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Resumen

El mantenimiento de la homeostasis redox en los
seres vivos es fundamental para evitar el dafio que
producen las especies reactivas del oxigeno (ERO) o
del nitrégeno (ERN) y que ocasionan la pérdida del
equilibrio entre moléculas reductoras y moléculas
oxidantes originando un estrés oxidante relacionado
con la aparicion de multiples enfermedades. Para
evitarlo las células tienen sistemas antioxidantes que
transfieren electrones a los radicales y los neutralizan
y evitar asi el dafio a las macromoléculas bioldgicas
resultante de oxidacion.

Un aminoécido fundamental en la mayoria de estos
sistemas es la cisteina, debido a que tiene un grupo
tiol que puede transitar reversiblemente entre su
forma reducida (R-SH) y su forma oxidada (R-S-S-
R). La cisteina se encuentra importantemente en
todos los componentes de los sistemas antioxidantes
entre estos estan: los tioles de bajo peso molecular,
los tioles proteicos y en las enzimas encargadas de
la transferencia de electrones. La participacion de
estos componentes en la S-tiolacion, como un
mecanismo de proteccion en las proteinas de la
oxidacién es tambien discutido.

En este trabajo se presentan algunos de las especies
reactivas mas abundantes en los seres vivos y su
funcion en la transduccion de sefiales.

Palabras claves: Cisteina, glutation, redoxinas,
estrés oxidante, sistemas antioxidantes.

Abstract

Redox homeostasis maintenance is fundamental for
living organisms to prevent the damage that reactive
oxygen or nitrogen species (ERO and ERN) cause by
disrupting the balance between reduced and oxidized
molecules in the cell. This disruption leads to
oxidative stress, which has been implicated in the
onset of multiple diseases. To prevent oxidative
stress, cells utilize antioxidant systems whereby
electrons are transferred to reactive species
neutralizing them to prevent oxidative damage to
biological macromolecules.

The majority of these antioxidant pathways require
the amino acid cysteine, which harbors a thiol group
and may thus reversibly transition between a reduced
(R-SH) and oxidized state (R-S-S-R). It is not
surprising then, that cysteine plays a central role in
multiple components of antioxidant systems,
including low molecular weight thiols, protein thiols,
and the enzymes that transfer electrons. In this
review, we discuss the role of these components in
S-thiolation as a mechanism for protein protection
against oxidation.

We also discuss some reactive species and their
function in signal transduction.

Keywords: Cisteine, glutathione, redoxins, oxidative
stress, antioxidant systems.
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Homeostasis

Un requisito para la existencia de vida es el
mantenimiento de condiciones estables al interior de
las células y de los organismos, evitando los efectos
que produce la variacion de las condiciones externas
del medio que las/los rodea. A este proceso se le
denomina homeostasis (derivado de las palabras
griegas homeo = similar o igual, y stasis= posicion) y
conlleva la capacidad para detectar cambios en los
organismos y controlarlos, regulando su medio interno
para mantener las concentraciones adecuadas de
iones, gases y nutrientes; asi como la regulacion de la
temperatura, el metabolismo e inclusive, su
morfologia. La pérdida de la homeostasis da lugar a
enfermedad.

Homeostasis redox

En general el ambiente intracelular es reducido, sin
embargo, en algunos compartimientos celulares puede
ser oxidado y debe por tanto ser finamente regulado.
Los mecanismos encaminados al mantenimiento de la
homeostasis redox consisten basicamente en mantener
un punto medio entre los procesos de oxidacion y
reduccion; un equilibrio que evite oxidaciones no
requeridas. Durante la oxidacién, son las mismas
moléculas electrofilicas las que inducen el regreso al
equilibrio y s6lo si este se pierde se produce un estado
denominado estrés oxidante muy relacionado con
inflamacion, envejecimiento y diversas enfermedades

(1.2).

La presencia de oxidantes -o las reacciones que los
producen- son limitadas por los mecanismos de
defensa del organismo; para ello existen diversos
mecanismos antioxidantes que pueden ser de tipo
enzimaticos o no enzimaticos, que permiten eliminar
o detener el dafio con el fin de prevenir enfermedades
(3.4).

Modificadores de la homeostasis redox: Radicales
libres.

Se denomina radicales libres (RL) a los atomos o
moléculas con electrones desapareados lo que
determina que sean muy inestables y reactivos, pueden
ser derivados del oxigeno y se denominan especies
reactivas de oxigeno (ERO) o del nitrogeno (ERN)
(5). Estas pueden ser producidas de forma natural
como resultado de la vida aerobia, como consecuencia
de algunas reacciones enzimaticas o bien, pueden
aumentar su concentracion en la célula por causas
fisicas, como radiaciones o alteraciones quimicas
producidas por la exposicion a xenobiodticos
(contaminantes, drogas), entre otros (6).

Las funciones bioldgicas de los radicales libres
mas reconocibles en organismos superiores, Son como
agentes microbicidas (1) y como moléculas
sefialadoras (7); lo primero se produce para destruir
organismos patogenos y lo segundo, por su capacidad
para funcionar como segundos mensajeros o
moléculas efectoras, regulando con ello la expresion
génica. En estas situaciones su produccién estd
finamente controlada ya qué en un exceso, los
radicales libres pueden dafiar a las proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. Es por tanto que el significado
biologico y la relevancia de los RL dependera de su
concentracion, relacionada en Gltima instancia con la
velocidad de su produccion y la velocidad de su
depuracion.

