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TNF‐α   Factor de necrosis tumoral α 
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TRIS  Tris[hidroximetil]aminometano 
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 ESTRÉS OXIDATIVO EN LOS SERES VIVOS 

RADICALES LIBRES 

CONCEPTO DE RADICAL LIBRE 

El átomo está compuesto por un núcleo  formado por protones y neutrones y 

una  corteza de electrones que  se mueven en  torno al núcleo  y están dispuestos en 

orbitales, que son regiones del espacio donde la probabilidad de encontrar un electrón 

es mayor. Los electrones se distribuyen en diferentes tipos de orbitales según su nivel 

energético. En cada orbital puede haber hasta dos electrones, girando sobre su propio 

eje, lo que genera una energía magnética determinada por el número cuántico de spin, 

que  puede  ser  representado  por,  +½  ó  ‐½,  según  el  sentido  de  giro  horario  o 

antihorario respectivamente. Si un electrón dado se aparea con otro, entonces estos 

dos  electrones  que  desapareados  tenían  un  sentido  de  rotación  opuesto,  anulan 

mutuamente  sus  spines  o  campos  magnéticos,  denominándose  a  ese  átomo  o 

molécula, diamagnética. Los electrones suelen buscar  la asociación con otro electrón, 

de manera  que  se  puedan  aparear  sus  sentidos  de  rotación  en  un  sistema  de  baja 

energía.  

Un radical libre es aquella especie química, ya sea átomo, molécula o parte de 

ésta, con existencia independiente que posee uno o varios electrones desapareados en 

su orbital más externo [Fridovich, 1978]. El electrón desapareado o solitario tiene un 

momento magnético o spin no compensado llamado “magnetón Bohr”, determinando 

que el átomo o molécula sea paramagnética. La carga eléctrica de  la especie química 

puede ser positiva, negativa o neutra. Los electrones tienden a estar pareados en su 

orbital, porque ésta es la configuración energética más estable, por ello, el radical libre 

tiene una gran tendencia a recuperar la situación de estabilidad perdida, lo que podrá 

lograr de dos formas, bien cediendo el electrón desapareado, agente reductor, o bien 

captando un electrón, agente oxidante. En este proceso, el radical  libre compensa su 

orbital  incompleto, pero a expensas de desestabilizar  la configuración electrónica del 

elemento  con el que  reacciona,  ya que el átomo o molécula atacado pierde o gana 
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electrones, convirtiéndose a su vez en radical  libre [Halliwell, 1993]. La vida media de 

los radicales libres depende del tiempo que tardan en reaccionar para conseguir captar 

o ceder su electrón desapareado (tabla 1). 

Tabla 1. Vida media de algunas especies reactivas dependientes del oxígeno (EROs) y del nitrógeno  
[Reiter, 1995a]. 

Especie  Fórmula
Vida media
a 37°C (s) 

Hidroxilo  ∙OH  10‐9 
Alquilo  R∙  10‐8 
Oxígeno singlete  1O2  10‐6 
Superóxido  ∙O2

‐  10‐6 
Alcoxilo  RO∙  10‐6 
Peroxilo  ROO∙  10‐2 
Óxido nítrico  ∙NO  < 1 
Oxígeno molecular  O2  > 102 
Peróxido de hidrógeno H2O2  Estable 

 

TIPOS DE RADICALES LIBRES 

Existe una gran cantidad de radicales libres, tanto derivados del oxígeno como 

del nitrógeno, o radicales libres centrados en otras moléculas, como el azufre.   

1. ESPECIES REACTIVAS DEPENDIENTES DE OXÍGENO 

Se denominan especies reactivas dependientes del oxígeno (EROs), tanto a sus 

radicales  libres como a  las moléculas precursoras y derivadas. Algunas son auténticos 

radicales  libres, como el hidroxilo. Otras, como el peróxido de hidrógeno, no  son en 

realidad radicales, pero son fuentes de ellos. 

