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Resumen

En décadas recientes la hidroxicloroquina (HCQ) ha sido utilizada en el manejo de
enfermedades reumaticas como el lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide,
condiciones crénicas que requieren tratamientos prolongados o permanentes. El uso de
HCQ por periodos muy largos ha demostrado tener efectos adversos irreversibles. Gran
parte de los efectos adversos de los farmacos se asocia a una condicidon de estrés
oxidativo causado por la propia sustancia. Este estudio de tipo correlacional, prospectivo,
longitudinal, aleatorizado, con intervencién farmacoldgica, busca conocer si existe una
correlacion entre el uso de HCQ y dafio oxidativo mediante mediciones de la
concentracion de marcadores de estrés oxidativo, efectuadas sobre tres grupos de ratas:
un grupo control y dos grupos experimentales tratados con HCQ. En el grupo tratado con
una dosis terapéutica de HCQ (6.5 mg/kg/dia) se observd un aumento significativo en la
capacidad oxidante total, mientras que en el grupo tratado con una dosis supraterapéutica
(35 mg/kg/dia) se observé un aumento significativo en los niveles de malondialdehido.
Se observan tendencias de aumento en niveles de marcadores de dafio oxidativo
(proteinas oxidadas, malondihaldeido, indice de estrés oxidativo) y de disminucion en la
capacidad antioxidante total una vez terminado el tratamiento; un estudio de disefio
similar pero mayor duracion ayudaria a evaluar esas tendencias y a establecer una
correlacion entre el tiempo de tratamiento con HCQ y el comportamiento de estos
marcadores, permitiendo hacer mas conjeturas entre la posible asociacion de los efectos
adversos de este farmaco con el estrés oxidativo.
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1. Introduccion.

Las moléculas quimicamente reactivas que contienen oxigeno se denominan especies
reactivas de oxigeno (ERO). Esta reactividad es principalmente atribuida a la presencia
de electrones no apareados en las estructuras de algunas de estas moléculas, aunque
existen otras especies reactivas que no son de naturaleza radicalica, como el peréxido
de hidrogeno y el oxigeno diatémico (Deavall et al., 2012). Las ERO se originan por
diversas vias metabdlicas durante procesos fisiologicos como la obtencion de energia y
el metabolismo de biomoléculas, y son utilizadas en procesos normales de sefializacion
celular, homeostasis, respuesta celular inmune, etc., que pueden verse modificados por
factores genéticos y ambientales promoviendo una sobreproduccion de estas especies
quimicas (Noori, 2012). Debido a su reactividad, las ERO pueden oxidar lipidos de
membrana, proteinas y ADN generando, como consecuencia, una disfuncion de la célula

e incluso muerte celular.

Los antioxidantes son estructuras moleculares de naturaleza enzimatica y no enzimatica,
capaces de prevenir o limitar la oxidacion de las biomoléculas, ya sea por interaccion y
estabilizacion de ERO, o bien, por la transformacion a configuraciones reducidas de las
biomoléculas afectadas (Noori, 2012). Esto favorece que las células puedan mantener
determinados niveles de dafio; sin embargo, debido a una sobreproduccion de ERO en
respuesta a exposicion a toxicos, radiacion o por procesos fisiopatolégicos, los sistemas
de defensa antioxidante pueden verse superados o disminuidos, incrementandose el

dafio celular por estrés oxidativo (Deavall et al., 2012).

El estrés oxidativo es un proceso en el cual el balance dinamico redox entre moléculas
pro-oxidantes y antioxidantes se encuentra intensamente cargado hacia el potencial
oxidativo (Arzu et al., 2008), lo que puede desencadenar efectos perjudiciales para la
salud debido al dafio celular en lipidos, proteinas y ADN de diversos tejidos (Sezgin et
al., 2005). Asi, el estrés oxidativo se ha relacionado con patologias que afectan a diversos
sistemas, tales como asma, aterosclerosis, cancer, catarata senil, enfermedad

cardiovascular endotelial, insuficiencia renal y hepatica, SIDA, enfermedades



neurodegenerativas, y patologias inflamatorias en piel y otros tejidos, como la artritis
reumatoide (Noori, 2012; Elejalde-Guerra, 2001). Por otro lado, el envejecimiento se
atribuye a la acumulacion de lesiones orgénicas por agentes pro-oxidantes, menor
actividad proteolitica, disminucién en la concentracidbn de agentes antioxidantes y
enzimas detoxificadoras, asi como a la acumulacion de proteinas oxidadas no
degradadas (Ames et al., 1993; Elejalde-Guerra, 2001).

Noori (2012) sefiala que la generacion de especies reactivas de oxigeno tiene lugar a
partir de tres clases de fuentes importantes: enddgenas, exdgenas y patoldgicas. Dentro
de las fuentes exodgenas se incluye, entre otras, a los farmacos, por sus diversos

mecanismos de toxicidad en los que participa el estrés oxidativo.

La hidroxicloroquina (HCQ) es un farmaco que pertenece al grupo de los antimaléricos,
con propiedades antiinflamatorias e inmunorreguladoras (Chat Ham, 1989), por lo que se
utiliza en el manejo de enfermedades reumaticas como el lupus eritematoso sistémico,
artritis reumatoide y dermatomiositis. Se absorbe rapidamente después de una
administracion oral de 200 mg, lograndose una absorcion del 74% de la dosis en 1.9 a
10 horas. La vida media es de 3.5 dias en plasma y de 50 dias en sangre total debido a
gue tiene alta afinidad por las células sanguineas. La principal via de eliminacién es la
orina. Los niveles terapéuticos se alcanzan a las 2 semanas con una dosis de 400 mg
diarios de HCQ, que corresponde a la dosis habitual en el tratamiento de la artritis

reumatoide (Rynes, 1997; Browning, 2014).

Tras una amplia revision bibliografica, no se encontraron reportes en relacion con el
efecto de la hidroxicloroquina sobre los niveles sanguineos de marcadores de dafio por

estrés oxidativo y la actividad de enzimas antioxidantes.



2. Planteamiento del problema.

El estrés oxidativo es un factor fuertemente implicado como mecanismo de toxicidad a
numerosos tejidos y 6rganos por farmacos tales como antitumorales, antiinflamatorios no
esteroideos, antirretrovirales, antihipertensivos, antibiéticos, antiepilépticos, antisicoticos
y analgésicos (Chandran et al., 2014; Ozbek, 2012; Ficarra et al., 2013; Deavall et al.,
2012; Saraswathy et al., 2012).

Un farmaco y los productos de su metabolismo pueden generar, por diversos
mecanismos, un incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno, induciendo
asi estrés oxidativo, el cual pudiera explicar algunas de las reacciones adversas de estos

farmacos (Deavall et al., 2012).

La HCQ es una sustancia derivada de la 4-aminoquinolina que pertenece al grupo de los
antimalaricos, con propiedades antiinflamatorias e inmunorreguladoras (Chat Ham,
1989), que se utiliza en el manejo de enfermedades reumaticas como el lupus

eritematoso sistémico, artritis reumatoide y dermatomiositis (Restrepo, 2006).

Existen efectos adversos asociados al uso de hidroxicloroquina, principalmente
alteraciones gastrointestinales y efectos dermatoldgicos. Estos efectos y otros reportados
en la literatura son dependientes de la dosis y se presentan con mayor frecuencia si el
farmaco se utiliza por tiempo prolongado (Restrepo, 2006; Wolfe y Marmor, 2010; Melles
y Marmor, 2014).

A la fecha existen muy pocos antecedentes sobre el efecto de la hidroxicloroquina sobre
los niveles de estrés oxidativo tanto en animales como en humanos, por lo que el presente
trabajo resulta de amplio interés, y pudiera dar pie a la realizacion de otros estudios sobre

la toxicidad de este farmaco.



2.1. Pregunta de investigacion.

¢Las dosis de 6.5 y 35 mg/kg/dia de HCQ administradas via oral durante tres meses,
tendran efecto sobre los niveles sanguineos de o6xido nitrico (NO), malondialdehido
(MDA), productos avanzados de la oxidacién de proteinas (PAOP), capacidad oxidante
total (COT), capacidad antioxidante total (CAT) e indice de estrés oxidativo (IEO) en una

poblacion de ratas Wistar albino adultas sanas?



3. Marco teodrico.

3.1. Metabolismo aerdbico.

En los tiempos del origen de la vida la atmésfera era rica en gas metano, hidrégeno y
grandes cantidades de moléculas reductoras. Existian organismos primitivos que
utilizaban fuentes abioticas de compuestos organicos fermentables para obtencion de
energia (heterotrofos fermentadores), al igual que organismos quimiétrofos, que basaban
su dieta en hidrégeno, sulfuro de hidrégeno y metano, utilizando como aceptores finales

de electrones al dioxido de carbono y grupos sulfato (Banerjee, 2008).

Tras el origen de organismos capaces de realizar fotosintesis oxigénica aprovechando la
energia solar en la oxidacién de moléculas de agua, la atmdésfera comenzé a saturarse
de oxigeno y electrones libres (ecuacion 1), orillando a los organismos anaerdbicos a
adaptarse para contener la biotoxicidad del oxigeno, confinarse en limitados nichos

anaerobicos o extinguirse.

2H20 — O2 + 4H+ + 4e” Ec. 1

Esta saturacion de oxigeno en la atmdésfera propicio la evolucion de formas de vida que
basan su existencia en respiracion aerObica altamente exergdnica. Este tipo de
metabolismo consiste principalmente en una fosforilacion oxidativa, en donde la energia
obtenida a partir de una serie de reacciones redox, realizadas en un complejo enzimatico
multicomponente de NADH deshidrogenasa en la membrana mitocondrial interna
(cadena de transporte de electrones, CTE), se convierte en el enlace fosfato de alta
energia del ATP. El oxigeno molecular (O2) funge como aceptor final de electrones de la
citocromo-c oxidasa, el componente terminal de la cadena, que cataliza la reduccion por

cuatro electrones del Oz a H20 (Thannickal y Fanburg, 2000).

3.2. Estrés oxidativo.
Sohal y Weindruch (1996) aluden a una hipotesis comiunmente abordada en bioquimica,
la cual enuncia que el oxigeno es una sustancia potencialmente toxica y puede ser

perjudicial a largos plazos para los organismos aerobios, a pesar de ser un compuesto



necesario para su supervivencia inmediata. Otros autores (Egea et al., 2017) mencionan
gue el oxigeno es per se una molécula quimicamente agresiva, y su uso por parte de los
organismos aerobicos implica el riesgo de que las biomoléculas que los conforman sufran
modificaciones oxidativas resultantes de la formacién descontrolada de especies

reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ERON).

El oxigeno molecular es un birradical que, con adiciones de uno, dos o tres electrones
respectivamente, genera moléculas parcialmente reducidas que reciben el nombre de
especies reactivas de oxigeno (Figura 3.1): anidon superoxido (*O2), peréxido de
hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (*OH); esto debido a sus altas capacidades de
reaccionar con otras moléculas, comparadas con Oz (Figura 1). Estas especies quimicas
a su vez, mediante reacciones posteriores, pueden formar una serie de metabolitos
reactivos de oxigeno y nitrdgeno (al interactuar con éxido nitrico) (Sohal y Weindruch,
1996).
aavas
0,— 0 —>HO0,—>OH —>HO

i’ o w

Figura 1. Esquema de la reduccion sucesiva de Oz a H20.

Ademas de la membrana mitocondrial interna, pueden ser producidas en otras regiones
celulares en distintos tipos de tejido, como en &cidos grasos peroxisomales, citocromo P-
450, leucocitos polimorfonucleares y células fagociticas y enzima xantina-
deshidrogenasa en los endotelios, y asi participar en procesos fisiolégicos como la
fagocitosis, sintesis de colageno, sintesis de prostaglandinas, activacion enzimatica,
disminucién de sintesis de catecolaminas, quimiotaxis, sefializacién y regulacion celular
(proliferacion, migracion) regulacion de presion sanguinea y de tono en musculo liso,
activacion plaquetaria, respuesta hipoxica, inflamacion, respuesta inmune (Egea et al.,
2017; Thannickal y Fanburg, 2000; Ozbek, 2012; Mayor-Oxilia, 2010; Venereo-Gutiérrez,
2002; Schulz et al., 2014; Gorlach et al., 2015); de igual forma participan en la mediacién

de la apoptosis, reacciones de detoxificacion, sanacion de heridas, muerte de células



precancerosas; envueltas benéficamente en vias de sefializacion para mantener la

homeostasis celular (Noori, 2012).

No obstante, puede ocurrir una sobreproduccion de ERON en respuesta a estimulos
como exposicion a toxicos, radiacion X y luz ultravioleta, condiciones de hiperoxia,
ejercicio forzado, isquemia-reperfusion, condiciones patologicas (activacion de
neutrofilos), hormonas, factores de crecimiento, citoquinas proinflamatorias, metabolismo
de nutrientes y detoxificacion de xenobidticos, permitiendo que interactien con
biomoléculas en la célula y causen dafio oxidativo extensivo. Este dafio se manifiesta
como peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados de membrana, modificacion de
cadenas de ADN, carbonilacion y pérdida de grupos sulfhidrilo en proteinas, entre otros,
resultando en dafio y pérdida de funcionalidad a estructuras celulares y acelulares
(Deavall et al., 2012; Ozbek, 2012; Sohal, 1996; Berlett y Stadtman, 1997).

El estrés oxidativo representa un desbalance entre la produccion de ERON y la habilidad
del sistema biol6gico de detoxificar estos metabolitos reactivos, o bien, reparar el dafio
oxidativo producido, denominada defensa o capacidad antioxidantes (Schulz et al., 2014).
Esta ruptura de equilibrio se puede dar tanto por el aumento descontrolado en la
produccion de especies prooxidantes, como por un déficit en la defensa antioxidante en
cantidad o funcionalidad de sus actores en reparacién y remocion de estructuras dafiadas
(Venereo-Gutiérrez, 2002).

3.3. Moléculas prooxidantes.

Existen diversos procesos de transferencia de electrones en el organismo en los que el
aceptor final de éstos es el oxigeno molecular. El Oz tiene la capacidad de desaparear
sus electrones y asi formar radicales libres, o que la hace una molécula téxica en
condiciones no controladas. Los radicales libres son especies quimicas, cargadas o no,
gue presentan un electrén desapareado en el dltimo orbital de su estructura, dandole una
configuracion espacial de gran inestabilidad (Venereo-Gutiérrez, 2002) y alta reactividad,
pues este electron tiende a buscar otro con el cual aparearse, lo que da lugar a electrones
apareados o a la formacion de un nuevo radical libre. En este ultimo caso, el radical es

también inestable y puede reaccionar con otra molécula produciendo un nuevo radical



libre o una molécula con electrones apareados, originando asi una cadena de radicales
libres que, en un medio bioldgico, puede dafiar todo tipo de estructuras celulares y

sistemas.

El Oz se reduce en estos procesos consistentes en reacciones redox por adicion sucesiva
de electrones, en donde una reduccion parcial puede formar especies reactivas de

oxigeno (Figura 2), ya sean radicalicas o no radicélicas.
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Radical Hidroxilo «OH 08 H Derivados de la
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NO (6xido nitrico) +¢0, > ONOO (peroxinitrito)

ONOO +H' > ONOOH (&cido peroxinitroso) = NO, (diéxido de nitrégeno) + OH (radical hidroxilo)
ONOO +CO, (diéxido de carbono) > ONOOCO, (nitrosoperoxicarbonato)

ONOOCO, > ¢NO, (di6xido nitrico) + O=C (O ¢)O (radical carbonato)
NO +NO, = N,O, (trioxido de nitrégeno)

Figura 2. Especies reactivas de oxigeno, principales formas y fuentes. Lox: lipooxigenasa.
CTE: cadena de transporte de electrones. Una vez liberadas las especies de
oxigeno pueden reaccionar con NO y formar especies reactivas de nitrégeno.
En rojo se muestran los radicales libres (electron no apareado). Tomada de:
Deavall et al. “Drug induced oxidative stress and toxicity”.

Las ERO se pueden clasificar de la siguiente manera, segun Venereo-Gutiérrez (2002):

Radicales libres inorganicos o primarios: Originados en reacciones de transferencia de

electrones por la reduccion directa del oxigeno, caracterizados por una vida media muy

corta. Anion superoxido, radical hidroxilo y oxido nitrico.



Radicales libres organicos o secundarios: Originados por la transferencia de un electron

de un radical primario a una molécula organica, o por la reaccion de dos radicales

primarios entre si. Su vida media es més larga que la de los primarios.

Intermediarios estables: Especies no radicalicas que pueden generar radicales libres o

resultan de la reduccion o metabolismo de éstos. Oxigeno singulete, peroxido de

hidrégeno, acido hipocloroso, peroxinitrito, hidroperéxidos organicos, entre otros.

Esta formacion de especies reactivas puede ser debida a procesos enddgenos diversos

o0 como productos metabolicos, por dos tipos de fuentes: enzimaticas y no enziméticas.