Los siguientes son los principales radicales libres
que participan en las funciones arriba mencionadas
(Figura 1).
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Figura 1. Especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Se indican
las reacciones o factores que los originan. Abreviaturas: NO« oxido
nitrico, ONOOe peroxinitrito, ONOOH 4cido peroxinitroso,
ONOOCO2- nitrosoperoxicarbonato, NO2+ radical acido nitrico,
CO3e- radical carbonato, O2e- aniéon superoxido, HOe radical
hidroxilo, Re radical, RH ROe- radical alcoxilo, ROO¢ radical
piroxilo, ROOH hidroperéxido, '02 singulete de oxigeno, HOCI
4cido hipocloroso, HOBr &cido hipobromoso, HOSCN 4cido
hipotiocianoso.

Anién Superoxido (0a.-)

Este radical se genera continuamente en la mayoria
de los organismos aerobios, como resultado de la
reduccion incompleta del O, que es el aceptor
terminal de electrones en la cadena de transporte de
electrones (CTE) dentro de la mitocondria. Otros
sitios en donde se produce es a nivel del citocromo
P450 (8), en el reticulo endoplasmico (RE) y en la
membrana plasmatica mediante el sistema de NADPH
oxidasa (NOXs) el cual participa como una respuesta
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para eliminar microbios (9). De 1 a 3% del oxigeno
disponible se reduce a O,.- y éste es rapidamente
dismutado a peréxido de hidrogeno (H,O,), mediante
isoformas de la superdxido dismutasa (SOD) (10),
aunque tambien, existe una dismutacion quimica.

Peréxido de hidrégeno (H20,)

Adicionalmente a su formacion por la dismutacion
del O,.-, el H,O; se produce por otras oxidasas (6). La
célula lo produce y su cantidad y permanencia son
procesos muy regulados; es el sustrato de multiples
enzimas que facilitan su degradacion. La importancia
de mantener regulada la concentracion del peroxido de
hidrégeno radica en su capacidad para funcionar como
segundo mensajero (11).

El H,0 al reaccionar con Fe** produce el radical
hidroxilo y es por esta razon, que aunque esta
molécula no sea un radical, se engloba en esta
categoria debido a que puede generar radicales.
Finalmente, su baja reactividad (comparada contra un
verdadero radical) es una de las razones por lo que
funciona como un mensajero en la transduccion de
mensajes.

Radical hidroxilo (HO")

Se forma al descomponerse el H,O» en presencia
de Fe** o Cu®" por la reaccion de Fenton o de la
molécula O,.- las cuales pueden donar un electron
para la ruptura del enlace entre los atomos de O, o por
la exposicion del agua a radiacion de alta energia. Este
radical abstrae hidrégenos de metilenos de acidos
grasos poliinsaturados en las membranas celulares y
genera lipoperoxidos (LOOH) (6), cuando el
hidrégeno se extrae de un aminoacido, se genera un
radical peroxido proteico (P-COO.)

Acidos hipohalogenados

La generacion de acidos hipohalogenosos
como el acido hipocloroso (HOCI) y acido
hipobromoso (HOBr) se da a través de Ila
condensacion de un haldgeno (cloro y en menor
medida bromo) con H»,O, en presencia de
hemoproteinas como la mieloperoxidasa (MPO). De
éstos, el acido HOCI es el compuesto mas oxidante
que generan los neutrdfilos contra patdégenos, debido
a que este compuesto es mas reactivo que el peroxido
de hidrogeno, es mejor microbicida (9).

Oxido nitrico (NO*)

Es generado a partir de L-arginina, O, y NADPH
por la 6xido nitrico sintasa (NOS); es un regulador

vascular y también un segundo mensajero que se
forma en concentraciones nanomolares. Sin embargo,
en sitios en donde hay inflamacion, puede alcanzar
concentraciones micromolares por accion de los
macrofagos. Aunque, se ha reportado que es una
molécula mucho més versatil de lo que uno creia,
porque interviene en diferentes procesos tanto
fisiologicos como patologicos (12).

Peroxinitrito (ONOO")

El peroxinitrito es una especie reactiva de
nitrégeno que se genera por la condensacion del 6xido
nitrico con el anion superoxido; es un oxidante muy
reactivo que puede generar otros radicales libres de
uno y dos electrones (HO" y "NO,). Su reactividad es
modulada por CO; generando nitrosoperoxicarbonato
(ONOOCOy) que se rompe homoliticamente en los
radicales carbonato y acido nitrico (‘(CO3 y ‘NO)
ambos difusibles (13).

Oxidacion y formacion de disulfuros mixtos

Los radicales libres antes mencionados producen
un dafio importante a nivel de lipidos generan
lipoperoxidacion, en los acidos nucléicos producen
mutaciones y en las proteinas un dafio oxidativo
extenso.

Un aminoacido central en la homeostasis redox es
la cisteina, el cual presenta un grupo tiol (-SH).
Cuando este grupo pierde un proton genera al ion
tiolato (-S7), que es altamente reactivo debido a su
caracter nucleofilico. La desprotonacion del grupo tiol
de la cisteina libre ocurre a un pH de ~8.5 sin embargo,
el estado en el cual se encuentre presente en las
proteinas (tiol o tiolato) no s6lo dependera del pH del
medio que rodea a dicha proteina sino también al
microambiente generado por los residuos que rodeen
al tiol de la cisteina (14). Adicionalmente ese grupo
tiene diferentes estados de oxidacion reversibles: a
acido sulfénico (-SOH) y a disulfuro (-S-S-) (Figura
2); esto le permite participar en muchos aspectos
estructurales y funcionales de las proteinas. Sin
embargo, cuando la oxidacion es mayor y se forman
acido sulfinico (-SO;H), o sulfonico (-SOs;H) y las
proteinas pueden dafiarse irreversiblemente (15)
(Figura 2). Las proteinas modificadas deben ser
reparadas o eliminadas. Si ésto no ocurre, el dafio
producido da lugar a procesos de envejecimiento y
muerte celular, ademas de la aparicion de multiples
enfermedades. Uno de los mecanismos para evitar la
sobre-oxidacion de los residuos de cisteina es la
formacion de disulfuros mixtos entre tioles proteicos
(P-SH) y tioles de moléculas de bajo peso molecular.
A este proceso se denomina S-tiolacion y sirve como
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un mecanismo de proteccion de las proteinas cuando
la célula se encuentra en condiciones oxidantes (14).
Algunos de los tioles pequefios que se unen son por
ejemplo: a) el glutation (GSH); dando lugar a
proteinas glutationiladas (P-SS-G) (16), b) la cisteina,
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lo que da origen a proteinas cisteiniladas (P-SS-Cys)
(17) y también la bacillitiolacion (18). La S-tiolacion
se revierte cuando las condiciones reductoras se
restablecen y los residuos proteicos de cisteina
regeneran sus grupos tiol.

