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RESUMEN

En la actualidad comienzan a emerger evidencias de que las relaciones entre los radicales
libres, las proteinas y los mecanismos de proteolisis son mucho mas complejas de lo que
inicialmente se pensd. Hoy dia diversas proteinas son consideradas no sélo como blanco de
la accion de los radicales libres sino que pueden comportarse como generadoras y propa-
gadoras de estas dafiinas sustancias. De igual forma, los efectos del estrés oxidativo no sélo
modifican las propiedades de las proteinas consideradas como sustratos de los mecanismos
de proteolisis, sino que pueden afectar los mecanismos proteoliticos propiamente dichos,
incluidas las vias lisosomal, proteosomal y de las calpainas en el catabolismo proteico
intracelular. En este trabajo se propuso una vision holistica e integradora de estas alterna-
tivas, se pretendié considerar toda la variada gama de posibilidades de interaccion que
podia producirse en el tridngulo radicales libres -proteinas- proteolisis. Este esquema
puede resultar de gran utilidad metodoldgica al analizar los resultados experimentales en
este terreno, asi como al abordar su interpretacion.

Descriptores DeCS: ESTRES OXIDATIVO; RADICALES LIBRES; CALPAINA; EN-
VEJECIMIENTO CELULAR.

Se ha demostrado la capacidad de los
radicales libres de reaccionar con lipidos,
acidos nucleicos y proteinas. El dafio
oxidativo a las proteinas tiene una quimica
muy compleja. Sistemas generadores de
radicales libres como el compuesto por
CLFe /4cido ascorbico, el de xantina / xantina
oxidasa y el H,O,, producen la aparicién
de numerosos grupos carbonilo y otras alte-
raciones en diferentes proteinas. Los me-
canismos operantes en cada sistema pudie-
ran ser diferentes y también pueden variar

en dependencia de la proteina afectada. El
dafio oxidativo de las proteinas tiene vincu-
los con el que se produce en otras
biomoléculas.

Se ha planteado un esquema de las po-
sibles consecuencias del estrés oxidativo
sobre el catabolismo de proteinas. Las evi-
dencias de este tipo provienen tanto de es-
tudios del estado del catabolismo de protei-
nas en situaciones fisiopatoldgicas donde la
participacion de los radicales libres es ge-
neralmente aceptada, como de demostra-



ciones directas de la relacion entre radica-
les libres y alteraciones de la proteolisis.
Estas alteraciones de la proteolisis por los
radicales libres se manifiestan tanto en el
catabolismo intracelular de proteinas como
en sistemas extracelulares, en especial en
las proteinas de la matriz intercelular. Por
otra parte, algunas proteinas pueden com-
portarse como generadoras y propagadoras
de radicales libres, como en el caso de la
mioglobina y la peroxidasa que generan
radicales libres en presencia de H,0,.

Las proteinas alteradas, posiblemente
por un incremento de su hidrofobicidad,
son mas rapido ubiquitinizadas y degrada-
das por la via proteosomal. En estos meca-
nismos degradativos pueden también parti-
cipar el sistema lisosomal y las proteinasas
dependientes de calcio (calpainas). En cier-
tas condiciones pueden producirse dificul-
tades para el catabolismo de las proteinas
modificadas con acumulacién de productos
de dificil degradacion.

La relacién entre radicales libres, pro-
teinas y proteolisis se muestra extraordina-
riamente compleja, pues si algunas protei-
nas pueden actuar como generadoras y pro-
pagadoras de radicales libres, también su
estructura puede sufrir diversas modificacio-
nes por accion de dichos radicales, lo que
alteraria su catabolismo. Estas alteraciones
pudieran formar parte de los mecanismos de
dafio que se observan en el envejecimiento,
la isquemia -reperfusion, la produccion de
cataratas y otras situaciones.

Hasta hace poco se consideraba que en
las células existian 2 vias fundamentales
para el catabolismo de proteinas, la llama-
da via lisosomal y la via no lisosomal. La
via lisosomal depende de la presencia en
estos organelos de diversas enzimas
proteoliticas denominadas genéricamente
catepsinas. Por su parte la via no lisosomal
depende de complejos macromoleculares
nombrados proteosomas, los que poseen una

actividad proteolitica variada. Esta via
proteosomal requiere ATP para su funcio-
namiento y su selectividad estd determina-
da por los procesos de ubiquitinizacién de
las proteinas sustrato. A estos 2 procesos
debe anadirse el sistema proteolitico celu-
lar dependiente de calcio y que esta repre-
sentado por las enzimas denominadas
calpainas.!