3.3.1. Fuentes no enzimaticas.

El peroxido de hidrogeno puede ser formado en el organismo por reduccién de Oz o por
dismutacién del anion superéxido. Este puede ser recogido y metabolizado por la
glutation peroxidasa, o bien, participar en la formacion de especies de oxigeno altamente

reactivas como factor en las siguientes reacciones:

Reaccion de Fenton: Formacion de ion hidroxilo y radical hidroxilo por reaccion con hierro

0 cobre.
Fe?* + H202 Fe®" + OH + *OH

Reaccidén de Haber-Weiss: Formacién de ion hidroxilo y radical hidroxilo por reaccién con

anion superoxido, catalizada por metales de transicion.
*O2 + H202 — *OH + OH + O2

Reaccidn con iones halogenuro para formar acidos.
H202 + CI > HOCI + OH-

La autooxidacion de moléculas pequefias como la dopamina, flavinas, epinefrina e
hidroguinonas representa una fuente intracelular de formacién de ERON, siendo el
producto en la mayoria de los casos +O2 (Thannickal y Fanburg, 2000; Constanza-

Corrales y Muiioz-Ariza, 2012).



3.3.2. Fuentes enzimaticas.

En los organismos vivos existe un gran numero de enzimas, principalmente
oxidorreductasas, que se ven involucradas en la formacion de ERON en diversos niveles
subcelulares y para distintas implicaciones en metabolismos celulares en condiciones

fisioldgicas; las principales son:

NADPH oxidasas: La NADPH oxidasa localizada en la membrana plasmatica de células

fagociticas (NOX-2) cataliza la reduccion monovalente de Oz a <Oz, utilizando NADPH
como donador de un electrén a través del flavocitocromo bssg (proteina transmembranal
dimérica formada por gp91Phox y gp22rhoX) como mecanismo de defensa contra
invasiones de microorganismos (Figura 3). Dos electrones se transfieren del NADPH, en
la cara interna de la membrana plasmatica, hacia el Oz fuera de la célula. Durante la
fagocitosis, la membrana se internaliza para fungir como pared de una vesicula
fagocitica, de manera que la antigua cara externa de la membrana queda hacia adentro
de la vesicula, focalizando la produccion de <Oz y sus metabolitos hacia el agente
fagocitado (Noori, 2012; Thannickal y Fanburg, 2000; Gérlach et al., 2015).

Figura 3. Esquema de la NADPH oxidasa de células fagociticas. Al haber estimulo externo para
iniciar fagocitosis, las subunidades proteicas p47, p67, p40 y Rac se traslocan del
citosol a la membrana para anclarse al complejo. Dos electrones se transportan del
NADPH citoplasmatico al Oz extracelular para formar +O2". Tomada de: Dworakowski
et al. Redox signalling involving NADPH oxidase-derived reactive oxygen species.

La familia de NOX consiste en siete isoformas de enzimas asociadas a membrana,
NOX1-5y Duox1-2 (actualmente NOX6-7), en que todas catalizan reduccion de Oz para
formar ERO (Egea et al., 2017; Kleikers et al., 2012). Su rol y mecanismo de activacion

son especificos para cada isoforma, asi como dependiente de su ubicacion en el interior
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de la célula y el tipo de tejido en que se expresa, viéndose involucradas en una serie de
procesos tanto fisiolégicos como fisiopatoldgicos (Egea et al.,, 2017). Se encuentran
expresadas en células del SNC, endotelio, musculo liso, mesangiales, neuroepiteliales
pulmonares, fibroblastos, cardiomiocitos, osteoclastos, condrocitos, hepatocitos, entre
otras, formando complejos denominados oxidasas tipo-NADPH, y cumpliendo funciones
de defensa del huésped y de sefalizacion celular (Noori, 2012; Thannickal y Fanburg,
2000; Gorlach et al., 2015). EI homélogo encontrado en musculo liso vascular, NOX4, es
activado por Angiotensina Il y por 5-HT, generando *O2" y H202 (Noori, 2012, Goérlach et
al., 2015).

Xantina oxidorreductasa (XOR): Oxidasa dependiente de flavina, utiliza hierro y

molibdeno como catalizadores. Realiza la conversidn de hipoxantina a xantina vy,

posteriormente, a 4cido arico (Figura 4).
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N\ 7 \ 7
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8 H00% O g ™S
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Figura 4. Esquema de las reacciones catalizadas por XOR. A) XDH oxida xantina a acido arico y
transfiere los electrones mediante dos centros Fe/S al FAD, donde NAD* se reduce a NADH.
B) XO oxida xantina a &cido Urico y los electrones son transferidos al FAD, donde O: es
reducido a *Oz" y H202. Bajo presion normal de Oz y pH el cofactor molibdeno (Mo-co) se
presenta comunmente de forma oxidada +6 (VI) mientras los electrones se transfieren
rapidamente al Oz en el FAD. C) Los nitritos (NO2") se reducen por un electrén a *NO en el
Mo-co de XO (electrones donados directamente a Mo por la xantina). D) NO2~ se reducen a
‘NO en el Mo-co de XO (electrones suministrados por NADH vy transferidos en sentido
contrario reduciendo al Mo). Con bajas presiones de O2y pH el Mo-co se presenta en estado
reducido +4 (V) mientras los electrones se transfieren lentamente al Oz. Esto disminuye el
flujo de electrones de Mo-co a FAD (representado en imagen ‘C’ con flechas delgadas),
mientras que en ‘D’, la donacién de electrones por NADH al FAD supera la extraccion
electrénica mediada por Oz y el flujo ocurre de FAD a Mo-co, indicado por las flechas en
sentido contrario. Tomada de Cantu-Medellin y Kelley, 2013.
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Existe en dos formas, xantina deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa (XO); la primera
se transforma en la segunda de manera reversible por oxidacion de grupos sulfhidrilo, e
irreversiblemente por protedlisis, tras un corto periodo de hipoxia (Thannickal y Fanburg,
2000), y en esta forma produce altas cantidades de Oz y H202. Xantina oxidorreductasa
puede transformar nitratos a nitritos y a NO, y cataliza la union de NO y *O2" para formar
peroxinitritos (Cai y Harrison, 2000; Noori, 2012; Thannickal y Fanburg, 2000; Gorlach et
al., 2015).

Citocromo Pa4s0 oxidasa (cyp450): Enzima con grupo ‘hem’ en su estructura. Participante

en catabolismo y anabolismo de diversas sustancias enddgenas, asi como catabolismo
de xenobidticos, catalizando la transferencia intramolecular de oxigeno (Figura 5) (Noori,
2012; Thannickal y Fanburg, 2000).

RH
ROH RlH Adrenodoxina
. L
el —— & \\i
RH. 3. RH
‘?.
\ »
A o
&)
RH O RH 0 "0,
(o] o®
| |
Fe*) <= | Fe*

Adrenodoxina| 4

Figura 5. Esquema del proceso de oxidacion catalizado por citocromo Paso. La adrenodoxina introduce
al sistema los electrones aportados por NADPH, donde uno de ellos reduce Fe3* a Fe?*, lo que
permite que cyp450 se enlace al O2. Formada esta union, el complejo acepta un segundo e de la
adrenodoxina, generando un enlace covalente (O-O). Uno de los atomos de oxigeno se protona y
se libera como H20. El otro atomo de oxigeno forma un intermediario ferrilo (Fe=0), altamente
inestable y reactivo, que toma un atomo de hidrégeno del sustrato (RH) generando un radical libre.
Este separa a —OH del hierro (el cual vuelve a estado oxidado Fe3*) para formar ROH.

Mieloperoxidasa: Enzima contenedora de grupo ‘hem’, encontrada en neutréfilos y

eosinofilos. Cataliza la reaccion de H202 con diversos sustratos para formar acidos

hipohalogenosos de cloro, bromo y yodo altamente reactivos (Noori, 2012).
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Monoaminooxidasa: (MAO) Localizada en membrana mitocondrial externa. Contiene un

grupo ‘hem’, auxiliar en catalisis de desaminacion oxidativa de monoaminas. Produccién

de H202 en matriz y citosol (Figura 6) (Noori, 2012).

H,0  NH/

H NHy+ K H O
|
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Figura 6. Esquema de la desaminacién oxidativa de monoaminas por la MAO.

En los lisosomas, para generar el pH acido que necesitan las hidrolasas para operar de
manera eficiente, parecen contener una cadena redox similar a la existente en la
membrana interna de la mitocondria, que contribuye a la distribucion de protones,
promoviendo una reduccién del oxigeno por tres electrones generando ERO por
consecuencia. Algunas enzimas lisosomales utilizan hierro y cobre, por lo que estos
metales se acumulan en el organelo; la mayor parte del hierro se mantiene divalente por
el medio acido, por lo que es activo para reacciones redox, promoviendo la formacién de

*OH por reaccion de Fenton (Gorlach et al., 2015).

Durante el metabolismo del acido araquidonico se ven envueltas una serie de reacciones
oxidativas, mediadas por las enzimas ciclooxigenasa, lipooxigenasa y citocromo p450,
que resultan en cualquier numero de radicales libres organicos, centrados tanto en

carbono como en oxigeno (Noori, 2012; Thannickal y Fanburg, 2000).

Otras oxidasas de tipo citocromo, NADH oxidorreductasas, y sistemas de transporte de
electrones encontrados en reticulo endoplasmico y membranas nucleares que reducen
02 a *O2 y H202 durante oxidacion de éacidos grasos insaturados y Xxenobioticos
(Thannickal y Fanburg, 2000).

Enzimas generadoras de H202 encontradas en los peroxisomas como: glicolato oxidasa,
D-aminoacido oxidasa, L-a-hidroxiacido oxidasa, acil-CoA oxidasa y urato oxidasa,
principalmente en hepatocitos y nefrocitos. No obstante, la cantidad de enzimas que lo
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producen, poco H20:2 logra escapar de la catalasa existente en el interior del organelo

(Thannickal y Fanburg, 2000; Constanza-Corrales y Mufioz-Ariza, 2012).

3.3.3. ERON involucradas en procesos de sefializacion celular.
Ambos tipos de fuentes mencionadas anteriormente se ven involucradas y activadas en
medio de diversas vias de sefializacion celular, en situaciones tanto fisiolégicas como

patoldgicas.

Pueden generarse ERON en distintas de estas vias, entre las que se incluyen aquellas
dependientes de calcio, protein-tirosina quinasa, protein-tirosina fosfatasa, serin-treonina
quinasa, fosfolipasa, protein quinasa activada por mitdgeno (MAPK), NFkB, receptores
de citoquinas, receptores de crecimiento, receptores acoplados a proteinas-G, receptores
de canales i6nicos y factor de crecimiento epidérmico. Por otro lado, las ERON
producidas, tanto durante sefializacién celular como durante procesos metabdlicos,
pueden regular muchas de estas vias mediante dos mecanismos de accion generales:
alteraciones en el estado redox en el interior de las células, y modificaciones oxidativas

en proteinas (Noori, 2012; Thannickal y Fanburg, 2000).

3.4. Moléculas antioxidantes.

En el organismo existe un conjunto de compuestos quimicos cuya funcion es proteger a
las biomoléculas de los ataques de las ERON, y de esta forma evitar dafio oxidativo
extenso y pérdida de la funcionalidad de células y sistemas, por lo que se les califica
como sistema de defensa antioxidante. Se considera como sustancia antioxidante a
cualguier molécula que, en concentraciones bajas respecto al sustrato oxidable
(biomoléculas), retardan o previenen la oxidacién de éste, pues poseen una afinidad
mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con los radicales libres y otras
ERON (Venereo-Gutiérrez, 2002; Constanza-Corrales y Mufioz-Ariza, 2012; Mayor-
Oxilia, 2010).

Su accidn es de sacrificio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de
moléculas funcionalmente vitales o0 mas importantes. Actdan tanto en medios hidrofilicos

como en medios hidrofébicos. Fungen como recogedores y eliminadores, con el objetivo
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de mantener el equilibrio entre especies prooxidantes y antioxidantes (Venereo-Gutiérrez,
2002). La eficiencia de los antioxidantes se ve afectada por factores como su energia de
activacion, su potencial de oxidacién/reduccion, solubilidad, y estabilidad a distintos pH
(Noori, 2012).

Las especies antioxidantes se pueden clasificar de distintas maneras: por el lugar en que
ejercen su accion, por su origen respecto al organismo, por tipo de biomolécula, por su

solubilidad, por el tipo de accidén que ejercen (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de antioxidantes segun el sitio donde ejerce su accién. (Venereo-
Gutiérrez, 2002)

Intracelular Membrana Extracelular
Superdéxido Dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferrinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferrinas
DT-diaforasa Albuminas
Glutation Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C
Sistemas proteoliticos Acido arico
Vitamina C Vitamina E

Antioxidantes_hidrofilicos: Estos reaccionan con especies oxidantes encontradas en el

citoplasma o el plasma sanguineo, como el acido ascorbico (vitamina C, glutation y acido

arico).

Antioxidantes _hidrofobicos: Protegen a las membranas celulares del dafio por

peroxidacion lipidica, como carotenos, vitamina E y ubiquinol. Estos compuestos pueden
ser sintetizados en el organismo u obtenidos de la dieta.
(Noori, 2012).

Por su funcién se pueden clasificar en:
e Primarios. Interrupcion de las reacciones en cadena de los radicales libres.
e Secundarios. Captura de ERON.
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e Terciarios. Reparacion de moléculas oxidadas.

3.4.1. Antioxidantes no enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos son moléculas de diversa naturaleza que no efectdan
reacciones enzimaticas, su funcion es la de capturar y neutralizar a los radicales libres,
sacrificando sus propios electrones para aparear y estabilizar a aquellos en el radical.
Estas moléculas se oxidan y se transforman en radicales libres estables o no toxicos, por
lo que no permiten la formacion de un segundo radical, cortando asi las reacciones en
cadena de formacion de radicales libres (RL). Estos compuestos también tienen una baja
energia de activacion para donar un atomo de hidrégenos, contribuyendo a la

estabilizacion de los RL.

A continuacién, se presenta en forma de un sencillo esquema el mecanismo de accion
de los antioxidantes no enziméaticos, donde: R = radical, A = antioxidante, O = oxigeno,
H = hidrégeno (Noori, 2012).

R+AH->RH+A

RO+ AH > ROH + A

ROO + AH - ROOH + A
R+A->RA

RO + A > ROA

ROO + A > ROOH

A + O2 - Antioxidante oxidado

Estas moléculas “suicidas” pueden ser exdgenas o enddgenas, y pueden ser
reestablecidas o reducidas por otros antioxidantes tanto enzimaticos como no
enzimaticos (Tabla 2) (Mayor-Oxilia, 2010; Gupta, 2015).
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Tabla 2. Principales ejemplos de antioxidantes no enzimaticos de origen exdégeno.

Molécula Accién

Vitamina E Neutraliza el oxigeno singulete; capturaa *OH y
*O2-; neutraliza radicales peroxilo.

Vitamina C Neutraliza el oxigeno singulete; capturaa *OH y
*O2-; neutraliza hidroperoxidos lipidicos; regenera
la forma oxidada de la vitamina E.

Betacarotenos Neutralizan oxigeno singulete.
Flavonoides, licopenos Neutralizan oxigeno singulete. Quelantes de
metales.

Estos compuestos son tomados directamente a partir de la dieta por el organismo. De la
misma forma, de la dieta se toman los nutrientes necesarios para el anabolismo de otras
moléculas que cumplen con funciones antioxidantes en distintos niveles y estructuras
dentroy fuera de la célula. Los siguientes son los principales antioxidantes no enziméaticos

sintetizados en el organismo:

Glutation: El principal tampdn redox tiélico, no proteico de la célula. Compuesto de bajo
peso molecular y distribucion tisular variable. Tripéptido compuesto de glutamato, cisteina
y glicina. Se encuentra mayormente en su forma reducida (GSH), estado en el que el
grupo tiol de la cisteina es capaz de donar un equivalente reductor (H* y e’) a moléculas
inestables como las ERO (*Oz, H202 y *OH principalmente). Al donar un electron, el
glutation se vuelve reactivo, y reacciona de inmediato con otra molécula de glutatién
reactivo para formar glutation disulfuro (GSSG), un dimero estable de esta molécula en
estado oxidado. En tejido sano, existe una razén >10:1 de GSH:GSSG en mitocondria y
citosol, y de 1:1 en reticulo endoplasmico; una tasa aumentada hacia GSSG indica estrés
oxidativo (Gupta, 2015; Constanza-Corrales y Mufioz-Ariza, 2012; Banerjee, 2008).

Ubiguinona: (Ubiquinol, forma reducida). Encontrada en membranas de todas las células
de los organismos aerobios debido a su solubilidad en lipidos. Encargada del transporte
de electrones entre el complejo 1l y Il en la CTE mitocondrial. De igual forma puede
aceptar un electron, formando el anion radical estable semiquinona, para neutralizar

radicales libres (Banerjee, 2008).
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Acido a-lipoico: Esta molécula anfipatica es sintetizada en la mitocondria. Contiene un

enlace disulfuro como parte de un anillo pentagonal heterociclico, que se puede reducir
a un ditiol para formar &cido dihidrolipoico con la apertura del anillo. Ambas especies de
esta molécula actian como antioxidantes para ERON particulares, sin embargo, el acido
dihidrolipoico contribuye a la homeostasis redox celular mediante la reduccion del acido

deshidroascorbico a ascorbato (Banerjee, 2008).

Acido _urico: Producto final del catabolismo de las purinas. Posee la capacidad de
neutralizar un amplio espectro de ERON, particularmente oxigeno singulete y radicales

libres, aceptando un solo electrén para formar un radical estable (Banerjee, 2008).