normal > patoldgico

EROy ERN

SH SOH

H,0, H,0, SO,H H,0, SO3H

o H Srx + ATP H o H o
’ Acido Acido Acido
Tiol i - _

sulfénico sulfinico sulfénico

Figura 2. Oxidacién del grupo tiol. Efecto de las condiciones oxidantes producidas por ROS o RNS en el grupo tiol de la cisteina. En
condiciones patologicas ese grupo se oxida a formas no reversibles. Abreviaturas: RSH tiol, Srx sulfiredoxinas.

La transicion reversible de tiol a disulfuro de los
residuos de cisteina de las proteinas puede ser
utilizado como  mecanismo de  regulacion
postraduccionales de procesos celulares, participando
tanto en la modulacioén de actividad de las enzimas
como en la interaccidon proteina-proteina; por lo que
funcionalmente dichos mecanismos son equiparables
a la sefalizacion mediada por fosforilacion y
desfosforilacion.

Sistemas antioxidantes

Generalmente, los sistemas antioxidantes
dependientes de tioles estdn basados en el transito
reversible de la cisteina entre su forma tiol y la forma
disulfuro; por lo que es comuin que este aminoacido

este presente en todos los componentes de dichos
sistemas. Adicionalmente, en algunas proteinas es
posible encontrar la presencia de un residuo de
selenocisteina sustituyendo a la cisteina debido a la
capacidad del atomo de selenio de presentar los
mismos estados de oxidacion que el atomo de azufre

(15).

Su funcioén protectora principal es la de mantener
el equilibrio redox aunque también sirven, en el caso
de organismos patdgenos, para defenderse de los RL
que el hospedero produce al inicio y durante el
proceso inflamatorio ocasionado por la infeccion (2).

En general un sistema antioxidante consta de al
menos tres elementos (5) (Figura 3):

NAD(P)H+ H* '
Tioles de bajo peso
oxidoreductasa molecular
y/o
NAD(P)* redoxinas

Glutation peroxidasa
Peroxiredoxinas
Ribonucleétido reductasa

Proteinas sefalizadoras

Figura 3. Esquema general de los sistemas antioxidantes y algunas de sus funciones. Los sistemas antioxidantes tienen una
oxidoreductasa que transfiere los electrones generalmente del NADPH a moléculas intermediarias (tioles pequefios o redoxinas) que llegan
finalmente a proteinas encargadas de la eliminacion de moléculas oxidantes (GPx y Prx), la involucrada en la sintesis de
desoxirribonucledtidos (Ribonucledtido Reductasa) o en la transduccion de sefiales.
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1. Tioles pequeios (moléculas de bajo peso
molecular) y tioles proteicos (redoxina).

2. Una oxidorreductasa que transfiere los electrones
de la molécula donadora (generalmente NADPH)
al disulfuro de una molécula aceptora (tiol
pequeiio o proteico).

3. Una enzima con actividad de peroxidasa (Px) que
participa en la transferencia de electrones entre un
tiol (o una redoxina) a una molécula oxidante
como el H0..

En la mayoria de los sistemas antioxidantes el tiol
pequeiio (que previamente es reducido por una tiol-
oxidoreductasa) transfiere directamente sus electrones
a una peroxidasa, la cual se encarga en ultima
instancia de la reduccion de peréxidos; o bien, el tiol
puede transferir sus electrones a una redoxina o a
otra/s proteinas (como en el caso del sistema glutation)
(19). En otros sistemas la tiol-oxidorreductasa
transfiere los electrones directamente a su
correspondiente redoxina la cual es la encargada de
actuar directamente como donadora de electrones a
otras proteinas o tioles pequefios (como es el caso del
sistema tiorredoxina) (Figura 4).

NADPH + H* GSSG H,0
NADPH"* 2 GSH H,0,
NADPH + H* Trx-(S), H,0
NADPH* Trx-(SH); H;0,
NADPH + H* GSSG Grx-{SH), H,0,
NADPH* 2 GSH Grx-(S), H,0
Figura 4. Esquema de los sistemas glutation y el sistema
tiorredoxina. E1 NADPH el donador inicial de electrones que los
dona a un tiol de bajo peso molecular (A), o directamente a una
redoxina (B) o indirectamente a una redoxina a través de un tiol
pequeiio (C). Estas reacciones son catalizadas por reductasas

especificas. Estos tioles son oxidados cuando donan sus electrones
como se indica en la figura 6 y son nuevamente reciclados.

En general la presencia de: a) una reductasa que
dona electrones a b) su sustrato y ) una enzima que lo
oxida se denomina como sistema. Es interesante notar
que mientras que algunos sistemas estan ampliamente
distribuidas en los seres vivos, otros sdlo se han
descrito en ciertos organismos (20).