La selectividad por las proteinas
sustrato parece ser uno de los atributos mas
destacados de la via proteolitica de los
proteosomas. Sin embargo la determinacion
de las proteinas que serdn degradadas por
esta via ocurre con anterioridad a los even-
tos proteoliticos propiamente dichos. Algu-
nas caracteristicas intrinsecas de la protei-
na sustrato, incluidas ciertas secuencias
aminoacidicas hacen a las proteinas mas
susceptibles al marcaje por ubiquitina y su
posterior degradacion. En el proceso de
unidn de la ubiquitina a las proteinas sustrato
participa un conjunto de enzimas denomi-
nadas E1, E2, E3 y E4.23 Las proteinas al-
teradas, posiblemente por un incremento de
su hidrofobicidad, son mas rapido
ubiquitinizadas y degradadas por la via
proteosomal.

EFECTOS DE LA AGRESION OXIDATIVA SOBRE
LAS PROTEINAS

Se ha demostrado la capacidad de los
radicales libres de reaccionar con lipidos,
acidos nucleicos y proteinas. El dafio
oxidativo a las proteinas tiene una quimica
muy compleja.* Entre las especies mas
deletéreas se incluyen radicales de propa-
gacion como el alcoxilo. A partir de las
proteinas agredidas se generan algunos pro-
ductos como los hidroper6xidos proteicos
que son relativamente estables y pueden
generar nuevos radicales al reaccionar con
metales de transicion.
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Los residuos de aminoacidos azufrados,
asi como los de lisina e histidina suelen ser
muy susceptibles al dafio oxidativo. En los
primeros se generan disulfuros que pueden
ocasionar el establecimiento de puentes
covalentes cruzados entre proteinas o
subunidades con formacién de agregados.
En los segundos se produce su oxidacion a
grupos aldehidos lo cual también puede ocu-
rrir con residuos de aspartico, prolina y
arginina, esto da lugar a un incremento de
grupos carbonilo en las proteinas agredi-
das.’ Enlos casos extremos llega a produ-
cirse incluso la fragmentacion de las cade-
nas polipeptidicas.®

Diferentes sistemas han demostrado
capacidad de producir dafio oxidativo in
vitro.” Se ha observado que el 4 hidroxi 2
nonenal, un producto final de la peroxidacién
lipidica se une covalentemente a diversas
proteinas. Las proteinas modificadas por la
unién del nonenal muestran gran suscepti-
bilidad a la ubiquitinizacién. Estos cambios
se han podido demostrar en sistemas i vivo
donde se ha producido el estrés oxidativo
en rifiones de animales de experimentacion
mediante la inyeccion intraperitoneal de
nitrito acetato férrico.?

Por otra parte diferentes proteinas son
peroxidadas /n vitropor la accion de radi-
cales hidroxilo generados por radiacion.
Cuando estas proteinas se incuban con ADN
se forman uniones covalentes. La proteolisis
ulterior libera el ADN, que no sufre rotu-
ras en este proceso. Se considera que este
pudiera ser uno de los mecanismos del dafio
celular que ocasionan los radicales libres a
la célula.’

En términos generales la modificacion
oxidativa de las proteinas incrementa su
degradabilidad y susceptibilidad a la
proteolisis, posiblemente por el incremen-
to de su hidrofobicidad.>!° Sin embargo, es
necesario considerar que determinados ti-
pos de modificaciones pudieran incremen-
tar la resistencia a la proteolisis, lo que
conduciria a la acumulacién de estas pro-
teinas alteradas dentro de la célula.*
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EVIDENCIAS CONTINGENCIALES DE LA RELACION
FISIOPATOLOGICA ENTRE ESTRES OXIDATIVO
Y CATABOLISMO PROTEICO

En diversos tipos de células envejeci-
das (eritrocitos, fibroblastos, células
lenticulares y otras) se encuentra un incre-
mento de los grupos carbonilo de las protei-
nas, lo que pudiera ser un reflejo de la agre-
sién oxidativa sobre estas biomoléculas.> Esto
debe traducirse en un incremento de su
degradabilidad, de modo que su acumula-
cién con el envejecimiento pudiera estar
reflejando un aumento de su produccion, la
disminucién de factores protectores o una
disminucion de su degradacion, o bien, com-
binaciones de estos factores.