Bilirrubina: Molécula tetrapirrdlica formada durante la degradacion del grupo ‘hemo’. En
concentraciones plasmaticas bajas, la bilirrubina actia como un potente antioxidante
rompiendo la formacién en cadena de RL y neutralizando radicales peroxilo. Se une a
iones metalicos, evitando que éstos se vean involucrados en la formacion de RL. El
mecanismo antioxidante de la bilirrubina consiste en oxidarse a si misma para formar su
precursor metabdlico no toxico, biliverdina. Cuando se encuentra unida a albumina, se
oxida por efecto de *OH, HO2 y *O2 (en orden descendente de tasas de oxidacion),
protegiendo a la albumina, a los acidos grasos unidos a ella y evitando la formacion de

grupos carbonilo en proteinas (Kapitulnik, 2004).

Fibrindgeno: El fibrindbgeno inhibe la generacion de <Oz por autooxidacion de pirogalol y
accion de xantina oxidasa, oxidacion de ion ferroso y degradacion de desoxirribosa
dependiente de *OH (Radu et al, 2001). Inhibe la produccion de peréxidos. El fibrinbgeno
es mas oxidable que otras proteinas plasmaticas principales. En concentraciones
fisiologicas normales muestra mejores propiedades antioxidantes que la albumina,
melatonina y vitaminas C y E, asi como mejor actividad que las vitaminas en proporciones

equimolares (Kaplan et al., 2001).

Melatonina: Hormona neuroactiva derivada del triptéfano. Posee en su estructura un
grupo metoxi en la posicion 5 de su nacleo inddlico, indispensable para que esta molécula

funcione como un recolector de *OH, asi como un grupo acetilo unido al nitrdgeno de su
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cadena lateral, con una accion sinérgica en la recoleccion de este radical. También funge
como recolector de radicales peroxilo (ROO¢) y restringe la lipoperoxidacion, evitando su
iniciacion e interrumpiendo las reacciones en cadena. Se cree que, debido a su
naturaleza anfipatica, tiene la capacidad de actuar en distintos compartimentos
subcelulares, tanto lipidicos como acuosos. El resultado de la donacion de e a *OH por
parte de la melatonina es el radical catidn indolil, molécula relativamente no reactiva que
podria neutralizar a «Oz". Por otro lado, la melatonina estimula la actividad de la glutation
peroxidasa, e inhibe la actividad de la 6xido nitrico sintasa (Reiter, 1995).

Algunas proteinas de alto peso molecular se unen a metales con actividad redox,
limitando asi la formacion de radicales libres catalizados por metales: la albumina y la
ceruloplasmina se unen a iones de cobre, la transferrina se une a hierro libre (Rathore et
al., 2011).

3.4.2. Antioxidantes enzimaticos.

Los antioxidantes enzimaticos son estructuras proteicas, sintetizadas en el organismo,
que catalizan o aceleran reacciones quimicas, utilizando como sustratos moléculas que
reaccionan con los RL, descomponiéndolos y removiéndolos del sistema. Eliminan
productos de reducciones parciales del Oz, convirtiéndolos en H202 y, posteriormente, en
agua por un proceso secuenciado que requiere de ciertos metales de transicibn como
cofactores. Asi mismo eliminan algunos productos de oxidacion de biomoléculas por
procesos de reduccién o de degradacion de estos. Las principales enzimas antioxidantes

se enlistan a continuacion:

Catalasa: También conocida como peroxido dismutasa. Hemoproteina localizada
principalmente en peroxisomas y mitocondria (citosol en los eritrocitos). Descompone al
H202 en agua y oxigeno, utilizando hierro o manganeso como cofactores. Lo anterior
involucra una oxidacion divalente del hierro hemo a un catién radicalico de porfirina Fe(lV)
por H202; seguida por su reduccion divalente por una nueva molécula de H202 (Gupta,
2015; Venereo-Gutiérrez, 2002; Banerjee, 2008).

Fe(lll) Por + H202 + 2H* = Fe(IV) Por* + 2H20 Ec. 2.1
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Fe(IV) Por® + H202 - Fe(lll) Por + 2H* + O2 Ec. 2.2

Superéxido dismutasa: (SOD) Cataliza la dismutacién de Oz a Oz y H202. Este tipo de
enzimas poseen en su sitio activo cationes metalicos redox-activos que actian como
intermediario, de manera que el metal acepta un electron de un <Oz y lo dona a otro Oz,
logrando asi la dismutacién sin que exista interaccion directa entre ambos radicales
(ecuaciones 3.1 a 3.4). Estos cationes pueden ser Cu(ll), Mn(ll1), Fe(lll) o Ni(ll), los cuales
son excelentes catalizadores de la dismutacién de <Oz per se, sin embargo, como iones
libres catalizan oxidaciones que pueden resultar peligrosas para el organismo vivo. Las
SOD contienen al metal y maximizan su habilidad para catalizar esta dismutacion,
previniendo reacciones secundarias no deseadas. A su vez, por impedimento estérico,
no permiten el acceso de moléculas mayores que el *O2° 0 HO2™ al metal catalizador,
minimizando estas reacciones secundarias. Debido a que *O2" es un anibn monovalente,
las SOD también le proveen una guia electrostatica con residuos aminoacidicos cargados
estratégicamente situados en su estructura (Banerjee, 2008; Constanza-Corrales y
Mufioz-Ariza, 2012).

CuzZnSOD. Enzima homodimérica poseedora de un Cu(ll) y un Zn(ll) por subunidad.
Utiliza al cobre como catalizador, mientras que el zinc cumple funciones
estructurales y de facilitador. Se encuentra en citosol y diversos
organelos de células eucariotas; en mitocondria, se localiza en el
espacio intermembranal.

- EcSOD. Una CuzZnSOD de configuracion extracelular que se une a
glucosaminoglicanos. Molécula homotetrameérica, glucosilada, y mas
grande que la CuZnSOD intracelular.

- MnSOD. Homotetramero que utiliza manganeso como catalizador. Se encuentra
en la matriz mitocondrial de plantas y animales.

- FeSOD. Encontrada en plantas y bacterias.

- NiSOD. Homotetramero portador de niquel encontrada en Streptomyces. No

exhibe homologia de secuencia aminoacidica con otras SOD.
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A continuacion, se presenta el mecanismo de accion sugerido para CuZnSOD, donde ‘E’

denota a la enzima:

E-Cu(ll) + *O2" <> E—Cu(l) + O2 Ec. 3.1

E-Cu(l) + *O2 + H* <> E—Cu(ll) + HO2 Ec. 3.2

HO2 + H* <« H202 Ec. 3.3
Sumatoria:

*O2 + 02 + 2H" < H202+ O2 Ec. 3.4

Glutation peroxidasas (GPx o GSH-px): GPx1 es una selenoproteina expresada en todos

los tejidos de mamifero. Es un homotetramero que contiene un residuo de selenocisteina
por cada subunidad en el sitio activo, mediante el cual cataliza la reduccion de H20:2 e
hidroperoxidos organicos (Figura 7). En humanos existen otras cuatro isoformas: GPx2
gastrointestinal y pulmonar, GPx3 en glandulas tiroideas y rifiones, GPx4 (GPx
fosfolipido-hidroperoxido; PHGPXx), y GPx6 en epitelio olfativo (Constanza-Corrales y
Mufioz-Ariza, 2012; Venereo-Gutiérrez, 2002).

NADP- X: mnulx Y GSH ‘X -.\C 2HO
NADPH4+H* GSSG - GF'K .y
. GIutuhm

Figura 7. Las GPx catalizan la conversion de H202 a agua como resultado de la transferencia de
electrones de NADPH a GPx a través de la glutation reductasa (GR) y GSH. Tomada del sitio
en linea del Centro de Informacién de Micronutrientes, Instituto Linus Pauling de la
Universidad Estatal de Oregon.

3.5. Estrés oxidativo, envejecimiento y enfermedades.

El gremio cientifico ha adoptado la teoria, originada en 1954 por Denham Harman, de
gue el declive de la funcionalidad de los sistemas organicos relacionado con la senectud
se debe al acumulamiento progresivo e irreversible de dafo oxidativo, generado por la

interaccion de RL producidos en el organismo con diversos constituyentes celulares:
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Teoria del envejecimiento por radicales libres.

Ahondando su teoria, basado en numerosos estudios, Harman (2006) afirma que el
envejecimiento se expresa por la suma del dafio oxidativo por un proceso de
envejecimiento innato, y aquel dafio asociado a condiciones de vida subdptimas, es decir,
factores ambientales y habitos personales; gran parte de la concentracion de dafio ocurre
a estructuras internas de la mitocondria, y es ocasionado mayormente por <Oz’ las
mutaciones en ADN mitocondrial por RL estan intimamente asociadas a disminucion de
la esperanza de vida; medidas contra la iniciacibn o propagacion de reacciones en
cadena de RL disminuyen la tasa de envejecimiento y patogénesis; la formacion de ATP
disminuye con la edad a causa del dafio oxidativo a estructuras mitocondriales y, por
consecuencia, puede disminuir la sintesis reductora de antioxidantes como glutation y
cofactor NADPH. Se ha propuesto que, el crecimiento en la tasa de produccién de ERO,
asi como un aumento en la susceptibilidad de los tejidos al dafio oxidativo, ambos
asociados a la edad, promueven gue los niveles de estrés y dafio oxidativos se eleven
de manera exponencial durante el envejecimiento, describiendo un efecto de “bola de
nieve” (Sohal y Weindruch, 1996).

Sohal y Weindruch (1996) han reunido datos de numerosos autores en los que se
establecen relaciones directas entre edad y aumento in vivo de niveles de estrés
oxidativo, indicadas por diversos pardmetros moleculares en mamiferos. Tal es el
aumento exponencial en alcanos exhalados (observado por Sagai e Ichinose en 1980)
como producto de la peroxidacion de lipidos de membrana; la elevacion exponencial en
concentracion de proteinas oxidadas; aumentos en la concentracibn de 8-
hidroxideoxiguanosina en el ADN de diversos tejidos, principalmente mitocondrial
(Agarwal y Sohal, 1994).

Esta acumulacién mencionada de dafio oxidativo a las diversas biomoléculas, asi como
el estrés oxidativo, promueven alteraciones estructurales y funcionales en todo tipo de
tejidos, organos o sistemas, por lo que Venereo-Gutiérrez (2002) lo describe como un
“mecanismo general de dafio celular”, asociado con la fisiopatologia primaria o evolucion,

génesis y consecuencias de una incontable cantidad de enfermedades.
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Oxidacion de carbohidratos.

En condiciones de estrés oxidativo, la glucosa, a-hidroxialdehidos y otros monosacaridos
reductores, son propensos a sufrir autooxidacion no enzimatica (catalizada por metales)
a cetoaldehidos, generando H202, *OH y otros intermediarios reactivos, y promoviendo
la glicacion proteica, o que consecuentemente genera cambios en las cargas de la
superficie de esas proteinas, en su capacidad para unir hidrégeno, reconocimiento
celular, al igual que inactivacion enzimatica y formacion de complejos capaces de formar
entrecruzamientos; este proceso se propone como una de las causas de dafio tisular en
diabetes, asi como intimo participante en envejecimiento y desérdenes metabdlicos (Hunt
et al., 1988; Semchyshyn et al., 2011). Por otro lado, los desoxiaztcares son atacados
por RL, formando radicales centrados en carbono que se unen facilmente a otros
carbohidratos, despertando reacciones autocataliticas en cadena que concluyen en
destruccion celular y formacion de cetoaminas y cetoaldehidos como productos finales
(Noori, 2012).

Oxidacion de lipidos.

La peroxidacién lipidica es el proceso que causa el mayor dafio oxidativo entre las
biomoléculas debido a la facilidad con que reaccionan y se propagan los RL. Las ERO
atacan a los acidos grasos poliinsaturados, comunmente adheridos a membranas como
fosfolipidos, removiendo un atomo de hidrogeno para formar radicales alquilo, los que a
su vez se rearreglan para formar dienos conjugados y posteriormente radicales peroxilo,
los cuales desencadenan la cascada autocatalitica. La cadena se fragmenta para formar
alcanos téxicos (pentano, etano) y aldehidos de acidos grasos a o B insaturados,
principalmente malondialdehido y 4-hidroxi-2-nonenal (Venereo-Gutiérrez, 2002; Noori,
2012, Bochkov et al., 2010). Estos productos, tanto intermedios como terminales, se han
visto involucrados en fibrosis, lupus eritematoso sistémico, formacién del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial, diversas enfermedades inflamatorias
(aterosclerosis, diabetes, artritis reumatoide, etc.), infarto agudo al miocardio y algunas
condiciones neurodegenerativas, como la de Alzheimer y la de Parkinson (Egea et al.,
2017; Greig et al., 2012).
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Por otro lado, los productos de oxidacion de fosfolipidos también poseen propiedades
antiinflamatorias en concentraciones bajas: por inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico
en macrofagos, por activacion de los receptores de proliferacion de peroxisomas,
atenuando la activacion y maduracion de células dendriticas, inhibiendo la proliferacion y
citotoxicidad de los linfocitos T, por inhibicién selectiva de algunas proteinas en la familia
de receptores tipo toll, regulacion de enzimas antioxidantes, entre otras vias involucradas
(Egea et al., 2017; Greig et al., 2012).

Oxidacion de proteinas.

La oxidacion a estructuras proteicas es principalmente atribuida a *OH, pero determinada
por las concentraciones existentes de Oz, *O2’, 0 HOze. Las interacciones con estas ERO
causan oxidacion de cadenas laterales de aminoacidos, entrecruzamientos de cadenas
peptidicas y oxidaciones directas en la espina dorsal de la cadena, promoviendo la
fragmentacion de la proteina (Berlett y Stadtman, 1997; Venereo-Gutiérrez, 2002), asi
como alteraciones en las cargas eléctricas de los péptidos (Noori, 2012). Especies
reactivas de nitrdgeno, como el peroxinitrito y algunos de sus derivados, atacan a los
residuos de metionina y cisteina, y participan en la nitracién de tirosina y triptéfano,
causando fragmentacion proteica (Berlett y Stadtman, 1997; Noori, 2012). Las rupturas
de cadena pueden dar lugar a la formacién de grupos carbonilo, ya sea por reaccion con
ERO, con aldehidos resultantes de la oxidacion de lipidos, con derivados reactivos de
carbonilos resultantes de la oxidacién de carbohidratos (glicacion y glicoxidacion), o

debido a oxidaciones catalizadas por metales (Berlett y Stadtman, 1997; Noori, 2012).

Berlett y Stadtman (1997) asocian al proceso de envejecimiento con acumulacién de
enzimas menos activas, o inactivas, y mas termolabiles, y sefialan como esto puede ser
atribuido parcialmente al estrés oxidativo basados en la evidencia reunida de numerosos
estudios experimentales. En ellos se documentan cambios, similares a los que ocurren
durante el envejecimiento, principalmente en la actividad enzimatica, estructura quimica
y susceptibilidad proteolitica como resultado de la exposicion de estas estructuras, tanto
in vitro como in vivo, a ERO o a condiciones de estrés oxidativo. El grado de acumulacion

de estas proteinas oxidadas esta regido por dos factores: la concentracion y actividad de
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las moléculas antioxidantes; y la concentracion y actividad de las proteasas encargadas

de la degradacion de estas proteinas modificadas por dafio oxidativo.

La acumulacién de proteinas oxidadas y de los aductos que forman con los productos de
la oxidacion de lipidos y carbohidratos se ha visto asociada con incontables patologias
de diversos tipos, entre las que se encuentran progeria, artritis reumatoide, cataratas,
distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica, aterosclerosis, sindrome de distrés
respiratorio, enfermedad de Alzheimer (Mayor-Oxilia, 2010), diabetes, enfermedad de
Parkinson, fibrosis quistica, colitis ulcerosa, hipertension (Berlett y Stadtman, 1997).

Oxidacion de ADN.

En condiciones normales las ERON desempefian un rol de sefalizacién involucrado en
la diferenciacion y auto renovacion de células madre (Bigarella et al., 2014), asi como en
la regulacién de la expresion génica y estabilidad gendmica. Estos procesos se efectdan
mediante regulacion de diversos factores de transcripcion, de la estabilidad del ARNm y
del dafio y reparacion del ADN por parte de las ERON. De igual forma, estas moléculas
reactivas actlan sobre la expresion y funciones de enzimas modificadoras de ADN e
histonas, desencadenando mecanismos epigenéticos (Mikhed et al., 2015; Egea et al.,
2017).

En condiciones de estrés oxidativo, las ERON degradan a los azlcares y bases
nitrogenadas del ADN, causando modificaciones oxidativas en las bases que las vuelven
propensas a uniones cruzadas con proteinas y malondialdehido, al igual que a
desmetilacién de citosinas indispensables en la activacion de genes; fragmentan las
cadenas de ADN, ocasionando la formacién de aductos, deleciones, mutaciones y
reordenamientos cromosémicos (Venereo-Gutiérrez, 2002; Noori, 2012; Cadet et al.,
2005).