Tioles pequefios y tioles proteicos

Los tioles proteicos o no-proteicos tienen un papel
critico en el mantenimiento del ambiente reducido

76

intracelular, son moléculas o proteinas de bajo peso
molecular que se reciclan entre sus formas reducida y
oxidada (21) (Figura 5). Los sistemas antioxidantes
reciben su nombre con base al tiol que presentan.

Tioles pequefios

En condiciones oxidantes, estos tioles forman
disulfuros intramoleculares entre los residuos de
cisteina ~ (como en el caso del tripanotion),
intermoleculares (como en el caso del glutation) o
mixtos, al formarse enlaces disulfuro reversibles con
tioles de origen proteico (Figura 6). Como se
menciond anteriormente, la formacion de estos
disulfuros mixtos puede proteger a los tioles de las
proteinas de la sobre-oxidacion, o pueden regular la
actividad de dicha proteina o funcionar como un
marcaje de sefializacion redox al activar de factores de
transcripcion (22) (Figura 3).

a) Cisteina (CySH)

La cisteina es uno de los aminoacidos menos
abundantes de las proteinas. Estructuralmente esta
muy conservado entre los dominios de la vida, pero
funcionalmente es el mas diverso en cuanto a su
reactividad quimica debido a la presencia de un grupo
tiol en su cadena lateral (15). En el caso de bacterias
como S. aureus y B. subtillis es el principal tiol de bajo
peso molecular que participa directamente como
antioxidante (17).

Por otro lado, la cisteina como componente de las
proteinas, participa en diversos procesos cataliticos
cuando esta presente en el sitio activo de las enzimas,
que se benefician de la alta reactividad de su forma
tiolato. De igual manera, participa en el correcto
plegamiento de proteinas que ocurre en el RER ya que
el estado redox oxidante de este compartimento
celular permite que se forman ahi disulfuros
requeridos para el plegamiento de una proteina (23).

b) Glutatién (GSH)

El GSH es el tiol de bajo peso molecular mas
abundante en las células de la mayoria de los
organismos, es un tripéptido que se sintetiza a partir
de cisteina (Cys) y-glutamato (Glu) y que por accion
de la y-glutamil-cisteina sintetasa (y-ECS), se forma
la y -glutamilcisteina (y-EC); posteriormente, la
glutation sintetasa (GS) une glicina (Gly), para
formar GSH (24). Puede estar presente en su forma
reducida (GSH) y oxidada (disulfuro de glutation,
GSSQG) (Figura 6) y la relacion entre estas dos formas
es un indicador del estado redox de la célula. Esta
relacion (GSH/GSSG que es generalmente de 100/1
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en el citoplasma de las células de mamifero) puede

del Arenal, et al. Mens. Bioquim. 44 (2020): 72 — 86

puede variar en funcion del estado metabdlico de la

variar entre los diferentes compartimentos celulares, célula  (division, diferenciaciéon, senescencia,
asi como entre distintos linajes celulares e incluso, apoptosis, entre otros) (25).
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HS NHO CO,H
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Bacillitiol (BSH)
Firmicutes

Ergotioneina (ESH)
Fungi, Mycobacteria

Ovotiol (OSH)
Invertebrados marinos y Leishmania

Figura 5. Tioles de bajo peso molecular. Estructura de algunos de los tioles pequefios y los organismos en los que se han

descrito (modificada de referencia 22).

Adicionalmente al mantenimiento del estado
redox, el GSH tiene multiples funciones como pueden
ser: a) en la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas;
b) en el almacenamiento y transporte de cisteina; c) en
la regulacion de la expresion génica, en la funcion de
la mitocondria, la proliferacion celular y la apoptosis,
entre varias mas. Como consecuencia de esto, su
concentracion en las células se encuentra entre 1-10
mM (24).

Finalmente, la funcion del GSH puede ser
sustituida por otros tioles en algunos organismos
especificos.

¢) Tripanotion (TSH)

En T. cruzi, el tripanotion es sintetizado mediante
la tripanotion sintetasa (TryS) que utiliza dos
moléculas de GSH y una de espermidina (Spd) para
formar T(SH),. En los Kinetoplastida, la Spd se
sintetiza a partir de putrescina (Put) y S-
adenosilmetionina descarboxilada (dSAM) por la

accion de la espermidina sintasa (SpdS), o bien se
transporta desde el medio extracelular por
transportadores de alta afinidad (26).

d) Ovotiol (OSH)

El ovotiol A es quimicamente una tio-histidina
abundante en algunos invertebrados marinos,
microalgas y proteobacterias. Descrito por primera
vez en huevos de erizo -de ahi su nombre- ha sido poco
estudiado (27). Esta mercapto-histidina puede tener
derivados con uno o dos grupos metilo en el grupo
amino del aminoacido: el ovotiol B y el C,
respectivamente. Participa en la reduccion del H,O»
formandose el disulfuro (OSSO) (Figura 6) que es
reducido por wuna reductasa especifica. Algunos
resultados sugieren que también puede ser reducido
directamente por la tiorredoxina reductasa (TrxR) o
el GSH (28).
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Figura 6. Interconversion de las formas reducida y oxidada de
algunos tioles pequeiios. Se ilustran las formas reducida y oxidada
del glutation (GSH/GSSG), ovotiol (OSH/OSSO) y tripanotion (T-
(SH)./T-(S),), respectivamente. En el caso del tripanotion, el puente
disulfuro es intramolecular en tanto que GSH y OSH forman
disulfuros intermoleculares.

e) Bacillitiol (BSH)

El bacillitiol (BSH) es un tiol de 398 Da,
constituido por cisteina, glucosamina y acido malico
(Cys-GlcN-mal) que puede formar complejos S-
proteicos  (bacili-tiolacion) protegiendo en la
detoxificacion de moléculas electrofilicas. Es el
principal tiol en varias bacterias de los géneros
Bacillus, Clostridia, Erysipelotrichia y S. aureus,
aunque adicionalmente tienen otros tioles pequefios
(18,21).