En las heridas en proceso de cicatriza-
cion se ha observado que el envejecimiento
determina una disminucion de los inhibidores
1 y 2 de metaloproteinasas de la matriz
(MMPs). Se ha planteado que el dafo
oxidativo de estos inhibidores de naturale-
za proteica condicionaria su pérdida de ac-
tividad, con el consecuente incremento de
la actividad proteolitica de las
metaloproteinasas y el entorpecimiento de
los procesos de cicatrizacion. !

El envejecimiento se ha asociado con
un incremento de proteinas ubiquitinizadas
y aumento de las actividades de las enzimas
E1y E2 pero con una disminucion global del
catabolismo proteico. Resulta interesante que
la restriccion caldrica, cuyo efecto
enlentecedor del envejecimiento estd demos-
trado, evita estos cambios incrementando la
intensidad del catabolismo proteico por la
via ubiquitina—proteosomas. 1213

En cristalinos opacificados se ha en-
contrado una disminucién de la actividad
quimotriptica de los proteosomas, esta pu-
diera ser la causa de acumulacién de pro-
teinas alteradas que se produce con la edad
en el cristalino.!* Por otra parte, en ratas
que presentan cataratas hereditarias se ha
encontrado un incremento en la proteolisis
de algunas proteinas del cristalino. Esto se



ha vinculado con el hecho de que con la
edad aumenta el calcio intracelular y esto
conduciria a una activacion del sistema de
las calpainas.!>:16

En el corazdén, durante isquemia
reperfusion, se ha encontrado un incremen-
to de la proteolisis de miofibrillas mediado
por calpainas. Se plantea que los radicales
libres pudieran ocasionar una sobrecarga de
calcio y con ello la activacion del sistema
de las calpainas.!’

En el caso del cerebro la isquemia
reperfusion produce un incremento en el
catabolismo de alfa fodrina. Como los
inhibidores de calpaina previenen esta de-
gradacion se considera que en este tejido
operaria un mecanismo similar al plantea-
do para el corazon.!?

Otras evidencias contingenciales se han
obtenido en otros modelos como el del ejer-
cicio que produce un incremento en la acti-
vidad de calpaina muscular'’ y en la intoxi-
cacion por metanol que se acompaiia de la
formacién de radicales libres y en la cual
se ha encontrado en el higado un incremen-
to en el nimero de lisosomas, asi como pre-
sencia aumentada de catepsina D liberada
al citosol.?°

EVIDENCIAS DIRECTAS DE LA RELACION
ENTRE RADICALES LIBRES Y ALTERACIONES
DE LA PROTEOLISIS

Se ha podido observar que los radica-
les libres incrementan la proteolisis en
eritrocitos. Se ha calculado que se produce
un nuevo grupo amino por cada radical li-
bre introducido en el sistema.?

En la pancreatitis aguda inducida por
ceruleina se observa un incremento de los
grupos carbonilo de las proteinas y eso re-
fleja su dano peroxidativo. Este incremento
regresa a la normalidad al cabo de varias
horas lo que indica una proteolisis
incrementada de estas proteinas alteradas
y refuerza la consideracion de los sistemas

proteoliticos como mecanismos de "limpie-
za".??

Se ha podido constatar que en los pro-
cesos donde ocurre activacion de
polimorfonucleares, estos liberan radicales.
Estos radicales libres interactdan con el
dominio autoinhibitorio de las
prometaloproteinasas de la matriz, convir-
tiéndolas a su forma activa. Las especies
reactivas del oxigeno también inactivan al
inhibidor a1l de proteinasas. Todo ello
incrementa el dafio proteolitico que sufre
la matriz intercelular en estas situaciones.??

Las proteinas de la matriz del sarco-
ma cuando son incubadas en un medio don-
de se generan radicales libres, estimulan
la proteolisis y dan lugar a fragmentos
proteicos, algunos de los cuales son solu-
bles pero en otros se producen puentes cru-
zados y formacién de agregados.?*

Un modelo muy estudiado y completo
es el de los linfocitos infectados con VIH.?
Cuando estas células son activadas se pro-
duce un incremento notable en la concen-
tracion de especies reactivas del oxigeno
en especial del ani6én superdxido. Casi si-
multdneamente se detecta un incremento en
la expresion de superdxido dismutasa que
de forma paraddjica, presenta una activi-
dad especifica disminuida. Hay una marca-
da elevacion de los grupos carbonilo en las
proteinas celulares y un catabolismo acele-
rado y generalizado que se sospecha se pro-
duzca mediante los proteosomas. Todos es-
tos cambios pudieran estar relacionados con
el desencadenamiento de la apoptosis que
se observa en los linfocitos infectados con
VIH.