Estos cambios a la estructura de los &cidos nucleicos, asi como una consecuente
regulacion inefectiva de procesos epigenéticos por parte de las ERON, tienen efectos en

la expresion génica asociados con muerte celular, mutagénesis, carcinogénesis (por
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inactivacion o pérdida de genes supresores de tumores) y envejecimiento,

desencadenando diversos tipos de patologias (Cadet et al., 2005).

Las ERON se ven involucradas en procesos de fibrogénesis por estimulacion o
degradacion de diversos tipos de microARN’s; promueven sobreexpresion de las diversas
NADPH oxidasas, participando en enfermedad cardiovascular, fibrosis, céancer,
enfermedades neurodegenerativas, entre otras patologias asociadas con la edad; el ADN
oxidado por las ERON (asi como la lipoperoxidacion y la activacion de metaloproteinasas
de matriz) también promueve la formacién del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial, asociado a muerte celular en cardiomiopatias isquémicas y a desoérdenes

en el metabolismo de energético de la mitocondria (Egea et al., 2017; Noori, 2012).

En general, las ERON promueven la respuesta inflamatoria por regulacion positiva de
guimiocinas y moléculas de adhesién (Egea et al., 2017); se han observado niveles
elevados de ERON durante el desarrollo de distintos tipos de cancer como en boca, vias
aéreas superiores, pulmaén, tubo digestivo, préstata y aparato genital femenino (Mayor-
Oxilia, 2010), participantes en procesos de angiogénesis (Elejalde-Guerra, 2001);
implicadas en enfermedades neurodegenerativas por la formacion de nitrotirosina a partir
de peroxinitrito en células gliales (Noori, 2012); involucradas en la iniciacién y extension
de lesiones ateroscleréticas via alteracion o fragmentacion de lipoproteinas de baja
densidad, resultando en moléculas con mayor captaciéon por parte de los macréfagos,
citotoxicas para el endotelio, y estimuladoras de factores vasoactivos de adhesion,
trombaticos y de proliferacion de células musculares lisas (Elejalde-Guerra, 2001); en el
cristalino, producen degradacion y entrecruzamiento de proteinas, que se acumulan para
opacificar el medio formando una catarata (Elejalde-Guerra, 2001); en asma, las ERON,
provenientes tanto de factores ambientales (contaminacion, tabaquismo) como de células
proinflamatorias, son causantes de apoptosis de células epiteliales en tracto respiratorio,
asi como de dafio estructural y funcional a mitocondrias, exacerbando la inflamacion de
la via aérea por alteraciones en los procesos de presentacion antigénica y generacion de
respuesta inmune por parte de la mitocondria, que a su vez lo vuelve un estado cronico
(Reddy, 2011); en el sistema cardiovascular las ERON también participan en procesos

proinflamatorios; <Oz  reacciona facilmente con oOxido nitrico (NO), disminuyendo la
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capacidad de dilatacion vascular y la sefalizacion normal mediada por NO; promueven
reducciones en el flujo sanguineo en reposo, disfuncion celular por activacion de poli
(ADP-ribosa) polimerasas, asi como dafios a la estructura vascular y a la matriz
extracelular por activacion de metaloproteinasas principalmente (Chen et al., 2012); la
enfermedad renal terminal cursa con un estado microinflamatorio constante asociado al
aumento de estrés oxidativo debido a la uremia caracteristica de esta patologia, de
manera que las ERON participan ampliamente en el desarrollo de las principales
complicaciones de dicha enfermedad (Locatelli et al., 2003).

3.6. Relacion de farmacos con desarrollo de estrés oxidativo.

La terapéutica tiene entre sus objetos de estudio la utilizacion de farmacos en el
tratamiento y prevencion de enfermedades, analizando para ello sus propiedades
fisicoquimicas y la naturaleza de su actividad biolégica, de las que derivan su eficacia y

su seguridad clinica.

Ya sean sintéticas, naturales o enddgenas, la utilizacion de sustancias en el organismo
con fines terapéuticos puede provocar efectos secundarios, es decir, respuestas o
efectos distintos al que se busca con el tratamiento. Estos efectos pueden ser
perjudiciales o beneficiosos, reversibles o irreversibles, de aparicion inmediata o
retardada, subita o paulatina. Su aparicién puede asociarse a distintos factores, como la
dosis del farmaco, su via de administracion, duracion del tratamiento, asi como a
cuestiones idiosincraticas del paciente, a una suspension subita del tratamiento o la
interaccion de un farmaco con otros administrados de manera simultanea. Estos efectos
son atribuidos a la interaccién entre el farmaco y las diversas biomoléculas existentes en
el organismo, ya sea con la molécula diana del tratamiento u otras distintas por las que
pueda presentar afinidad el mismo farmaco, o bien, interacciones de dicho farmaco de
estructura original inalterada o de sus metabolitos generados en el organismo durante el
curso del tratamiento. Es una tarea incesante para la comunidad cientifica la de investigar
y dilucidar los mecanismos por los que se generan los efectos secundarios con el fin de
aprender a manejarlos; evitar, disminuir o contrarrestar los efectos perjudiciales o
adversos, o estudiar aquellos efectos secundarios benéficos para el disefio de nuevos

esquemas de tratamiento. Dentro de una larga lista de efectos secundarios podemos
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encontrar la formacion de RL y otras especies quimicas reactivas que interactian con las
distintas moléculas que integran a los organismos vivos, proceso mediado por reacciones

de oxido-reduccién (redox) desarrolladas en diversos tipos de tejido.

Se reporta en la literatura evidencia de la contribucion del estrés oxidativo inducido por
farmacos a mecanismos de toxicidad en diversos tejidos, tales como higado, rifién, oido,
0jo, sistemas cardiovascular y nervioso, sin poder llegar a esclarecer los mecanismos por
los que esto ocurre en la mayor parte de los casos. Sin embargo, se ha logrado sefalar
la medida en que especies pro-oxidantes y diversos marcadores de dafio por estrés
oxidativo aumentan sus niveles en suero y distintos tipos de tejido durante el desarrollo
de algunas toxicidades, tanto en humanos como en animales. Asimismo, se han
generado datos que muestran reducciones en los niveles de moléculas antioxidantes, asi
como disminucién en concentraciones y actividad de las enzimas que forman parte de
las defensas contra el dafio oxidativo; algunas enzimas también pueden encontrarse
sobreexpresadas o en alta actividad por mecanismos adaptativos contra excesos de

agentes prooxidantes (Deavall et al., 2012; Uzar et al., 2012; Gémez-Olivan et al., 2014).

Moléculas con distintos mecanismos de accion son capaces de producir diversos tipos
de toxicidad con los que se asocia intimamente al estrés oxidativo. Entre los diversos
tipos de farmacos reportados podemos encontrar algunos casos de antitumorales,
antiinflamatorios no esteroideos, antirretrovirales, antihipertensivos, antibiéticos,
antiepilépticos, antisicéticos y analgésicos (Chandran et al., 2014; Ozbek, 2012; Ficarra
et al., 2013; Deavall et al., 2012; Saraswathy et al., 2012).

Algunos ejemplos de lo anterior podrian ser los expuestos por Deavall y sus
colaboradores (2012), quienes describen como la doxorrubicina (antineoplasico) es
causante de diversas cardiomiopatias por procesos oxidativos; mediante procesos
metabdlicos oxidativos, las antraciclinas se transforman a radicales libres que, en
condiciones aerobias, reducen el oxigeno formando ERO, las cuales causarian
perturbaciones, disfunciones y hasta muerte celular; estas investigaciones también
denotan como la azidotimidina (antirretroviral) genera cardiotoxicidad y patologias de

musculo esquelético debido a la formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno,
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atribuibles principalmente a la fraccion ‘azido’ de la molécula; reportan que el cisplatino
ha sido causante de ototoxicidad, neuropatia periférica y nefrotoxicidad. Se asocian
niveles residuales de platino en el organismo con la produccién de aniones superoxido,

perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilo.

3.7. Hidroxicloroquina.

La hidroxicloroquina es un farmaco del grupo de las 4-aminoquinolinas, uno de los
derivados sintéticos méas avanzados de la quinina, y el de preferencia por ser més efectivo
y seguro que otros de este grupo. Es un compuesto organoclorado, que a su vez posee
un grupo amino terciario y dos aminos secundarios en su estructura (Figura 8), los cuales
presentan valores de pKa de 9.67, 8.27 y <4.0, lo que le confieren un caracter basico,
presumiblemente el principal responsable de sus efectos farmacologicos (Chat Ham,
1989; Lim et al., 2009; De Moura Ferraz et al., 2014; Schroeder y Gerber, 2014; Rainsford
et al., 2015; Collins, Jackson y Gustafson, 2018).
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Figura 8. Sulfato de Hidroxicloroquina.
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Figura 9. Difosfato de Cloroquina.
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Posee gran actividad contra las formas eritrocitarias de Plasmodium vivax y P. malariae,
asi como contra la mayoria de las cepas de P. falciparum en fase no gametocitica (Lim
et al., 2009; De Moura Ferraz et al., 2014); tiene grandes efectos inmunomoduladores,
por lo que se utiliza ampliamente en enfermedades autoinmunes, reumatolégicas y
diversas enfermedades de la piel, entre estos grupos se enlistan: artritis reumatoide,
lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, sindrome de Sjogren, reumatismo
palindromico, fascitis eosinofilica, sindrome anticuerpo antifosfolipido, porfiria cutanea
tarda, erupcion polimorfa luminica, granuloma anular, lupus discoide, entre muchas otras
(Rynes, 1997; Restrepo, 2006; Ben-Zvi et al., 2012; Rodriguez-Caruncho y Bielsa-Marsol,
2012; Hage, Al-Badri y Azar, 2014; Rainsford et al., 2015; Danza et al., 2016); produce
efectos hipoglucemiantes, mejora la sensibilidad a la insulina y disminuye el aclaramiento
de ésta (Emami et al., 1999; De Moura Ferraz et al., 2014; Hage, Al-Badri y Azar, 2014;
Rainsford et al.,, 2015); actia en infecciones virales y antimicrobianas, efectivo
coadyuvante en el tratamiento contra VIH (Ben-Zvi et al., 2012; Rainsford et al., 2015);
entre otros de sus efectos se enlistan: inhibicion de la actividad de la histamina, inhibicion
de la fosfolipasa Az, inhibicion de liberacion de enzimas lisosomales, disminucion de
agregacion plaquetaria, efectos sobre modificaciones postraduccionales, disminucion de
sedimentacion globular, efectos antiserotonina, efectos fotoprotectores, cardioproteccion
(antitrombotica, antiaterosclerdética), reduccion de proliferacion de linfocitos y produccion
de interleucinas, efectos contra autofagia y antineoplasicos en células cuya supervivencia
depende de la autofagia, algunos tipos de linfoma, leucemia y tumores solidos (Ben-Zvi
et al., 2012; Rainsford et al., 2015; Floris et al., 2018).

Farmacocinética.

Este farmaco se administra de manera oral como sulfato de hidroxicloroquina, con el
objeto de mejorar su solubilidad e interaccion con algunos receptores membranales (De
Moura Ferraz et al., 2014), en una mezcla racémica de dos enantiomeros, Ry S, en
proporcion equimolar (Midha et al., 1996; De Moura Ferraz et al., 2014). Es absorbida
rapidamente por difusién pasiva en tracto gastrointestinal alto tras una administracion de

200 mg, alcanzado una biodisponibilidad de 70 a 80%, proceso que se ha visto afectado
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por condiciones severas de desnutricion, no asi por diarreas (Fust, 1996). Utilizando una
dosis de 400 mg diarios de HCQ, correspondiente a la dosis usada en artritis reumatoide,
se pueden alcanzar niveles terapéuticos al cabo de dos semanas de iniciado el
tratamiento (Rynes, 1997), sin embargo, los efectos clinicos surgen en el estado
estacionario de la concentracion de este farmaco, alcanzado en un rango de 3 a 6 meses

cuando no se administran dosis de carga (Browning, 2014).

Ha resultado de gran dificultad definir los parametros farmacocinéticos que rigen a este
farmaco, pues existe una amplia variabilidad entre datos recolectados por numerosos
estudios experimentales asociada a las propiedades fisicoquimicas de la molécula, los
procesos estereoselectivos del organismo hacia el farmaco, las variables proporciones
en que se acumula la HCQ en los diversos tipos de liquidos, células y sus estructuras
internas, cuestiones idiosincraticas o de farmacogendmica (Furst, 1996; De Moura Ferraz
et al., 2014; Rainsford et al., 2015).

La mayor parte de los parametros farmacocinéticos que rigen a la hidroxicloroquina son
dependientes de la dosis y encajan en un modelo tricompartimental (Tabla 3; 200 mg de
HCQ es la dosis generalmente administrada por duplicado diariamente en el tratamiento
de la mayoria de las enfermedades reumaticas y autoinmunes para las que se indica).
Una vez absorbida tiene una amplia distribucion a compartimentos hidrosolubles, como
plasma, liquido intersticial o musculo, con tendencia a concentrarse mas en cerebro, pelo,
piel, corazon, rifidn, pulmén, higado, bazo, asi como en tejidos pigmentados del ojo,
debido a su alta afinidad por la melanina en ellos; asi, la concentracion de HCQ en la
epidermis puede volverse hasta 200 veces mas grande que en el plasma, y en eritrocito
hasta 5 veces mayor que en plasma (McChesney et al., 1965; De Moura Ferraz et al.,
2014; Rainsford et al., 2015). La lipofilicidad de 3.84 logKow (muy liposoluble) de la HCQ
permite su paso del plasma al citosol por difusién simple y, posteriormente, su distribucién
hacia diversas estructuras intracelulares, principalmente endosomas de pH acido, como
los lisosomas, donde se propone que ejerce principalmente su efecto (Fox, 1993;
Sundelin y Terman, 2002; Jiménez-Palop, 2006; Ramser et al.,, 2009; Rodriguez-
Caruncho y Bielsa-Marsol, 2012; Hage, Al-Badri y Azar, 2014; De Moura Ferraz et al.,

2014; Rainsford et al., 2015). También se ha observado que la HCQ tiene paso a través
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de la barrera placentaria durante la gestacion, asi como presenta excrecion en leche
materna; sin embargo, no existe evidencia de toxicidad fetal ni anormalidades congénitas,
ni evidencia que avale contraindicar este farmaco durante la lactancia (Rainsford et al.,
2015; Ben-Zvi et al., 2012).

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos promedio para una administraciéon oral de 200 mg de
sulfato de HCQ, mezcla racémica.

Constante de absorcion, ka 0.069 — 0.362 ht
Periodo de latencia de absorcién 0 - 0.85 horas
Tiempo maximo de absorcion, Tmax 2 —4.5 horas
Efecto de primer paso hepatico 6%
Biodisponibilidad, F 74 £ 13%
Concentracion maxima en plasma, Cmax,plasma 34 - 79 ng/mL
Concentracion maxima en plasma, Cmax,st 188 — 427 ng/mL
Volumen de distribucion, Vad 44,257 L

Unién a proteinas plasmaticas 43+10%
Concentracion plasmética en estado estacionario* 5.88 x10" M
Concentracion en sangre total en estado estacionario* 2.94x10%M
Aclaramiento de sangre total, Clst 96 £ 5 mL/min
Vida media de eliminacion, ti 50 £ 16 dias
Aclaramiento del plasma, Clpiasma 667 + 235 mL/min
Tasa de aclaramiento renal para HCQ (con metabolitos) 40 — 50%

Tasa de aclaramiento renal para HCQ inalterada 21%

Tasa de aclaramiento por heces 8 - 25%

Tasa de aclaramiento a través de la piel 5%
Almacenamiento en tejido magro 25 - 45%

*Tras multiples administraciones de 155 mg/dia de HCQ (200 mg de sulfato de HCQ). El tiempo en
alcanzar el estado estacionario varia en funcién de la dosis; en este caso, 6 meses para alcanzar 96%
de niveles en estado estacionario. Modificada de Rainsford et al., 2015, con apoyo en las publicaciones
de Tett et al., 1988; Tett et al., 1989; McLachlan, Cutler y Tett, 1993; Furst 1996; Midha et al, 1996; Lim
et al., 2009; Browning, 2014; De Moura Ferraz et al., 2014; Floris et al., 2018.
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En cuestiones de biotransformacion, la HCQ es desalquilada en el higado por accién del
citocromo p450 (principalmente sus isoformas CYP2C8, CYP3A4 y CYP2D6, con ligera
participacion de CYP1Al, CYP1A2 y CYP2D9) para formar tres principales metabolitos
activos (actividad terapéutica y toxica): desetil-hidroxicloroquina (DHCQ), desetil-
cloroquina (DCQ) y bidesetil-cloroquina (BDCQ) (McLachlan, Cutler y Tett, 1993; Furst,
1996; Lim et al., 2009; Rainsford et al., 2015). Al cabo de 4.7 horas (promedio) de la
administracion via oral de una dosis de 200 mg de sulfato de HCQ, Tett y sus
colaboradores (1989) observaron concentraciones maximas de DHCQ de 6.9 a 17 ng/mL,
y picos de concentracién de DCQ entre 2.9 y 18.2 ng/mL alcanzando las 5.2 horas

(promedio).

Este farmaco es excretado por via renal en un 40 a 50%, eliminAndose en su forma
inalterada en un 21 a 47% (Furst, 1996), mientras que el 8 — 25% se elimina en las heces
y el 5% a través de la piel (Browning, 2014). Hasta un 45% de la porcion absorbida se
almacena en tejido magro por tiempos prolongados, causando que la HCQ alcance una

vida media de eliminacién de alrededor de 50 dias (Furst, 1996; Browning, 2014).