Al parecer, su principal funcioén es como quelante
de metales (29).

f) Micotiol (MSH)

El micotiol (MSH) esta constituido por un residuo
de cisteina acetilado en su grupo amino y unido a

glucosamina ¢ inositol (AcCys-GlcN-Ins). Se
encuentra en concentraciones milimolares en
actinomicetos en donde suple al GSH. Es

estructuralmente similar a BSH (30,31).
g) Ergotioneina (EGT)

Este tiol se encuentra en algunas bacterias y
hongos, en Micobacterium tiene una funcion
protectora cuando el hospedero se defiende
produciendo RL. Quimicamente es un derivado de una
betaina de histidina con un atomo de azufre unido en

el anillo de imidazol en la posiciéon 2 (32). No se ha
descrito una reductasa especifica para reciclar este
tiol, que es relativamente resistente a la oxidacion
(33).

En los organismos pueden existir varios de los
tioles aqui descritos e inclusive algunos en
concentraciones similares, aunque las estructuras de
algunos son muy diferentes. Esto -se especula- que
puede estar relacionados con el reconocimiento y
funcion de las proteinas.

Adicionalmente a los tioles pequefios aqui
descritos se conoce la existencia de otros (y-glutamil-
cisteina, coenzima A, acido lipbico, etc) que pueden
formar disulfuros mixtos con proteinas e inclusive
tener una funcion antioxidante (22). Sin embargo, este
trabajo se centra en aquéllos de los que se tiene mas
informacion dentro de un contexto de sistema
antioxidante del cual forman parte. Otro aspecto que
se considero es el hecho algunos son caracteristicos de
ciertos organismos, en tanto que otros tienen una
amplia distribucion en los seres vivos (GSH).

Las moléculas bioldgicas; lipidos, proteinas y
acidos nucléicos, estan inevitablemente expuestas a
los oxidantes arriba mencionados. La
sobreproduccion de estos, o una falla en su depuracion
afectan a la homeostasis redox produciendo un estrés
oxidante. Sin embargo, la produccion limitada de
oxidantes es también benéfica e incluso cuando se
induce su formacion para el tratamiento de algunas
enfermedades como la radiacion o el uso de algunas
drogas (doxorrubicina etc.).

Tioles proteicos (redoxinas)

Las redoxinas tienen una amplia distribucion en la
célula y pueden estar en el nticleo, citosol,
mitocondria, RER (en el caso de la proteina disulfuro
isomerasa, PDI) e inclusive, extracelularmente.
Generalmente tienen la misma distribucion de los
tioles pequefios o de las tiol-oxidorreductasas que las
reducen.

En general, son proteinas monoméricas pequefias
(con un peso molecular entre 12-20 KDa) con un
motivo estructural CXXC en su sitio catalitico, que
transita entre la forma reducida (cuando reciben
electrones a través de reductasas especificas) y la
forma oxidada (cuando donan sus electrones a otros
disulfuros). Debido a que varias de estas proteinas
presentan el plegamiento tipo tiorredoxina (Trx)
(constituido por 5 cadenas B y 4 hélices-a), son
agrupadas en la superfamilia tiorredoxina, que incluye
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a la triparedoxina (TXN), la plasmoredoxina (Plrx) y
PDI, entre otras (34) (Figura 7).

Trx Grx
F. hepatica P. falciparum
PDB: 2VIM PDB: 4MZB

Plrx
TXN ) P. falciparum
T. brucei Genebank:
PDB: 1073 CAD49085.1

Figura 7. Estructura de redoxinas. Redoxinas con plegamiento
tipo tiorredoxina (Trx), glutaredoxina (Grx), triparedoxina (TXN) y
plasmoredoxina (Plrx).

La glutaredoxina (Grx) y la tiorredoxina (Trx), son
dos proteinas con actividad de oxidorreductasa que
tienen una amplia distribucion entre los seres vivos, en
tanto que otras redoxinas son mas especificas, como la
micorredoxina  descrita en hongos y las
bacilirredoxinas (A y B) reportadas en bacterias. Estas
redoxinas, -con excepcion de la Trx, son reducidas por
sus respectivos tioles pequefios (GSH, micotiol 6
bacillitiol) para que, posteriormente estos electrones
sean utilizados para reducir los disulfuros mixtos de
proteinas glutatiniladas, micotioniladas 0
bacilitioniladas, respectivamente (16). Al disminuir el
estrés oxidante se revierte la S-tiolacion y las proteinas
recuperan su grupo tiol. Finalmente, las redoxinas
oxidadas son recicladas por sus respectivos sistemas
antioxidantes (Figura 4).

En el caso especifico de la tiorredoxina, esta es
directamente reducida por la Trx-reductasa (TrxR) y
dona sus electrones no solo a peroxiredoxinas para
eliminar H,O,, sino también a varias proteinas como a
la ribonucledtido reductasa (35) y a factores de
transcripcion funcionando asi en la regulacion génica
(36) (Figura 3).