0TROS MECANISMOS DE VINCULOS )
ENTRE LOS RADICALES LIBRES, LAS PROTEINAS
Y LA PROTEOLISIS

Las relaciones entre los radicales li-
bres, las proteinas y la proteolisis parecen
ser multiples y complejas. Algunas protei-
nas pueden comportarse como generadoras
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de radicales libres. La mioglobina y la
peroxidasa generan radicales libres en pre-
sencia de H,0,. Estd documentada también
la transferencia de grupos radicales de unas
proteinas a otras.? La triptofano hidroxilasa
cerebral genera radicales libres mediante
la reaccion de Fenton con el hierro, y pro-
duce radicales hidroxilo en su sitio activo
los cuales llegan a destruir la propia molé-
cula enzimatica.?’

Se considera, por otra parte, que la
acumulacién de dolicol que se observa en
el envejecimiento produce una mayor sen-
sibilidad de las membranas al estrés
oxidativo y condiciona una disminucion de
la actividad autofdgica celular la cual es
revertida por la restriccion calérica.?®

En cuanto al sistema de la ubiquitina
proteosomas se plantea que su actividad
sobre proteinas especificas se incrementa
en cualquier circunstancia en que resulta
necesario reparar dafios celulares, como los
que se producen por los radicales libres.?°
Sin embargo, otros autores declaran haber
encontrado disminuciones transitorias de la
actividad de los proteosomas durante el
estrés oxidativo y lo fundamentan a través
de la unién del nonenal, producto de la
peroxidacion lipidica a las propias
subunidades proteicas de los proteosomas.

SUMMARY

Si bien la unién del nonenal a las proteinas
sustratos incrementaria su ingreso a la via
de la ubiquitina, los efectos directos sobre
el proteosoma impedirian su procesamien-
to proteolitico y darian lugar a su acumula-
cion.®

En el sistema de las calpainas se ha
visto que el estrés oxidativo pudiera incre-
mentar su actividad, pero hay experimen-
tos en los cuales los radicales libres impi-
den la activacion de las calpainas que se
induce por iondforos de calcio.*

Otro mecanismo de interaccién es el que
se plantea en cuanto a los efectos de la
proteolisis parcial de las proteinas del cris-
talino y su consecuente agregacion. Los agre-
gados producirian una barrera impidiendo la
accion de los antioxidantes solubles, estos no
podrian contrarrestar la accién perjudicial
de los singletes de oxigeno.*

Resulta evidente que las interacciones
en el sistema proteinas - radicales libres -
proteolisis son sumamente complejas e im-
plican las afectaciones a los sustratos po-
tenciales, la de los sistemas proteoliticos y
sus inhibidores asi como a los diferentes
mecanismos de regulacion implicados. Por
todo ello, cada modelo experimental debe-
ré ser interpretado en su singularidad pero
teniendo en cuenta las posibles alternativas
de interaccion que se han resefiado.

Nowadays, there are evidences that make us know that the relations among the free radicals, the proteins and the
mechanisms of proteolysis are much more complex than what was initially thought. Today, different proteins are
considered not only as the target of the action of the free radicals, but they can also behave themselves as
generators and propagators of these harmful susbtances. Likewise, the effects of oxidative stress not only modify
the properties of the proteins considered as substrates of the mechanisms of proteolysis, but they can affect the
proteolytic mechanisms as such, including the lysosomal and proteosomal pathways and those of the calpains in
the intracellular protein catabolism. In this paper it was proposed an integrating view of these alternatives and it
was pretended to consider all the varied range of possibilites of interaction that may occur in the free radicals -
proteins - proteolysis triangle. This scheme may be very useful from the methodological point of view on
analyzing the experimental results attained in this field, as well as on approaching their interpretation.

Subject headings: OXIDATIVE STRESS; FREE RADICALS; CALPAIN; CELL AGING.
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