Farmacodinamia.

La HCQ es una molécula lisosomotrépica, es decir, tiene la propiedad de difundir facil y
rapidamente a través de las membranas para acumularse en lisosomas y otras
estructuras intracelulares acidicas y afectar sus funciones, siendo éste el principal
mecanismo por el que ejerce sus acciones farmacoldgicas. Esta acumulacion se debe a
qgue la molécula de HCQ es protonada, quedando atrapada en el medio acido (los
lisosomas poseen un pH de 4 a 5), pues no puede difundir de vuelta al citoplasma en su
especie ionizada. Al protonar el farmaco, el pH del endosoma se eleva (a alrededor de
6), impidiendo que se lleven a cabo reacciones de hidrdlisis acida (inhibicién proteolitica)
y reacciones enzimaticas diversas, a la vez que genera modificaciones en la estructura
interna de los endosomas, afectando la secrecion de enzimas lisosomales destructoras
de tejido y numerosas proteinas provenientes de otros organelos; la HCQ modifica la
codificacion de proteinas en el aparato de Golgi afectando procesos como la autofagia,
glucosilacién, entre otras funciones pH-dependientes, ya sea de forma parcial o total.

Como consecuencia de esta disfuncion lisosomal, linfocitos y neutréfilos forman nuevos
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lisosomas anormales, frecuentemente con actividad autofagica descontrolada, esto
induce apoptosis en estas células sanguineas, al igual que en células endoteliales,
ademas de impedir la sefializacion de linfocitos T dependiente de calcio disminuyendo su
proliferacion y actividad (Homewood et al., 1972; Sundelin y Terman, 2002; Willis et al.,
2012; Browning, 2014; Rainsford et al., 2015; Rezabakhsh et al., 2017).

Las especies de Plasmodium en etapa eritrocitica poseen vacuolas digestivas de
estructura similar a los lisosomas de mamiferos y con un pH interno 4cido, cuya funcion
es la degradaciéon de hemoglobina del huésped para obtencion de nutrientes. Las
propiedades de estos endosomas permiten a la HCQ difundir facilmente y acumularse en
ellas, lo que tendria como resultado un aumento en el pH de la vacuola, afectando al
metabolismo de fosfolipidos, asi como al proceso de degradacion de hemoglobina,
disminuyendo asi la obtencion de aminoacidos por el parésito; inhibiendo de esta forma
la etapa eritrocitica y la esquizogonia de especies no resistentes de Plasmodium. A su
vez, ante la imposibilidad de recolectar nutrientes para su supervivencia, algunas
especies de Plasmodium pueden llegar a desarrollar autofagosomas y promover su
propia destruccién (Homewood et al., 1972; Slater y Cerami, 1992).

El grupo ‘hemo’, derivado de la degradacion de hemoglobina dentro de las vacuolas
digestivas de Plasmodium, resulta un componente téxico en el interior de estos
endosomas debido a su capacidad para generar estrés oxidativo y promover dafio a
membranas biologicas e inhibicion enziméatica. Slater y Cerami (1992) explican la
existencia de una enzima hemo-polimerasa que, para evitar degradar o excretar ‘hemo’
y poder aprovechar sus componentes, se encarga de detoxificar los grupos ‘hemo’ libres,
formando cadenas poliméricas con éstos mediante la unién del ion férrico central de un
‘hemo’ con el oxigeno de la cadena lateral carboxilada del siguiente (estructura llamada
hemozoina). El proceso de detoxificacion se ve afectado por antimalaricos como
cloroquina (CQ, analogo estructural de la HCQ cuya diferencia radica sélo en un grupo
hidroxilo en la cadena lateral) y HCQ por inhibicion de esta hemo-polimerasa, asi como
por disminucion del glutation reducido disponible en la vacuola, promoviendo asi

autooxidacion, estrés oxidativo y muerte del parasito (Toler, Noe y Sharma, 2006).
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Un pH bajo, como el de los lisosomas, es requerido para la degradacion de proteinas
antigénicas a péptidos para su reconocimiento y presentacion. Una vez formados, estos
péptidos se unen al Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase Il (CMH-II) en sus
porciones a y B para formar nuevos complejos a-B-péptido, los cuales serdn movilizados
hacia la membrana celular para ser presentados a las células T CD4* (Fox, 1993;
Browning, 2014; Rainsford, 2015). Los péptidos generados compiten por el sitio de unién
con las cadenas invariantes (li), que se encuentran unidas al CMH desde su formacién,
desplazandolas facilmente cuando se trata de péptidos de alta afinidad. Con el aumento
del pH se estabiliza la union de a y B con las cadenas li, de manera que péptidos con
baja afinidad por el CMH-II no pueden desplazar a li para formar complejos de
presentacion (Fox, 1993; Rainsford, 2015). Por lo general, los autoantigenos poseen baja
afinidad por el CMH-II, lo que dificulta que puedan ser presentados en concentracion
suficiente en la membrana del macrofago bajo los efectos de la HCQ, a diferencia de los
antigenos exdgenos, que comunmente poseen alta afinidad por CMH-II; esto ocasiona
que se vea disminuida la produccion de células T CD4* contra autoantigenos y liberacion
de citocinas. De esta forma, HCQ disminuye procesos autoinmunes sin afectar de manera
significativa las respuestas contra antigenos exdégenos (Fox, 1993; Browning, 2014;
Rainsford, 2015).

Entre las funciones pH-dependientes que se ven afectadas por el uso de HCQ se
encuentran: la degradacion proteolitica por inhibicion de diversas enzimas, involucradas
en fagocitosis y diversos procesos fisioldgicos de la célula; la quimiotaxis leucocitaria y la
produccion de diversas citocinas, actuando sobre su ARNm a nivel transcripcional, entre
ellas IL-1, IL-6, IL-2, IL-17, IL-22, IFN-a, IFN-y y TNF-a, lo que le confiere a este farmaco
propiedades antiinflamatorias (mecanismo de mayor impacto en artritis reumatoide y
lupus eritematoso sistémico), y ademas promueve un aumento en la sensibilidad a
insulina; la metilacion de fosfolipidos y la fosfolipasa A2, afectando la liberacién de
histamina en mastocitos y la formacion de prostaglandinas, particularmente PGF2, y
leucotrienos; la sintesis de proteinas de fase aguda, asi como su estimulacion debido a
la disminucién de la produccién de citocinas (Miyachi et al., 1986; Wallace et al., 2012;
Ben-Zvi et al., 2012; Danza et al., 2016).
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Mediante su mecanismo de elevacion del pH lisosomal, la HCQ es capaz de impedir la
transformacion de los receptores tipo Toll (TLR, Toll like receptors) TLR3, TLR7, TLR8 y
TLR9 para su activacion, disminuyendo la producciéon de IFN-y, IL6 y TNF-a por
interrupcion de esta via de sefalizacion (los TLR se unen a acidos nucleicos para
promover produccion de autoanticuerpos y mediadores de inflamacién), mermando la
generacion consecuente de ERON. Otra forma en que la HCQ evita la activacion de TLR
es uniéndose a los acidos nucleicos y enmascarando su epitopo de unidn a estos
receptores. Por otro lado, la HCQ no interfiere con la expresion de estos receptores. De
igual forma, la HCQ puede reducir la expresion y concentracion de estas y otras citocinas
como IL17 e IL22 por mecanismos epigenéticos. La disminucion en la produccion de
estas citocinas afecta a la activacion de las células B y a la produccion de
autoanticuerpos; también favorece la diferenciacion de células endoteliales (Kuznik et al.,
2011; Gomez-Guzman et al., 2014; Rezabakhsh et al., 2017; Floris et al., 2018). Al inhibir
la interaccion entre TLR y acidos nucleicos la HCQ también provoca disminucion en la
produccion de factor reumatoide y otras moléculas inflamatorias causantes de dafio a
tejidos que participan en multiples enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide

y lupus eritematoso sistémico (Danza et al., 2016).

HCQ ha probado efectividad para mejorar la funcién endotelial en modelos murinos de
lupus eritematoso sistémico, principalmente por reduccion de la actividad de NADPH
oxidasa y de la expresion génica que las subunidades NOX-1 y p47Phox (Gémez-Guzman
et al., 2014; Rahman et al., 2016; Floris et al., 2018). Al disminuir la produccién del anion
superoxido por esta enzima, se reduce el dafio oxidativo directo al endotelio, al tiempo
gue impide el secuestro de NO para formar especies reactivas de nitrdgeno, permitiendo
mejorar la relajacién dependiente de endotelio (Virdis et al., 2015). Otro mecanismo por
el que la HCQ mejora la funcion endotelial es reduciendo la liberacion de endotelina-1
por efecto del TNF-a o en pacientes con preeclampsia (Rahman et al., 2016). Debido a
su efecto inhibitorio de la liberacién de TNF-qa, la HCQ disminuye el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares aterosclerdticas en pacientes de artritis reumatoide
(Hartman et al., 2016).
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En estos modelos también se ha observado que HCQ confiere proteccion contra la nefritis
lUpica: la reduccion de la actividad de NADPH oxidasa promueve disminucion de la
presion sanguinea sistolica y, consecuentemente, de hipertrofias y lesiones morfolégicas
en rifidn, reflejada en disminucion de la proteinuria; en lupus eritematoso sistémico existe
aumento de diversos tipos de linfocitos T, cuyo infiltrado al rifién es de caracter comun,
de manera que HCQ actua reduciendo la proliferacién de células T reguladoras y Th-17,

evitando asi el dafio que provocan al tejido renal (Gémez-Guzman et al., 2014).

La HCQ ha demostrado tener actividad antitrombotica. Miller-Calleja y sus colaboradores
(2017) observaron que interfiere con el ensamblaje de NOX2 afectando su sefalizacion
proinflamatoria y vias protromboticas activadas en algunas enfermedades autoinmunes.
El tratamiento con antimalaricos se ha visto asociado a disminucion de niveles de
fibronectina y fibrinbgeno en modelos animales de inflamacion (Fox, 1993). Se ha
probado que HCQ inactiva a la fosfolipasa A2, inhibiendo la produccion de tromboxano
A2 y prostaglandinas en las plaguetas estimuladas; asi mismo, inhibe la agregacion
intravascular de eritrocitos en forma de pila de monedas (Jiménez-Palop, 2006; Ben-Zvi
et al., 2012). Se ha observado que HCQ reduce la actividad de los anticuerpos IgG
antifosfolipidos (AAF): disminuye la activacion plaquetaria, al igual que la liberacién de
granulos alfa; reduce la interferencia de los AAF con la actividad de la anexina A5
(proteina anticoagulante vascular y placentaria); en un modelo de ratones inyectados con
AAF humanos (Edwards et al., 1997), HCQ demostrd disminuir el tiempo de formacién y
tamafo del trombo, al igual que el tiempo de lisis del mismo; ademas HCQ promueve la
disociacion de los AAF y la bicapa fosfolipidica, disminuyendo asi el riesgo de formacién
de placa aterosclerética (Jiménez-Palop, 2006; Ben-2vi et al., 2012; Danza et al., 2016;
Floris et al., 2018).

Hage y sus colaboradores (2014) presentaron un caso clinico y una recopilacion de datos
bibliograficos en los que se ha observado que la HCQ presenta efectos benéficos en el
metabolismo de glucosa y lipidos. Exponen estudios en los que la HCQ ha demostrado
disminuir la concentracion sérica de la glucosa, el porcentaje de HbALC vy los
requerimientos de insulina en pacientes diabéticos y en pacientes con obesidad o

enfermedades inflamatorias crénicas sin diabetes. En esos datos también se menciona
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que la HCQ ha disminuido el metabolismo de la insulina, ha aumentado la sensibilidad a
insulina e incluso ha disminuido el riesgo de desarrollar diabetes mellitus. En esta
recopilacion se reporta reduccion en los niveles séricos de colesterol-LDL, colesterol total,
triglicéridos y apolipoproteina Clll, asi como aumento de colesterol-HDL en pacientes con
enfermedades reumaticas. Estos datos han sido respaldados por el trabajo de Hartman

y su equipo (2016).

Los antimalaricos poseen actividad atribuida a la elevacién del pH de organelos acidicos
en células infectadas. Se ha observado que tienen la capacidad de inhibir los mecanismos
de entrada de algunos virus a células humanas, asi como la glucosilacion de proteinas
virales, evitando su replicacion y propagacion; tales son los casos de coronavirus y VIH.
HCQ inhibe a la glucoproteina 120 que se encuentra en la superficie de la envoltura del
VIH, impidiendo su glucosilacion a nivel postraduccional, esto origina nuevas particulas
virales sin capacidad de unién a los receptores CD4 en las células, principalmente
linfocitos T, por lo que no ocurre fusion de membranas ni entrada del virus a la célula
(Ben-Zvi et al., 2012; De Moura Ferraz et al., 2014).

La hidroxicloroquina también posee actividad antineoplasica, en parte atribuida a su
capacidad de inhibicion de la autofagia, herramienta indispensable para algunos tipos de
tumor para adaptarse y sobrevivir a los tratamientos y al propio microambiente agresivo
del tumor, principalmente aquellos que crecen en regiones poco vascularizadas, con
reducido aporte de nutrientes y en condiciones de hipoxia (Manic et al., 2014,
Rezabakhsh et al., 2017). La autofagia permite la eliminacion de los productos de
degradacion de la célula, eliminando especies potencialmente citotbxicas como las
ERON, asegura la integridad mitocondrial y le proporciona sustratos a ésta para mantener
sus rutas metabdlicas (Manic et al., 2014; Rezabakhsh et al., 2017); tumores en diversos
tejidos requieren de una actividad autofagica eficiente para su proliferacion (Choi et al.,
2014; Manic et al., 2014); la autofagia se considera un factor indispensable en la auto
renovacion de las células madre cancerosas (Choi et al., 2014). Esta inhibicion se logra
mediante la alcalinizacion de los lisosomas, lo que impide su fusién con los
autofagosomas, ocasionando acumulacién de autofagosomas inefectivos y productos

anormales de su actividad metabdlica, que resultan en muerte de la célula tumoral; de
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igual forma, la inhibicion de la autofagia disminuye la proliferacion de diversos tipos de
células cancerosas, y afecta de manera significativa la auto renovacion y supervivencia
de las células madre cancerosas. Se postula que por este mecanismo la HCQ provoca la
sensibilizacion del tumor a agentes anticancerigenos, aumentando su efectividad
terapéutica (Manic et al., 2014; Rezabakhsh et al., 2017; Collins, Jackson y Gustafson,
2018); Choi y sus colaboradores (2014) sugieren que la cloroquina ataca a células madre
cancerosas por inhibicion de la autofagia, potenciando los efectos antitumorales del
Paclitaxel sobre cancer de mama triple negativo, y reportaron que ambos farmacos en
combinacion ocasionaron reducciones en el tamafio de los tumores, inhibicion de su
crecimiento, regresion total en algunos casos, significativa disminucion de metastasis a
pulmén, asi como también fueron capaces de retardar la reaparicion del tumor, y en

algunos casos evitarla.

Por otra parte, la actividad antineoplasica de HCQ también se expresa mediante su
efecto, ya sea positivo 0 negativo, sobre diversas vias de sefalizacion dentro y fuera de
las células tumorales. Choi y sus colaboradores (2014) llevaron a cabo diversos ensayos
sobre la actividad de la cloroquina sobre células madre cancerosas, en donde reportaron
qgue la CQ reduce este tipo de células mediante regulacion epigenética, presentando
mayor efecto en combinaciéon con Paclitaxel: inhibe la via de Jak2/STAT3 mediante
disminucién de la fosforilacion de ambas moléculas y una baja en la expresiéon de Jak2;
inhibe la via de sefalizacion PI3K/AKUmTOR; reduce la expresion de ADN
metiltransferasa 1, afectando multiples otras vias de sefializacién por disminucion de la
metilacion de ADN, como la sobreexpresion de proteinas supresoras de la sefializacion
de citocinas SOCS1 y SOCS3. Boya y sus colaboradores (2003) describieron una
secuencia estricta de eventos por la cual la HCQ induce muerte celular debido a su
actividad lisosomotrépica: la HCQ se acumula en los lisosomas disminuyendo su
gradiente de pH, ocasionando asi permeabilizacion de la membrana lisosomal y
liberacion de catepsina B; activa a la proteina Bax y su insercion en las membranas
mitocondriales, generando pérdida de su potencial transmembranal (permeabilizacion de

membrana mitocondrial) y liberacion de citocromo c; activacién de caspasa 3, exposicion
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de fosfatidilserina (permeabilizacidbn de membrana plasmatica) y apoptosis, acompafiada

de condensacion de cromatina y pérdida de ADN.