NADPH oxidoreductasas

La participacion de tioles de bajo peso molecular
y de redoxinas en la eliminacion de oxidantes -a través
de la transferencia de sus electrones- puede generar: a)
la formacion de disulfuros intermoleculares, como el
micotiol (MSSM) y del ovotiol (OSSO) 6 b) la
formacion de disulfuros intramoleculares como en el
tripanotion (22). Para asegurar su participacion en el

mantenimiento de la homeostasis redox, estos
disulfuros  son nuevamente reducidos  por
oxidorreductasas que les transfieren electrones

provenientes principalmente del NADPH, aunque
algunos pueden utilizar también el NADH (como el
sistema bacilitiol) pero con menor afinidad (37). El
NADPH es producto de la via de las pentosas en los
organismos y es un donador universal de electrones en
los sistemas antioxidantes.

A las oxidorreductasas se le denomina
generalmente con el nombre del tiol que reconocen y
su actividad catalitica de reductasa.

En el caso de plantas superiores, los electrones
provenientes de la excitacion de la clorofila participan
en la reduccion de puentes disulfuro con la
participacion de una ferredoxina-tiorredoxina
reductasa (38).

Sin embargo, la presencia de una redoxina no
necesariamente implica tener la reductasa especifica
como en el caso de la plasmoredoxina (presente en
Plasmodium), en este protozoario no se ha descrito
una plasmoredoxina reductasa y es la TrxR quien la
reduce, aunque también puede ocurrir directamente a
través del GSH (39,40). Finalmente, en el caso de
otros tioles no se han identificado quien los reduce
(como en el caso la EGT).

Las reductasas presentan algunas caracteristicas
distintivas (5):

a) Son flavoproteinas, generalmente homodiméricas.

b) Su especificidad ante su tiol/redoxina puede ser
muy variable; pueden ser muy especificas (como
en el caso de la glutation reductasa (GR) o bien
relativamente inespecificas (como la tiorredoxina
reductasa (TrxR))

c) Aunque algunas pueden tener subunidades
pequefias con un peso molecular de 35 kDa (como
en el caso de la TrxR de bacterias y hongos), la
gran mayoria tienen subunidades de alrededor de
55 kDa como la GR y la tripanotion reductasa

(TryR).
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d) En todas, cada subunidad tiene tres dominios
estructurales: i) un dominio de unién al FAD, ii)
un dominio de unién al NADPH vy iii) un dominio
de interfase (19). Durante su catalisis, los
electrones del NADPH son transferidos a través
del FAD al sitio redox CXXXXC localizado en su
extremo amino terminal, y de ahi al sustrato
oxidado.

En el caso de la TrxR de mamiferos existe
adicionalmente un segundo sitio activo carboxilo
terminal con una secuencia GCUG en las que puede
notarse la presencia de un residuo de selenocisteina
(Sec, U). Este aminoéacido difiere en su reactividad ya
que su contraparte cisteina presenta un pKa de 8.1
mientras que la selenocisteina tiene un pKa de 5, lo
que la hace mucho mas reactiva a pH fisiologico (41).
Un caso especial dentro de la familia de las TrxR es la
tiorreoxina-glutation reductasa (TGR) con
monomeros de peso molecular de 65 kDa debido a la
presencia de un dominio adicional similar a
glutarredoxina que le confiere la capacidad de reducir
GSSG, adicionalmente a su sustrato natural Trx (42).
Por otro lado, se ha observado también un
comportamiento atipico de la TrxR de E. histolytica
debido a su capacidad de reducir no sélo a su Trx, sino
también quinonas, ferricianuro e incluso oxigeno
molecular generando H,O, (funciéon de NADPH
oxidasa) (43).

Actualmente se continuan describiendo nuevos
tipos de reductasas especificas en aquellos taxones en
donde el glutation y la tiorredoxina estan ausentes o
juegan un papel secundario, por ejemplo: i) para el
micotiol, se ha descrito su correspondiente micotiol
reductasa, la cual es un dimero que puede transitar a
tetramero (44); i) para el bacilitiol, descrito
originalmente en B. subtillis, se encontrd una proteina
denominada  YpdA  (37,45); Mikheyeva 'y
colaboradores demostraron recientemente en
Staphylococcus aureus que esta proteina es realmente
una bacillitiol reductasa (BcR) debido a que en una
mutante YpdA (menos), se observa que los niveles de
bacilitiol oxidado (BSSB) aumentan al someter a las
bacterias a un estrés oxidante; iii) se identifico en S.
aureus la presencia de un Coenzima A disulfuro
reductasa (CoADR) (46) con un peso molecular
menor al resto de las oxidorreductasas arriba
mencionadas (49 kDa), pero con sus mismos 3
dominios estructurales estdn presentes en cada
subunidad. La participacion de la CoA en la S-
tiolacion ha sido reportada, sin embargo, este tiol,
tiene funciones metabolicas muy importantes en el
organismo y es posible que solo funcione protegiendo
proteinas formando disulfuros mixtos con ellas
solamente bajo condiciones oxidantes extremas.

80

Enzimas con actividad de peroxidasa (Px)

Ante un reto oxidativo, la célula activa diversos
mecanismos de proteccion para sus biomoléculas: a)
protege a sus proteinas a través de sus sistemas
antioxidantes mediante la formaciéon de disulfuros
mixtos, b) a sus lipidos de la lipoperoxidacion
temprana a través de vitaminas liposolubles y €) a los
acidos nucleicos con sus diversos mecanismos de
reparacion. Otro mecanismo de proteccion es eliminar
a los RL y a sus moléculas precursoras. Un ejemplo
muy estudiado es la destruccion del H,O», lo que se
logra a través de diversas enzimas como catalasa,
glutation peroxidasa (GPx) y peroxirredoxinas (Prx)
que eliminan a este compuesto (Figura 8), evitando asi
que se convierta en el radical hidroxilo (un oxidante
poderoso) (11). Sin embargo, se producen pequefias
cantidades de H»>O, de forma natural ya que este
compuesto es también un segundo mensajero y por
tanto, la célula requiere regular en que magnitud debe
eliminarlo.

