxid de cume,
mentre que les de classe mu sén més actives amb els epoxids -com 1'0xid de
trans-estilbé o el benzo(a)piré-7,8diol—9,'10-,ep(‘)xid (205)- i les de classe pi amb
I’acid etacrinic (55, 116). L’activitat isomerasa esta a carrec majoritariament de

les GST basiques.
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Derivats de I'acid araquidonic
Leucotri¢ A, metil éster
Prostaglandina H,

Carcinogens
Aflatoxina B,-8,9-0xid
Anti-benzo(a)pire-7,8-diol-9,10-epoxid

Agents antineoplastics
Mostasses nitrogenades
Clorambucil
Melfalan
Ciclofosfamida
Nitrosourees
1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU)
Antroquinona
Mitoxantrona (activada als microsomes)

Productes de membrana i d’oxidacié de 'ADN
Acids grassos hidroperoxids
4-hidroxialquenals
ADN hidroperoxids

TAULA 9.- Alguns dels substrats biologicament importants de les GST (extret de la ref. 132).
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