El equipo de Rezabakhsh (2017) investigd el efecto de la HCQ en angiogénesis y
capacidad proliferativa de células tumorales. En su publicacion demuestran in vitro
disminucién de la viabilidad de células endoteliales participantes en angiogénesis,
asociandola con apoptosis por liberacion de enzimas lisosomales por efecto de la HCQ 'y
sensibilizacion de las células a agentes antineoplasicos por bloqueo de funciones
autofagosomicas por parte de la HCQ. También sefialan que la HCQ reprime la actividad
metabdlica y la proliferacién de algunas células tumorales mediante la modulacién de la
fosforilacidon de cinasas extracelulares mediadas por sefial 1 y 2, y que impide la
migracion celular en cancer pancreatico, mediante el bloqueo de la union de la quimiocina
CXCL12 con su receptor CXCR4. Wallace y sus colaboradores (2012) agregan que la
HCQ reduce la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular en células
epidérmicas. Por otro lado, HCQ también inhibe sintesis proteica y posee capacidad para

prevenir mutaciones en células con altos indices mitéticos (Sardana et al., 2020).

La HCQ, segun mencionan Sardana y sus colaboradores (2020), es capaz de desplazar
la luz en las células epidérmicas debido al aumento de la concentracion y acumulacion
de melanina en ellas, absorbiendo la luz UV, y generando asi una filtracién de la misma;
presenta inhibicién de reacciones inflamatorias inducidas por los rayos UV; se intercala
entre pares de bases nitrogenadas, estabilizando el ADN y regulando la transcripcion del

ARN; reduce la expresién de citocinas proinflamatorias en la piel.

Toxicologia.

Existen efectos adversos asociados al uso de hidroxicloroquina, principalmente
alteraciones gastrointestinales y del sistema nervioso central, asi como efectos
dermatolégicos, sin embargo, son de magnitud leve y suelen desaparecer al interrumpir
el tratamiento; por otro lado, es capaz de causar retinotoxicidad, ototoxicidad y
neuromiotoxicidad irreversibles en porcentajes de incidencia mucho mas bajos (Restrepo,
2006; Ben-Zvi et al., 2012). Estos efectos y otros reportados en la literatura son

dependientes de la dosis y se presentan con mayor frecuencia si el farmaco se utiliza por
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tiempo prolongado (aumento de las probabilidades de toxicidad 5 veces a partir de los 7
afios de tratamiento, resultando una exposicion total a mas de 1,000 g del farmaco), en
parte debido al acumulamiento de proteinas ubiquitinadas en los lisosomas expuestos al
farmaco (Wolfe y Marmor, 2010; Browning, 2014; Stokkermans et al., 2023).

La retinotoxicidad de este farmaco es el efecto adverso de mayor relevancia clinica, por
ende, sus manifestaciones son las mas estudiadas y las mas vigiladas durante
tratamientos que se extienden por afios. La CQ y la HCQ se unen a la melanina del
epitelio pigmentario de la retina, con la posibilidad de causar pérdida irreversible de
fotorreceptores y atrofia del propio epitelio pigmentario, ya que impiden la accién de sus
lisosomas de degradar los segmentos envejecidos de los fotorreceptores causando su
acumulamiento, lo que promueve la migracion de estas células a las capas externas de

la retina (Stokkermans et al., 2023).

Toler (2004) expone que la CQ posee retinotoxicidad originada por la lipoperoxidacion
desencadenada por el estrés oxidativo generado por esta molécula; el farmaco inhibiria
a la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, lo que disminuiria las concentraciones de NADPH
reducido en la retina, provocando una baja en la concentracion de glutation reducido en
la retina; una cantidad insuficiente de glutation reducido no permitiria la neutralizacion de
los oxidantes formados por accién de la mieloperoxidasa en el epitelio pigmentario
durante la degradacion de los segmentos envejecidos de los fotorreceptores, permitiendo
la lipoperoxidacion y la oxidacion de residuos de cisteina en diversas proteinas de los
fotorreceptores. El hecho de que la retinotoxicidad de CQ y la de HCQ posean
caracteristicas similares, aunado al parecido entre las estructuras quimicas de ambas,
indica que los mecanismos por los que se desarrollan estas condiciones pudieran ser

semejantes (Yam y Kwok, 2006).

Hidroxicloroquina y estrés oxidativo.
Existe evidencia en la literatura de la capacidad de algunos antimalaricos de la familia de
las 4-aminoquinolinas para generar desbalances entre moléculas prooxidantes y

antioxidantes en organismos vivos, tanto en favor del dafio oxidativo, como en favor de
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la defensa antioxidante. Al ser moléculas estructuralmente similares a la HCQ, se

propone que ésta pudiera compartir dicha capacidad en cierta medida.

En un estudio conducido por Farombi (2000), el tratamiento con amodiaquina resultd en
aumento en la actividad de las enzimas SOD y GPx, y en los niveles de MDA, y a su vez,
mostro disminucion en la actividad de la catalasa y en los niveles de vitamina Ay Cy -
caroteno en higados de ratas. Magwere y sus colaboradores (1997) denotaron
propiedades similares para CQ en un estudio en el que un tratamiento crénico genero
aumento en la actividad de SOD y disminucion en las actividades de GPx-selenio,

catalasa y NADPH-quinona reductasa en higados de ratas.

La CQ generd un aumento en TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico) y en
carbonilos de proteinas en rifiones y cerebros de ratas en un estudio de Giovanella'y su
equipo (2015).

Toler (2004) explica que la CQ puede inhibir la via de las pentosas fosfato en las especies
de Plasmodium, lo que resulta en disminucion de las concentraciones de glutation
reducido, disminuyendo asi la capacidad del parasito para metabolizar a la
ferriprotoporfirina IX, la cual participa en la formacién de ERO dentro del parasito,

causando lipoperoxidacion de su membrana y su muerte.

Esta capacidad de la CQ de disminuir la concentracion de glutation reducido y de algunas
enzimas antioxidantes se ha observado igualmente en células de mamiferos con alta
actividad metabdlica, lo que implica que el farmaco pueda potenciar el estrés oxidativo
existente dentro de ellas, permitiendo la propagacion de ERO previamente generadas en
su interior por diversos mecanismos; situacion actualmente estudiada con el fin de
evaluar la actividad tumoricida de farmacos con mecanismos de accién similares, que
pudieran impulsar la propagacion de ERO generadas por radioterapia o quimioterapia en

diversos tipos de células cancerosas (Toler et al., 2006).

Uzar y sus colaboradores (2012) llevaron a cabo un estudio en el que se observaron

niveles de MDA y NO aumentados significativamente en nervio ciatico y tejido muscular
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de rata, al igual que aumentos en las actividades de SOD y GPx, luego de un tratamiento
con HCQ por via oral. A pesar de haberse utilizado dosis 25 veces mayores a la
terapéutica en su tratamiento (160 mg/kg/dia), este estudio demuestra el potencial que
tiene la HCQ para generar estrés y dafio oxidativo en tejidos periféricos, hacia los que

tiende a difundir y almacenarse debido a sus propiedades fisicoquimicas.

Por otra parte, se ha generado evidencia de que los antimalaricos pudieran tener un
efecto antioxidante en algunos tipos de células. Miyachi y sus colaboradores (1986)
observaron que la CQ y la quinacrina, en concentraciones terapéuticas, son capaces de

disminuir la produccién de *O, y *OH en leucocitos polimorfonucleares debido a la

afeccion de sus funciones lisosomales. La HCQ demostré disminuir de manera
significativa la concentracién de o6xido nitrico y MDA, asi como los niveles de ERO
intracelulares totales (analisis por citometria de flujo) en cultivos de células endoteliales
de la vena umbilical humana (Rezabakhsh et al., 2017).

HCQ ha probado efectividad para mejorar la funcion endotelial en modelos murinos de
lupus eritematoso sistémico, principalmente por reduccion de la actividad de NADPH
oxidasa y de la expresion génica que las subunidades NOX-1 y p47Phox (Gomez-Guzman
et al., 2014; Rahman et al., 2016; Floris et al., 2018).

3.8. Medicion de Indicadores de estrés oxidativo.

Al igual que el envejecimiento, un sinnimero de enfermedades se encuentran
estrechamente ligadas al dafio oxidativo a biomoléculas, por lo que en recientes décadas
se ha erguido una creciente tendencia a estudiar los mecanismos por los que las ERON
generan este dafio, asi como a buscar formas y desarrollar métodos para realizar
mediciones efectivas y representativas del estado oxidativo y niveles de estrés oxidativo
presentes en el organismo. Lo anterior con el fin de establecer una correlacion entre estos
datos y el surgimiento o progresion de las diversas patologias que se encuentran
asociadas a estrés oxidativo a la fecha, y sentar las bases para la busqueda de
estrategias de prevencion y auxilio en su tratamiento, basadas en la regulacion del estado

oxidativo del organismo.
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Debido a que las ERO son moléculas altamente reactivas, y por ende inestables, poseen
semividas del orden de los milisegundos en el caso de las no radicalicas, y de los érdenes
de micro y nanosegundos aquéllas de caracter radicalico, lo cual vuelve poco factible
realizar mediciones de la concentraciébn de estas especies en fluidos corporales o
sobrenadantes de cultivos almacenados (Egea et al., 2017; Pérez-Gastell y Pérez-de-
Alejo, 2000). Sin embargo, esta misma propiedad favorece a que las ERO interactien
con las macromoléculas en el organismo, oxidando éstas Ultimas a productos mas
estables, cuya medicion es mas viable y puede realizarse mediante diversos tipos de

técnicas analiticas.

En décadas recientes la tendencia en evaluacién del estado oxidativo del organismo ha
sido utilizar los productos de la oxidacion de biomoléculas por ERO como biomarcadores
de dafio por estrés oxidativo (Tabla 4). De igual manera, se han utilizado como
biomarcadores de estrés oxidativo, aquellas enzimas que son fuente de produccion de
ERON; nitratos y nitritos para evaluar generacion de 6xido nitrico; asi como diversas
moléculas antioxidantes (Tabla 5) (Egea et al., 2017; Pérez-Gastell y Pérez-de-Alejo,
2000; Elejalde-Guerra, 2001; Constanza-Corrales y Muiioz-Ariza, 2012). El principal reto
para el gremio investigador existe en la estandarizacién, tanto de los métodos (técnicas,
equipos, condiciones de procesamiento), como del disefio experimental, pues en cada
estudio deben considerarse los factores de variacion en la medicion, como el ritmo
circadiano, la fase postprandial, condiciones hormonales, y el hecho de que los
resultados de estas mediciones pueden variar entre un tejido y otro (Elejalde-Guerra,
2001).
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Tabla 4. Principales biomarcadores de estrés oxidativo y dafio biomolecular.

Biomolécula Método/Biomarcador

Lipidos Quimioluminiscencia
TBARS. Sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico.
Aldehidos: 4-hidroxialquenales, Malondialdehido (MDA).
Dienos conjugados.
Peroxidos.
Hidrocarburos volatiles en aire espirado: Etano, pentano.

Proteinas Grupos carbonilo.
Grupos sulfhidrilos.
Fragmentacion de proteinas.
Actividad de enzimas.
Grupos amino libres.

ADN Bases modificadas: 8-oxo0-2'-desoxiguanosina (8-OHdG),
8-0xo0-7,8-dihidroguanosina (8-oxoGuo), Glicol de timidina (TG).

Flavonoides, licopenos Neutralizan oxigeno singulete. Quelantes de metales.

Otros Productos finales de glicacion de proteinas, lipidos y ADN.
Compuestos fluorescentes: Lipofuscina.
Isoprostanos e isolevuglandinas (oxidacion de acido araquidénico).
Sintasa endotelial del 6xido nitrico.
Capacidad oxidante total; método del naranja de xilenol.

Modificada de: Mayor-Oxilia, R. Estrés Oxidativo y Sistema de Defensa Antioxidante. Apoyo en Pérez-
Gastell PL, Pérez-de-Alejo JL. Métodos para medir el dafio oxidativo.

Tabla 5. Principales moléculas antioxidantes utilizadas como biomarcadores en estrés oxidativo.

Tipo de molécula Método/Biomarcador

Enzimaticas Catalasa.
CuznSOD, MnSOD.
Glutation peroxidasa (GPx).
Glutatiéon S-reductasa.
Tiorredoxina.
Ferredoxina.
Transferrina.

Acido citrico.
Tocoferoles
Betacarotenos.
Ubiquinona.
Flavonoides.
Acido (rico.
Ceruloplasmina
Melatonina.
Glutation.

No enzimaticas

Capacidad antioxidante total Reduccion del catién radical de ABTSe+.
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4. Justificacion

Debido al dafio que ocasiona sobre lipidos de membrana, proteinas y ADN, el estrés
oxidativo ha sido vinculado tanto a procesos del envejecimiento, como a diversos tipos
de patologias, tales como asma, cancer, aterosclerosis, SIDA, enfermedades
neurodegenerativas, y padecimientos inflamatorios; de manera que una medicidn precisa
del estrés oxidativo, por métodos estandarizados, podria utilizarse en clinica como factor

de riesgo de numerosas patologias.

Existe evidencia para denotar al estrés oxidativo inducido por diversos farmacos de uso
comun como mecanismo de toxicidad en numerosos tejidos como higado, rifién, sistemas

nervioso y cardiovascular.

Por sus propiedades antiinflamatorias e inmunorreguladoras, la HCQ usualmente forma
parte de tratamientos prolongados de administraciones diarias. De esta forma, aumenta
la incidencia y magnitud de los efectos adversos generados por el farmaco, asi como las
probabilidades de que genere un desequilibrio entre agentes pro-oxidantes y

antioxidantes.

Es de interés evaluar el efecto de la HCQ sobre biomarcadores de dafio molecular por
estrés oxidativo y su posible relacién con la aparicién de efectos adversos.

El objetivo del presente estudio aleatorizado es evaluar este efecto en ratas aplicando
dosis diarias de 6.5 y 35 mg/kg/d de HCQ (6.5 mg/kg corresponde a la dosis habitual
utilizada en el manejo de la artritis reumatoide), administrada por via oral durante 3

meses.

Al demostrar un aumento en los indicadores de dafio por estrés oxidativo, existira
evidencia para llevar a cabo estudios en humanos tratados a largo plazo con este farmaco
y, posteriormente, explorar el empleo de tratamientos antioxidantes complementarios al
uso de HCQ, de manera que sirva de antecedente para disefiar e implementar
tratamientos con menos efectos adversos, siendo evidente el impacto que tendria sobre

el manejo de esos padecimientos.
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5. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de las dosis de 6.5 y 35 mg/kg/dia de HCQ administrada via oral durante

tres meses a ratas Wistar adultas sanas sobre los niveles sanguineos de NO, MDA,

PAOP, capacidad oxidante total y capacidad antioxidante total.

Obijetivos especificos

Estandarizar las metodologias de laboratorio para la cuantificacion de los marcadores
de dafio por estrés oxidativo a estudiar (NO, MDA, PAOP, capacidad oxidante total,
capacidad antioxidante total).

Conformar 3 grupos de 6 sujetos y permitir que se aclimaten al ambiente por dos
semanas bajo las condiciones establecidas en la seccién de Metodologia.

Obtener muestra sanguinea de todos los sujetos por corte de vena caudal previo al
inicio del tratamiento.

Iniciar el tratamiento. Grupo control: administracion diaria de vehiculo. Grupo
experimental A: administracion diaria de 6.5 mg/kg de HCQ. Grupo experimental B:
administracion diaria de 35 mg/kg de HCQ

Determinacion cuantitativa de los niveles de NO, MDA, PAOP, capacidad oxidante
total, capacidad antioxidante total en condiciones basales.

Obtener muestra sanguinea de todos los sujetos por corte de vena caudal una vez
terminado el tratamiento (3 meses).

Determinacion cuantitativa de los niveles de NO, MDA, PAOP, capacidad oxidante
total, capacidad antioxidante total en condiciones finales.

Evaluar estadisticamente el efecto de la HCQ sobre los marcadores de dafio oxidativo

y capacidades oxidante y antioxidante.

47



6. Hipotesis

Hipo6tesis de Investigacion.

Los marcadores de dafio por estrés oxidativo estudiados (NO, MDA, PAOP) o el indice
de estrés oxidativo presentardn un aumento en sus niveles séricos después de tres
meses de administracion via oral de una dosis de 6.5 mg/kg/dia de hidroxicloroquina a

ratas Wistar albino adultas sanas.

Hipo6tesis Nula.

Los marcadores de dafio por estrés oxidativo estudiados (NO, MDA, PAOP) y el indice
de estrés oxidativo no presentaran un aumento en sus niveles séricos después de tres
meses de administracion via oral de una dosis de 6.5 mg/kg/dia de hidroxicloroquina a
ratas Wistar albino adultas sanas.
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7. Metodologia

7.1. Tipo de estudio.
Estudio correlacional, prospectivo, longitudinal, aleatorizado, con intervencion

farmacoldgica.

7.2. Tamafo de muestra

Para calcular el tamafio de la muestra se utilizo la formula descrita por Cook y Rosner
(1997) para comparacion de medias entre dos muestras de distribucion normal y mismo
tamafio, usando una prueba de dos colas con un nivel de significancia ‘a’ y poder ‘1- §’,
obteniendo asi un resultado de n=6 para el presente estudio. Este tamafio de muestra es
comparable con el de otros estudios de disefio experimental similar (Uzar et al., 2012) en

los que se reporta el uso de muestras dentro del mismo rango.

. , 2
- (,Uf +5§)(Z1-m'2 +31-|'j) Ec. 4
- =

n

En la ecuacion 4 se muestra la formula para obtener el tamafio de muestra para cada
grupo de este disefio experimental, donde:

‘N’ representa la diferencia entre las medias de ambos grupos;

‘0% es la varianza de cada grupo, identificada con el nimero del grupo correspondiente

con un subindice en el término.