CAT

GPx
H,0,+2GSH ——— 2H,0 +GSSG
H,0,+2RSH ——— 2H,0 +RSSR
ROOH+2RSH ————s H,0 + ROH + RSSR

Figura 8. Enzimas involucradas en la eliminacion de peroéxidos.
Reacciones de eliminacion de H,O, por las enzimas catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx) y peroxiredoximas (Prx); estas ultimas
pueden reducir otros peroxidos organicos. Los disulfuros que se
producen son reciclados en sistemas antioxidantes especificos.

Catalasa (CAT

Se encuentra localizada principalmente en los
peroxisomas en las células de organismos aerobios,
sin embargo, se ha detectado adicionalmente en el
citosol, en las mitocondrias (47) y en el caso de células
cancerosas en la membrana plasmatica (48).
Significativamente, se ha demostrado su ausencia en
algunos organismos patdégenos como Plasmodium y
en platelmintos parasitos (49).

Existen varios tipos de catalasas, pero en general
estin compuestas por 4 subunidades con un peso
molecular de aproximadamente 62.5 kDa, cada una
con un hemo b como grupo prostético. Su funcion
principal es la de dismutar al H>O, generando agua y
oxigeno: inicialmente el peréxido reacciona con un
grupo hemo, se elimina agua y forma un complejo E-
Fe**-OO0H; al entrar una segunda molécula de H,O,,
se liberan O,, una segunda molécula de agua y la
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enzima (E-Fe*"). Adicionalmente la catalasa también
descompone al peroxinitrito (50) y al 6xido nitrico a
diéxido de nitrogeno NO,* (51).

Glutatién peroxidasas (GPx)

Son enzimas generalmente homotetraméricas, con
subunidades de entre 19-25 kDa; tienen en su sitio
activo un residuo de cisteina o selenocisteina. Se
encuentran principalmente en el citosol. En mamiferos
se han descrito al menos 6 familias que se consideran
como tejido-especifico (52).

La reduccion del HxO,, (o de otros
hidroperoxidos) se da a partir de los electrones
transferidos por el GSH para generar H,O (o un
alcohol) y GSSG. Inicialmente en esta reaccion el
peroxido ataca el tiolato GPx-S™ (o al selenolato, GPx-
Se”) de la GPx, produciendo una molécula de agua y
la oxidacion del grupo tiol a su forma de acido
sulfénico (GPx-SOH), posteriormente, este grupo
funcional es atacado por una molécula de GSH
formando un disulfuro mixto GPx-S-SG y liberando
otra molécula de agua, en un paso posterior entra una
segunda molécula de GSH que regenera al tiolato y
libera GSSG, que es reducido por la GR para regenerar
a las dos moléculas de GSH usadas (5).

Peroxiredoxinas (Prx)

Son enzimas tiol-dependientes que catalizan tanto
la reduccion del H,O,, de hidroperoxidos organicos
(53), asi como de peroxinitrito (54).

Se reporta que son las responsables de reducir el
90% de los peroxidos celulares (55) y se caracterizan
por constituir un grupo de 6 subfamilias que
comparten la presencia de un motivo estructural muy
conservado en todas -PxxxTxxC-, esta cisteina tiene
una funcién peroxidativa por lo que se representa
como Cp . Las representantes de estas subfamilias
difieren en su localizacion intracelular, su sustrato, el
organismo en el cual se encuentran y en forma
importante y en la presencia de otra cisteina llamada
resolvedora Cr (Prx de 2 cisteinas, 2-Cys Prx) en
algunas de estas enzimas. Cuando eliminan a los
peroxidos quedan oxidadas y son reducidas por tioles
pequeiios o redoxinas para que continte el ciclo (11)
(Figura 8). Durante la catalisis de estas enzimas, la
cisteina peroxidativa que se encuentra como tiolato
(Prx-Cp-S"), es atacada por una molécula de peroxido
de hidrégeno liberando una molécula de H,O, Ia
cisteina queda oxidada en su estado acido sulfénico
(Prx-Cp-SO") y posteriormente forma un puente
disulfuro con la cisteina (intra o intermolecular)
resolvedora (Prx-Cg); finalmente, este disulfuro Prx-

Cp-S-S-Cr-Prx es reducido por un tiol pequefio o una
redoxina (por ejemplo Trx o Txn), para regenerar al
Prx-Cp-S™ (52).

Experimentalmente, se ha demostrado que
aproximadamente 100 pM de H»O, causa la
inactivacion por hiper-peroxidacion de la Prx-I en
humanos (y en otras Prx de eucariotas), lo que le
permite a la célula que mantenga el nivel de peroxido
que requiere para que se cumpla su funcién de
sefalizacion (56). La hiper-peroxidacion puede ser
revertida por la accion de un mecanismo dependiente
de ATP que lleva a cabo las enzimas sulfirredoxinas
(7).

Regulacién

En general, para que la homeostasis se mantenga,
existen mecanismos homeostaticos que implican a)
una sefial y b) una molécula blanco c) una respuesta.
En la homeostasis redox son las moléculas
electrofilicas (pobres en electrones) o nucleofilicas
(ricas en electrones) las que dan la sefial para mantener
el equilibrio dentro de la célula. Usualmente -y debido
a las condiciones fisiologicas de los organismos (vida
aerobia) o a los diferentes retos a los que se exponen
(xenobiodticos)- se tiende hacia la oxidacidon de sus
moléculas bioldgicas. Si los organismos alcanzan un
estrés oxidante por diversos factores, es debido a que
no hubo una respuesta apropiada para evitarlo. Asi, la
produccion  de  oxidantes  (electrofilos), es
continuamente contrarrestada por la produccion de
moléculas nucleofilicas antioxidantes como el GSH

().