7.3. Modelo animal y tratamiento

Se utilizaron 18 ratas de raza Wistar albino, hembras, adultas, de peso entre 200 y 250
g. Fueron colocadas en un cuarto a temperatura de 20-25 °C, manteniendo un ciclo de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Fueron provistas con agua y una dieta estandar
ad libitum, como lo indica la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Se permitié un periodo de 2 semanas para aclimatacion de los sujetos al

ambiente de confinamiento, antes de iniciar la intervencion.
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Para este estudio se utilizO una mezcla racémica de sulfato de hidroxicloroquina de
ACROS Organics™. Se formaron los grupos experimentales y cada sujeto fue pesado
para el célculo de la cantidad de farmaco a ser administrada en funcion de la dosis que
le correspondia segln su grupo de pertenencia. Se utilizé agua destilada como disolvente
del farmaco, y se prepararon soluciones stock nuevas cada dia en dos concentraciones
(8 y 30 mg/mL). Se calcul6 el volumen de solucién a administrar para cada uno de los
sujetos en cada grupo y se procedio a aplicar la preparacion por via orogéastrica, utilizando
para ello sondas con grosor de 5 Fry 38.5 cm de largo.

Los sujetos fueron divididos en tres grupos de 6 sujetos cada uno, de la siguiente manera:

e Grupo control: Les fue administrado sélo vehiculo (1 mL de agua destilada) con sonda
por via oral, diariamente por tres meses.

e Grupo experimental A (dosis terapéutica): Les fue administrada una dosis de 6.5 mg
de HCQ por kg de peso del sujeto, diariamente por tres meses con una sonda via oral.

e Grupo experimental B (dosis aumentada): Les fue administrada una dosis de 35 mg
de HCQ por kg de peso del sujeto, diariamente por tres meses con una sonda via oral.

Los sujetos fueron pesados cada 15 dias para realizar ajuste de la cantidad de farmaco

a administrar en funcion al aumento gradual de peso y de acuerdo con el tratamiento

correspondiente a cada uno.

7.4. Muestreo y determinaciones.

Se tomaron dos muestras sanguineas mediante corte de la vena caudal en el extremo
distal a cada sujeto de estudio: una antes de iniciar el tratamiento para definir las
condiciones basales; y una al finalizar los tres meses de tratamiento para valorar la

existencia de efecto sobre los marcadores de dafio por estrés oxidativo.

Las muestras fueron centrifugadas 10 minutos a 3,500 rpm para obtener el suero y
almacenadas a -20°C hasta el momento de ser procesadas siguiendo los protocolos

definidos para cada marcador.

Se realizaron determinaciones de marcadores séricos de oxidacion a biomoléculas, asi

como capacidades oxidante y antioxidante del organismo.
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Oxido _nitrico: Las concentraciones de nitratos y nitritos, como una medida de la
generacion de 6xido nitrico, pueden ser cuantificadas por el método de Griess. En un
primer paso se convierten los nitratos a nitritos quimicamente con el empleo de hojuelas
de cadmio. A continuacion, se hace reaccionar con el reactivo de Griess (sulfanilamida
al 2% en medio &cido en conjunto con N-naftil-etilendiamina al 0.1%) para forma un
compuesto ‘azo’ estable de color purpura. La absorbancia de este producto a 540 nm es
linealmente proporcional a la concentracion de nitrito en la muestra. Se utiliza NaNO2
como patrén (Sun et al., 2003).

Malondialdehido: Ensayo basado en la reaccidén entre el N-metil-2-fenil-indol con el

MDA. Una molécula de MDA reacciona con dos moléculas de N-metil-2-fenil-indol,
rindiendo un cromoforo estable que absorbe a 586 nm. El empleo de esta longitud de
onda y la temperatura de incubacion (45 °C) minimizan las interferencias presentes
en otros métodos para determinar este aldehido, producto final del proceso de
peroxidacion lipidica. Se utiliza 1,1,3,3 tetrametoxipropano como patrén (Esterbauer,
1990).

Productos avanzados de la oxidacion de proteinas: Se determina siguiendo la

transformacion de los iones yodo a yodo diatbmico que provocan los PAOP siguiendo
el cambio de D.O. a 340 nm. Se utiliza como patron cloramina T y los resultados se
expresan como pmol/L equivalentes a cloramina T (Witko-Sarsat et al., 1998).

Capacidad oxidante total: El ensayo se basa en la conversion de los iones Fe?* en

Fe3* por parte de varias especies oxidantes contenidas en la muestra en medio &cido.
El Fe®* forma un complejo coloreado con el xilenol naranja que es detectable por
medicion espectrofotométrica a 560 nm. Se utiliza peréxido de Hidrogeno como patrén
y los resultados se expresan como pmol/L equivalentes a H202 (Erel O, 2005).

Capacidad antioxidante total: Se emplea una solucién rica en cation radical de ABTS™,

la cual es decolorada por los antioxidantes presentes en la muestra segun sus
concentraciones y capacidades antioxidantes. Este cambio de color es medido por el
cambio en la absorbancia a 660 nm. Se utiliza trolox como patrén y los resultados se
expresan como pumol/L equivalentes a trolox (Erel, 2004).

indice de estrés oxidativo: Es un indicador de oxidacion resultante de calcular la razéon

de la capacidad oxidante total entre la capacidad antioxidante total (Isik et al., 2007).

51



7.5. Analisis estadistico.
Los datos obtenidos mediante los procedimientos anteriormente descritos fueron

sometidos a un analisis de homogeneidad de varianzas a través de la prueba de Levene.

En la busqueda de diferencias entre grupos, se compararon las medias de las
concentraciones de cada marcador sérico a través de ANOVA de una via vy,
posteriormente, se llevaron a cabo pruebas de Tukey (para varianzas estadisticamente
similares) y de Games-Howell (para varianzas estadisticamente distintas) para

comparaciones por parejas de grupos.

A su vez, la busqueda de diferencias entre los datos antes y después de la intervencién
farmacoldgica se realizara a través de la comparaciéon de medias con la prueba ‘1" de
Student para muestras independientes. Se establecié un nivel de significancia estadistica

con valor de p< 0.05. Se utilizé el paquete estadistico SPSS version 24.

7.6. Aspectos Eticos.

El presente estudio se desarrollé en completo apego a la legislacion aplicable en materia
de proteccion al ambiente, tal es la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos -
Clasificacion y especificaciones de manejo; asi como la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los

animales de laboratorio.
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8. Resultados.

8.1. Fase experimental: estandarizacién de metodologias y medicion de
marcadores.

Durante la fase preparativa o pre-experimental del estudio se llevaron a cabo corridas de
prueba o piloto con el fin de validar los protocolos experimentales obtenidos de la
literatura, para lo cual se evalud y ajusto el funcionamiento de los equipos automatizados
requeridos para el desarrollo de estos procedimientos, se adquirio el material consumible
y no consumible necesario, fueron optimizadas las variables o condiciones
experimentales especificadas en cada protocolo. De esta forma fueron estandarizadas
las metodologias de cuidado y manejo de los sujetos de prueba, de obtencion de la
muestra, de administracion del tratamiento, y aquéllas para la medicion de los indicadores
séricos seleccionados para el estudio.

Para la medicion de los indicadores séricos de dafio oxidativo y actividades oxidante y
antioxidante en los sujetos de prueba, se llevaron a cabo las técnicas de colorimetria
descritas en la seccion de ‘metodologia’, previa optimizacién de las condiciones de

operacion en ajuste a las instalaciones y material disponible.

Posterior a la conclusion del proceso de estandarizacion se realizé una toma de muestra
y se ejecutaron las mediciones de marcadores, definidas como “condiciones basales” o
“inicio”. Posteriormente se condujo la intervencion farmacologica durante 80 dias. Al final
del tratamiento se realizO una nueva toma de muestra con sus mediciones
correspondientes, definidas como “condiciones finales” o “final”’. En las siguientes tablas
(Tabla 6, 7 y 8) se condensan los valores de concentracion medidos para cada indicador

por sujeto, en sus respectivos grupos.
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Tabla 6. Valores de concentracion de los indicadores de estrés oxidativo en el grupo control
al inicio y final del tratamiento.

# CoT CAT PAOP MDA NO IEO
muestra UM-H,0, mM-Trolox uM-Cloramina T uM uM

Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
2 14.09 27.55 2.14 0.73 41.56 33.94 5.38 3.94 48.38 57.38 6.59 37.64
5 17.51 14.66 1.86 1.01 18.83 17.53 2.66 3.12 69.15 47.10 9.41 14.45
6 26.25 26.20 2.01 1.15 44.77 69.17 5.61 3.12 79.15 53.54 13.08 22.87
7 12.74 15.47 2.00 1.26 32.27 20.74 4.76 2.85 96.08 26.62 6.36 12.29
11 9.05 21.48 1.81 0.78 36.33 33.55 2.90 4.77 76.08 32.78 5.00 27.54
\ii 8.61 12.28 1.06 0.95 19.77 18.56 3.01 2.03 22.81 36.47 8.12 12.93

Tabla 7. Valores de concentracion de los indicadores de estrés oxidativo en el grupo
experimental de 6.5 mg/kg al inicio y final del tratamiento.

# CoT CAT PAOP MDA NO IEO
muestra UM-H,0, mM-Trolox uM-Cloramina T um um
Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
1 8.50 25.99 2.01 0.81 29.26 35.37 3.75 4.03 106.85 58.15 4.22 32.20
12 9.23 15.65 2.18 0.74 17.44 23.92 3.44 4.01 63.77 52.39 4.23 21.10
3 11.66 19.95 1.97 1.22 38.07 35.49 4,22 3.75 43.00 14.31 591 16.34

N

15.35 23.18 1.92 0.65 32.10 35.31 5.85 4.12 93.00 53.54 8.00 35.59
5.57 14.30 111 117 26.28 34.92 2.78 2.74 29.48 59.22 5.02 12.24
Il 5.86 10.07 1.19 1.10 35.54 31.76 2.93 1.74 53.19 34.90 4.92 9.16

Tabla 8. Valores de concentracion de los indicadores de estrés oxidativo en el grupo
experimental de 35 mg/kg al inicio y final del tratamiento.

# COoT CAT PAOP MDA NO IEO
muestra UM-H,0, mM-Trolox uM-Cloramina T puM puM

Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
10 6.88 11.54 1.83 1.35 10.81 11.26 3.05 2.42 87.62 62.72 3.76 8.53
9 6.25 16.93 2.30 1.20 13.16 24.80 2.97 3.03 80.69 18.92 2.71 14.11
15 18.70 10.81 1.35 1.18 31.11 10.30 4.18 2.42 55.31 68.00 13.81 9.17
13 11.12 14.53 2.11 1.22 36.62 19.50 4.60 2.58 73.00 66.62 5.26 11.90
\ 10.93 8.05 1.06 1.13 25.74 14.23 3.71 1.67 22.07 25.49 10.31 7.13
\Y 20.64 9.68 1.07 1.16 33.32 36.11 4.49 1.67 30.96 74.12 19.25 8.32
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8.2. Procesamiento estadistico de datos.

Una vez terminadas las mediciones y la recoleccion de datos se realiz6 el procesamiento
estadistico de éstos para evaluacion del efecto de los distintos esquemas de tratamiento,
mediante el analisis de las posibles diferencias entre las medias de los tres grupos
experimentales a ambos momentos del muestreo, asi como las diferencias que pudieran
existir entre las mediciones previas y posteriores al tratamiento dentro de cada uno de
los grupos. Para este efecto, fijamos el valor de significancia en p<0.05 para las distintas
pruebas estadisticas realizadas.

8.2.1. Andlisis de homogeneidad de varianzas.

La primera fase del andlisis consisti6 en la obtencién de las medias estadisticas y
desviaciones estandar de las variables dependientes (marcadores de dafio oxidativo) y,
posteriormente, la ejecuciéon de pruebas de homogeneidad de varianza en los dos

momentos del muestreo por separado, utilizando el estadistico de Levene (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de media de concentracién y desviacidn estandar para marcadores séricos
de dafio por estrés oxidativo y actividad pro y antioxidante.

Marcadores Grupo control Dosis 6.5 mg/kg Dosis 35 mg/kg
de dafio

Inicio Final Inicio Final Inicio Final
COT 14.71+6.55  18.02+5.69 9.36+3.70 18.19+5.94 *  12.42+599  11.92+3.26
CAT 1.81+0.39 1.03+0.18 * 1.73+0.46 0.95+0.24 * 1.62+0.54 1.21+0.08
PAOP 32.25+10.92 31.91+21.80 29.78+7.38 32.80+4.57  25.13+10.81  19.37+9.84
MDA 4.05+1.35 3.18+1.00 3.83+1.12 3.40+0.96 3.84+0.71 2.30+0.54 *
NO 65.28+25.93 39.30+10.90 64.88+29.74  45.42+17.58 58.28+27.00 52.69+23.97
IEO 8.09+2.88  18.00+7.11*  5.33#1.51  21.00+10.92*  9.17+6.37 9.83+2.64

Unidades de concentracion: COT, MDA, NO en uM; CAT en mM equivalente a Trolox; PAOP en uM equivalente
a Cloramina T. *p < 0.05 para hipoétesis de igualdad de medias al inicio y al final en este grupo.
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Tabla 10. Prueba de homogeneidad de varianzas de las variables dependientes previo al
inicio de la intervencién farmacologica.

Variable E'StadIStICO Valor de p
e Levene
CcoT .898 .428
CAT 1.452 .265
PAOP .865 441
MDA 2.594 .108
NO .104 .902
IEO 6.557 .009

Tabla 11. Prueba de homogeneidad de varianzas de las variables dependientes terminada la
intervencion farmacoldégica.

. E isti
Variable dztizvsetr?g Valor de p
CcoT 1.903 .186
CAT 7.496 .006
PAOP 3.316 .066
MDA .790 473
NO 2.944 .086
IEO 5.197 .021

En la Tabla 10 se puede apreciar que existe diferencia estadisticamente significativa
entre las varianzas de los grupos experimentales para la variable IEO (p=0.009) en las
mediciones realizadas previo al inicio del tratamiento. Por otra parte, en las mediciones
efectuadas una vez terminado el periodo de intervencion se observan diferencias entre

las varianzas de los grupos para el caso de CAT (p=0.006) e IEO (p=0.021) (Tabla 11).
8.2.2. Analisis de medias entre grupos experimentales previo a la intervencion
farmacologica.

En la Tabla 12 se observa que, en la aplicacion de ANOVA de una via, ninguna de las
variables dependientes presenté una diferencia significativa entre los grupos

experimentales antes de iniciar el periodo de tratamiento con hidroxicloroquina.
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Tabla 12. ANOVA de una via entre grupos, previo a intervencién farmacoldgica.

X:S:r?(lj?ente Estadistico F Valor de p
COoT 1.400 277
CAT .255 778
PAOP .812 462
MDA .083 .920
NO 122 .886
IEO 1.377 .282

En las Figura 10 y 11 se presentan los graficos de caja para cada variable dependiente,
en las que se pueden apreciar la distribucion de las mediciones y el contraste de éstas
entre los tres grupos experimentales. En estas graficas se observa el valor p que define

la significancia de la similitud entre las mediciones de cada grupo y los otros.

8.2.3. Analisis de medias entre grupos experimentales posterior a la intervencion
farmacologica.

El ANOVA realizado entre los grupos, terminada la fase experimental, no muestra
diferencias significativas en ninguna de las variables dependientes, sin embargo, existen
algunas tendencias a la significancia en los casos de COT, CAT, MDA e IEO. Lo anterior
puede observarse en la Tabla 13, asi como en los gréficos de caja presentados

posteriormente para cada indicador de estrés oxidativo.

Tabla 13. ANOVA de una via entre grupos, posterior a la intervencién farmacolégica.

Variable Estadistico F  Valor de p
dependiente

coT 2.898 .088

CAT 3.187 072
PAOP 1.859 192

MDA 2.804 095

NO 707 510

IEO 3.342 .065
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Concentraciones de biomarcadores previas al tratamiento
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Figura 10. Graficos de caja para las concentraciones de los indicadores de estrés oxidativo
en cada grupo experimental previas al tratamiento, donde: 1 = Grupo control; 2
= Grupo A (6.5 mg/kg); 3 = Grupo B (35 mg/kg). A) COT. Valores de
significancia p para equivalencia de medias por la prueba de Tukey. B) CAT.
Prueba de Tukey. C) PAOP. Prueba de Tukey. D) MDA. Prueba de Tukey. E)
NO (OxN). Prueba de Tukey. F) IEO. Prueba de Games-Howell.
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Figura 11. Gréficos de caja para las concentraciones de los indicadores de estrés oxidativo
en cada grupo experimental una vez terminado el tratamiento, donde: 1 = Grupo
control; 2 = Grupo A; 3 = Grupo B. A) COT. Valores de significancia p para
equivalencia de medias por la prueba de Tukey. B) CAT. Prueba de Games-
Howell. C) PAOP. Prueba de Tukey. D) MDA. Prueba de Tukey. E) NO (OxN).
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8.2.4. Andlisis de medias antes y después de la intervencion farmacologica.

Se utilizé el estadistico ‘t’ de Student para probar la hipotesis de igualdad de medias entre
datos previos y posteriores al periodo de tratamiento dentro de cada grupo, obteniendo
los resultados siguientes (Tabla 14).

Tabla 14. Valores de significancia p para las pruebas ‘¢ de Student entre medias antes-
después de la intervencion farmacoldgica.

Marcadores Grupo control Dosis 6.5 mg/kg Dosis 35 mg/kg
de dafio Valores de p Valores de p
coT 0.220 0.011* 0.862

CAT 0.001* 0.007* 0.118

PAOP 1.000 0.415 0.357

MDA 0.290 0.491 0.002*

NO 0.078 0.198 0.713

IEO 0.025* 0.017* 0.820

*p < 0.05; diferencia significativa entre datos iniciales y finales.

La prueba ‘t’ de Student nos da como resultado diferencias estadisticamente significativas
entre los datos previos y posteriores al tratamiento para los indicadores CAT (p=0.001) e
IEO (p=0.025) en el grupo control; para los indicadores COT (p=0.011), CAT (p=0.007) e
IEO (p=0.017) en el grupo experimental A; y para el indicador MDA (p=0.002) en el grupo
experimental B. Estas diferencias, asi como el sentido del efecto (aumento o disminucién
en la concentracion), se pueden entender mediante los siguientes graficos de caja
(Figuras 12, 13y 14).
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Concentraciones por biomarcador antes y después del tratamiento en grupo control
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Figura 12. Graficos de caja para las concentraciones de cada indicador de estrés oxidativo
al inicio y al final del tratamiento para el grupo control. Valores p para los
graficos en la tabla 8.9. A) COT, uM; B) CAT, mM equivalente a Trolox; C)
PAOP, uM eg. a Cloramina T; D) MDA, uM; E) NO (OxN), uM; F) IEO.
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Figura 13. Graficos de caja para las concentraciones de cada indicador al inicio y al final
del tratamiento para el grupo experimental A (6.5 mg/kg). Valores p para los
gréficos en la tabla 8.9. A) COT, uM; B) CAT, mM equivalente a Trolox; C)
PAOP, uM eq. a Cloramina T; D) MDA, uM; E) NO (OxN), uM; F) IEO.



Concentraciones por biomarcador antes y después del tratamiento en grupo
experimental B
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Figura 14. Graficos de caja para las concentraciones de cada indicador al inicio y al final
del tratamiento para el grupo experimental B (35 mg/kg). Valores p para los
graficos en la tabla 8.9. A) COT, uM; B) CAT, mM equivalente a Trolox; C)
PAOP, uM eg. a Cloramina T; D) MDA, uM; E) NO (OxN), uM; F) IEO.
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9. Discusion.

Poca informacién existe en la que se establezca una correlacion entre la administracion
de hidroxicloroquina y el surgimiento de variaciones en los niveles y actividad de
biomoléculas u otros parametros definidos para la valoracion del estado oxidante y

antioxidante en organismos Vivos.

Uzar y sus colaboradores (2012) muestran evidencia de estrés oxidativo tras la
administracion de HCQ, sefialando aumentos significativos en MDA y NO, productos
finales de un desbalance entre especies prooxidantes y antioxidantes; aumentos en la
actividad de SOD y catalasa, enzimas encargadas de degradar especies oxidantes; asi

como disminucion en GPx y paraoxonasa-1, también enzimas antioxidantes.

Entre nuestros hallazgos podemos observar disminuciones en la capacidad antioxidante
total una vez terminado el tratamiento para los grupos control y experimental bajo dosis
terapéutica de HCQ (6.5 mg/kg/dia), lo que indica posibles disminuciones en
concentracion o actividad de especies enzimaticas y no enzimaticas que forman parte del
mecanismo de defensa antioxidante. Asi mismo se aprecian consecuentes
modificaciones en el indice de estrés oxidativo. Si bien, no determinamos qué moléculas
son las que se encuentran disminuidas, este comportamiento concuerda con los
resultados obtenidos en ese estudio de Uzar et al. (2012), en donde también se observan

disminuidas moléculas antioxidantes.

Por otra parte, nuestros resultados no muestran elevaciones significativas en los niveles
de MDA, PAOP o NO, indicadores de dafio a biomoléculas (a menudo atribuido a un
importante estrés oxidativo, en magnitud o duracién), en contraste con los datos
expuestos por Uzar et al. (2012). Considerando que ambos estudios fueron realizados
bajo un periodo de tiempo similar, esta diferencia se puede deber a dos factores,
principalmente: la dosis del farmaco y el tipo de muestra estudiada.

Para su estudio, el equipo de Uzar utilizé una dosis de 160 mg/kg/dia, que equivale a

alrededor de 25 y 5 veces las dosis utilizadas en el presente estudio (6.5 y 35 mg/kg/dia).

64



Melles y Marmor (2014) afirman que existe una correlacion entre la dosis diaria de HCQ
y el riesgo de toxicidad (la cual ha sido intimamente ligada a estrés oxidativo en el uso
de gran cantidad de farmacos), en parte debido a que la dosis es acumulativa en funcion
de las propiedades farmacocinéticas de esta sustancia, como su alto volumen de
distribucion, extendido tiempo de permanencia en tejido, sus tasas de metabolismo y alta
vida media de eliminacion (Furst et al., 1999; Rainsford, 2015; Stokkermans y Trichonas,
2019).

A pesar de haber usado el mismo modelo animal, via y forma de administracion, las
mediciones bioguimicas de los marcadores se realizaron en suero en el presente estudio,
a la vez que, Uzar y sus colaboradores realizaron sus mediciones en tejido muscular y
nervioso. Debido a sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas, existe la
tendencia del farmaco a difundir y acumularse en estos y otros tejidos profundos,
encontrandose en cantidades mucho mayores en ellos que en suero o sangre total; esto,
junto a las propiedades conformacionales y funcionales de dichos tejidos, pudiera explicar
concentraciones mas altas en periodos mas cortos de tiempo dentro de estas estructuras,
que permitirian mayor expresion de efectos tanto terapéuticos como adversos, inclusive,
la posibilidad de que dichos efectos de la HCQ se den de manera particular en ciertos
tejidos (Giovanella et al., 2015). Concordamos con autores quienes afirman que
mediciones como las realizadas en el presente estudio pueden variar entre los distintos
organos en que se efectlen, en relacién con esa afinidad para acumularse (Elejalde-
Guerra, 2001; Rainsford et al., 2015); por ello, podrian esperarse niveles mas altos de
biomarcadores de estrés oxidativo en muestras de tejido de los sitios de acumulacion de
HCQ.

Existen numerosos reportes que demuestran los efectos de otros antimalaricos, como la
cloroquina, analogo estructural de HCQ, sobre el estado oxidativo de organismos vivos,
en los que podemos observar disminuciones significativas en la actividad y concentracion
de diversas moléculas antioxidantes, tanto enzimaticas como no enzimaticas, asi como
una produccion acelerada y elevacion en los niveles séricos de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, al igual que aumentos en los niveles de biomoléculas con dafio

oxidativo, como son el MDA, los 4-hidroxialquenales, los carbonilos en proteinas y bases
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nitrogenadas modificadas (Magwere, Naik y Hasler, 1997; Farombi, Adoro vy
Uhunmwangho, 2001; Farombi, Shyntum y Emerole, 2003; Toler, Noe y Sharma, 2006;
Giovanella et al., 2015; Vessoni et al., 2016). En el presente estudio se encontré un
aumento en la capacidad oxidante total en el suero de los sujetos tratados con dosis
terapéutica de HCQ (6.5 mg/kg/dia), lo que indica produccion acelerada de ERON y
elevacion de sus niveles séricos, en similitud con su analogo CQ; no asi en los
marcadores de dafio MDA, PAOP y NO, como se sefiala anteriormente. En el presente
estudio no se encontré correlaciéon entre la COT y estos marcadores de dafio a
biomoléculas, lo que pudiera sugerir que existe un desequilibrio entre especies oxidantes

y antioxidantes, sin generar un dafio oxidativo significativo aun.

Tras extensivas revisiones sistematicas de la literatura, de manera periodica, resalta que
a la fecha no se ha documentado aumento significativo de las concentraciones de
productos finales de oxidacién de biomoléculas correlacionado con la administracion de
dosis terapéuticas de hidroxicloroquina. Lo anterior, en congruencia con las
aseveraciones de numerosos autores de que HCQ posee una menor toxicidad que su
analogo CQ, con frecuencia relacionada con el grupo hidroxilo presente en la cadena
lateral de la HCQ (ausente en la CQ), con el volumen de distribucion de CQ mayor al de
HCQ, y con el hecho de que CQ presenta mayor disposicion en diversos tejidos
(Rainsford et al., 2015); esto no implica que la HCQ no comparta los efectos adversos de
CQ, sino que esperamos los mismos efectos en menores magnitudes y a una razén de
latencia mayor, lo que nos otorga margen para establecer terapias preventivas y

correctivas (éstas ultimas para aquellos efectos adversos reversibles).

Por otro lado, nuestro grupo experimental de dosis aumentada (35 mg/kg/dia) presenté
una disminucion significativa de los niveles de MDA al cabo de 3 meses de tratamiento,
lo que pudiera sugerir alguna forma de efecto protector contra ERON a dosis bajas de
HCQ. Lo anterior en similitud con los resultados presentados por Gémez-Guzman y sus
colaboradores (2014), quienes observaron una disminucion en MDA plasmatico de ratas
con lupus eritematoso sistémico tras haberlas tratado 5 semanas con 10mg/kg/dia de
HCQ via sonda oral, posiblemente debido la disminucion de la afeccion a diversos tejidos.

De igual manera, Rezabakhsh y sus colaboradores (2017) notaron disminuciones
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significativas en las concentraciones de NO y MDA posteriores al uso de HCQ, realizando
exposiciones de cultivos celulares a altas concentraciones de glucosa para potenciar la
produccién de especies prooxidantes, con mediciones de los marcadores al cabo de uno,
dos y tres dias de incubacion con el farmaco. En estos casos, HCQ pudiera cumplir una
funcién protectora inhibiendo la formacion de ERON, evitando asi un dafio extensivo a

biomoléculas (Miyachi et al., 1986).

Algunos marcadores se comportaron como era esperado: para la dosis terapéutica
ocurrid una disminucion de CAT, asi como aumentos en COT y en IEO; a su vez, si bien
no significativas, el grupo experimental de dosis aumentada presenta diferencias
similares: tendencias de disminucion de CAT y ligero aumento del IEO. El hecho de que
las tendencias presentadas en el grupo de dosis aumentada no alcancen significancia
puede deberse a efectos adaptativos del organismo en que: algunas enzimas se vean
sobreexpresadas en respuesta a la sobreproduccion de ERON, lo que explicaria bajas
en la formacion de MDA, PAOP, NO y, consecuentemente, disminucion en los niveles de
COT al momento de la obtencion de la muestra (Deavall et al., 2012; Uzar et al., 2012,
GOmez-Olivan et al., 2014), al contrario de lo presentado por Uzar y sus colaboradores
(2012), recalcando que la dosis utilizada por ellos es 5 veces mayor a los 35 mg/kg/dia
utilizados en el grupo de sujetos al que se hace referencia, lo que pudiera sobresaturar y
rebasar a los mecanismos de adaptacion, resultando en concentraciones elevadas de
productos de oxidacion; a la vez que otros compuestos enzimaticos y no enzimaticos
pudieran encontrarse en su estado oxidado por haber interactuado con los prooxidantes,
lo que estuviera generando aun una disminucién en la CAT, pero en proporciones mas

pequefias, ocurriendo lo mismo con el IEO.

Se observan otras relaciones en los resultados que no nos permiten correlacionar los
cambios en los niveles de los biomarcadores con la administracion de HCQ en los
esquemas posolégicos definidos en este estudio, principalmente, el hecho de que el
grupo control presenta cambios muy similares a los del grupo experimental de dosis
terapéutica: ambos grupos presentan elevaciones significativas en IEO; ambos presentan
disminuciones significativas en CAT; en ambos hubo aumento en COT, sélo significativo

para la dosis terapéutica; ambos grupos muestran disminuciones en concentracién de

67



MDA y NO, las cuales fueron mas leves en el caso del grupo con HCQ); el Unico
comportamiento opuesto fue una disminucion en las concentraciones de PAOP en el

grupo control y un aumento en el caso del grupo con dosis terapéutica.

De igual forma, los analisis de varianzas que se llevaron a cabo en el presente estudio
muestran que no existen diferencias significativas entre los grupos de prueba para ningun
biomarcador evaluado al término del tratamiento; sin embargo, se pueden apreciar

tendencias a la significancia, mayormente en CAT y en IEO.

Un sinnimero de autores sefiala que el estrés oxidativo esta intimamente involucrado en
la toxicidad de los farmacos; de igual forma, Uzar y sus colaboradores (2012) proponen
que el estrés oxidativo esta implicado en la toxicidad de HCQ en algunos tejidos. Existen
estudios que correlacionan la toxicidad de HCQ con la dosis diaria administrada y con la
duracion del tratamiento (Wolfe y Marmor, 2010; Melles y Marmor, 2014), factores que

influyen directamente en la acumulacion del farmaco.

Basandonos en lo anterior, y en relacion con los resultados de Uzar y sus colaboradores
(2012), donde correlacionan altas dosis de HCQ con dafio oxidativo a biomoléculas y
alteraciones en enzimas antioxidantes, sugerimos que la falta de correlacion de dosis
terapéuticas de HCQ con los biomarcadores evaluados en este estudio podria deberse
principalmente a la corta duracion del tratamiento. El tipo de muestra utilizada para las
mediciones pudiera ser otro factor determinante en antimalaricos de amplio volumen de

distribucion y tendencias a acumulacion.

Es necesaria mas investigacion para comprobar o descartar la existencia de una
correlacion entre la administracion diaria via oral de dosis terapéuticas de HCQ (6.5
mg/Kg/dia) y biomarcadores de estrés oxidativo. Se sugieren disefios experimentales que
incluyan periodos de tratamiento mas extensos; se han observado aumentos en el riesgo
e incidencia de efectos adversos de alta relevancia de HCQ, como la maculopatia, en
rangos mayores a los 5 afios de uso continuo. Para este efecto, es necesario cambiar el

modelo animal, debido a la corta vida de los murinos.
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Se propone efectuar las mediciones en muestras de diversos tejidos como
homogenizados de higado, rifidn, o aquellos ricos en melanina como piel o retina;
preferible basar esta eleccidn en las regiones en que se presentan los efectos adversos
de mayor interés de la HCQ.

Se alienta a ampliar la gama de biomarcadores, tanto de prooxidantes como de
antioxidantes, sin embargo, se recomienda incluir productos finales de oxidacion de
lipidos y proteinas, asi como capacidades oxidantes y antioxidantes totales. Algunas de
estas otras moléculas pueden tener tiempos de vida muy cortos, verse mas afectadas
gue otras por las condiciones del medio, otras (enzimas principalmente) poseen distintos
mecanismos de regulacidbn dependientes de sefiales especificas, y diversas
caracteristicas que pudieran dificultar su medicion, al igual que su comparacioén con

resultados de otros estudios (Magwere, Naik y Hasler, 1997; Isik et al., 2007; Noori, 2012).
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10. Conclusiones.

El ANOVA realizado entre los tres grupos previo al inicio del tratamiento no mostro
diferencias significativas en ninguna de las variables dependientes. El ANOVA realizado
entre los tres grupos una vez terminada la fase experimental, no muestra diferencias
significativas en ninguna de las variables dependientes, sin embargo, existen algunas
tendencias a la significancia en los casos de COT, CAT, MDA e IEO, lo cual prueba que
el farmaco tiene algun tipo de impacto (aumento o disminucién) en el metabolismo y la
regulacion de las especies prooxidantes y antioxidantes del organismo vivo, y que el tipo

y magnitud del impacto se ven influenciados por la dosis.

En la prueba ‘t’ de Student, para probar la hipotesis de igualdad de medias entre el antes
y el después en cada grupo, se observé una disminucion significativa en los valores de
CAT y un aumento significativo en los valores de IEO en el grupo experimental con dosis
terapéutica, sin embargo, estas diferencias también fueron encontradas en el grupo
control, por lo que se pueden atribuir al estrés propio del manejo fisico del roedor o al
curso natural de la vida del mismo, por lo que no se consideran para el ensayo de la
hipétesis. Por otro lado, este mismo grupo mostrd un aumento estadisticamente
significativo en la COT, parametro utilizado para el célculo del IEO, por lo que podemos
decir que se confirma la hipétesis de investigacion, mas no debido a un aumento en los
niveles de los marcadores de dafio estudiados, sino a la elevacion de otros marcadores

de dafio, o al aumento en la actividad de otras especies prooxidantes.

En esta misma prueba, el grupo experimental B (dosis aumentada) mostré una
disminucion significativa en la concentracion de MDA. Esto representa un cambio en el
sentido opuesto al planteado en la hipo6tesis de esta investigacion, sin embargo, por
tratarse de una dosis no contemplada dentro de ella, no podemos utilizar este hallazgo
para confirmar ni rechazar dicha hipotesis; por otro lado, pudiera considerarse como base
para posteriores estudios en los que intente correlacionarse la dosis con tipos y

magnitudes del impacto de la HCQ sobre el dafio oxidativo.
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