El GSH es uno de los tioles pequefios y es
considerado el tiol mas abundante en las células y es
indispensable para el mantenimiento de Ila
homeostasis redox en la mayoria de los organismos,
ya que participa en la detoxificacion de perdxidos y
moléculas electrofilicas de forma directa o como
sustrato de enzimas de forma indirecta (24). En
condiciones oxidantes su sintesis se incrementa a
través de la activacion de los genes que codifican para
las enzimas responsables de su sintesis.

En este sentido, las sefiales que detecta la célula
son principalmente, la presencia de especies reactivas
en donde es importante considerar su difusién y su
vida media, asi, por ejemplo para el H,O es de 500 s
lo que lo hace un buen mensajero, en cambio para las
otras especies reactivas de oxigeno y de nitréogeno, su
vida media esta entre ns-ms (58). No parece haber
indicios de que el superoxido y el radical hidroxilo
sean segundos mensajeros.
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Otra senal de estres oxidante, es el oxidacion de
cisteinas en proteinas que modulan diversas vias de
seflalizacion involucradas en la  transduccion de
sefiales (59) como la activacion de factores de
transcripcion como AP-1 y  Nrf2 (proteinas con
estructura de zipper de leucina) (60), lo que conduce
a la expresion de genes de proteinas involucradas en
el mantenimiento de la homeostas redox.

Uno de los mecanismos mas estudiados es el que
se lleva a cabo por la activacion del factor de
transcripcion Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related

ESTRES

factor 2), un regulador de los genes que codifican para
enzimas que protegen del estrés electrofilico. Este
factor se encuentra unido en el citosol a la proteina
KEAP, ante un estrés oxidante, -esta proteina se
oxida-, formando un disulfuro y lo libera, Nrf2 libre,
entra a el nicleo uniéndose al DNA e induce la
expresion de genes que dan proteccion en contra de
ERO como son: GPx2, GCLC (Glutamato-cisteina
sintetasa o ligasa), GS (glutation sintetasa), estas
ultimas involucradas en la sintesis de GSH (61) asi
como la expresion de TrxR (36) (Figuras 9a y 9b).

Citoplasma

g ubiquitina
proteasoma “/
dib-,

- . -
m s -

B NES ACTIVADC
POR Nrf2

OXIFICACIOI
DE ERO

* Glutatién reductasa
+ Glutamato-cisteina .
ligasacym

+ Glutatién peroxidasa 2
Glutatién S-transferasa

GENERACION
NADPH

Glucosa 6-P
deshidrogenasa
+ Enzima malica

SISTEMA
[IORREDOXINA

* Tiorredoxina .
+ Tiorreodoxina reductasa

Figura 9. Respuesta a estrés oxidante mediada por Nrf2. (A) Activacion de Nrf2. En el citosol Nrf2 se encuentra unida a Keapl
(Keap Kealch-like ECH-associated protein), en condiciones de estrés oxidante éste se libera y entra al nucleo en donde se asocia con sMaf
(proteina del fibrosarcoma del musculo aponeurdtico) y se une a la regioén promotora ARE (antioxidant response element) activando genes
de los sistemas antioxidantes (modificada de 2). (B) Genes activados por Nrf2. Se muestran 4 grupos de genes que participan en el
mantenimiento de la homeostasis redox y que son activados a través de Nrf2, (modificada de ref. 62).

Otra molécula que funciona también como una
seflal y que es uno de los productos finales de la

peroxidacion lipidica de los acidos grasos (n-6), es

uno de los productos finales es el 4-hydroxy-2-
nonenal (HNE), un aldehido insaturado considerado
un marcador de estrés oxidante ya que si su
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concentracion se eleva en plasma se activan genes
involucrados también en la sintesis de GSH (GCL)
(62).

blancos

Los sistemas antioxidantes

terapéuticos

como

Una de las estrategias usadas para el control de
diversas enfermedades se basa en la identificacion de
moléculas blanco contra de las que se puedan
desarrollar farmacos. Es asi que para en el control y/o
eliminacion de parasitosis o de diversas infecciones
bacterianas, se busquen componentes celulares
(enzimas o canales, por ejemplo) que de preferencia
no compartan con el hospedero (63,64). En este
sentido, el estudio de los sistemas antioxidantes de
ambos organismos (patdgeno y huésped) es de gran
interés ya que -como se menciono antes- existen
diferencias importantes como es ¢l caso del sistema
tripanotion presente sélo en kinetoplastidos o el
sistema bacilitiol en S. aureus en el cual es el principal
sistema antioxidante y que hasta donde se sabe, ambos
estan ausentes en los hospederos. De igual modo es
importante ahondar en la arquitectura especifica de los
sistemas antioxidantes en los parasitos (28,65), un
ejemplo de esto es el analisis de la presencia y del
papel de otros tioles pequefios, como en T. Cruzi en
donde también se identificd ovotiol (66), sin que se
tengan datos de cudl seria su relevancia, en caso de
alterar el sistema tripanotion.

Otro enfoque para el disefio de antiparasitarios es
el analisis de los componentes claves del sistema
antioxidante, por ejemplo, mediante analisis de
control de flujo, se ha demostrado la importancia de la
y-glutamilcisteina sintetasa y de la triparredoxina en
la regulacion del sistema antioxidante de T. cruzi y,
por tanto, de su viabilidad e infectividad (26,67). Otro
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