1.1. Oxígeno molecular 

En  la  naturaleza,  el  oxígeno  como  tal  aparece  mayoritariamente  en  forma 

molecular o diatómica (O2). El oxígeno molecular contiene 16 electrones, distribuidos 

en  los  orbitales moleculares.  En  total  tiene  10  electrones  enlazantes  y  6  electrones 

antienlazantes de acuerdo con la teoría del orbital molecular, que sostiene que cuando 

dos  átomos  se  enlazan  combinan  sus  orbitales  electrónicos,  dando  lugar  a  dos 

orbitales moleculares. Uno de ellos es el enlazante, que se caracteriza por tener una 

energía  inferior  a  aquéllos  de  los  que  proviene,  y  el  otro  es  el  antienlazante,  cuya 
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energía  es  superior  a  la  de  los  orbitales  atómicos  originales.  El  propio  oxígeno 

molecular  es  un  radical  libre,  ya  que  posee  dos  electrones  desapareados  en  los 

orbitales más externos, los π antienlazantes (π*) (figura 1). 

Ambos electrones tienen el mismo sentido de rotación, lo que le da el carácter 

paramagnético a  la molécula. El estado basal del oxígeno molecular recibe el nombre 

de  triplete,  puesto  que  contiene  electrones  desapareados  con  spines  paralelos.  Al 

tener  el mismo  número  cuántico  de  spin  para  los  dos  electrones  desapareados,  la 

molécula  de  O2  sólo  interactuará  con  radicales  cuyos  electrones  tengan  spines 

complementarios a los del oxígeno, fenómeno que se denomina “restricción de spin”. 

Por ello, el O2 es un birradical con muy baja reactividad.  

 

Figura 1. Configuración electrónica de los orbitales moleculares de varias especies reactivas dependientes de 
oxígeno. 

1.2. Oxígeno singlete 

La  molécula  de  oxígeno  puede  presentarse  con  otras  configuraciones 

electrónicas  en  sus  últimos  orbitales  antienlazantes. Una  de  ellas  es  la  del  oxígeno 

singlete (1O2), que es una forma excitada del oxígeno en  la que  los dos electrones de 

los últimos orbitales antienlazantes se configuran con spines opuestos (figura 1). El 1O2 

O2 

Oxígeno molecular

σ1s

σ2s

σ*1s

σ*2s

σ2p

π2p

π*2p

σ*2p

1O2 

Oxígeno singlete
∙O2

‐

Radical superóxido
H2O2

Peróxido de hidrógeno
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no es un radical  libre, pero al ser una  forma excitada reacciona  fácilmente con otras 

moléculas.  

El  1O2  se  genera  a  partir  del  oxígeno  molecular,  por  absorción  de  energía 

electromagnética, la cual invierte transitoriamente el spin de uno de los dos electrones 

desapareados del oxígeno, de modo que  los  giros de  los electrones en  los orbitales 

más  externos  muestran  una  orientación  antiparalela.  La  absorción    de  grandes 

cantidades de energía electromagnética por el oxígeno molecular para generar 1O2 se 

encuentra  restringida  a  acontecimientos  fotoquímicos  [Zigler  y Goosey,  1981;  Sik  y 

cols.,  1983]  (1).  También  puede  formarse  en  reacciones  de  oxidación  de  diversas 

especies  o  en  el  transcurso  de  algunas  reacciones  enzimáticas.  Su  vida  media  es 

alrededor de 10‐6 segundos. Puede  interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles 

su  energía  de  excitación  o  combinándose  químicamente  con  ellas.  El  1O2  tiene 

capacidad para sustraer un hidrogenión (H+) de un ácido graso insaturado, iniciando la 

reacción de la peroxidación lipídica [Halliwell y Gutteridge, 1990]. 

(1)   

1.3. Radical superóxido 

El  radical  anión  superóxido  (∙O2
‐)  procede  de  la  reducción  univalente  del 

oxígeno molecular (2). Se produce en todas las células eucariotas animales, sobre todo 

en la mitocondria y el retículo endoplasmático [Fridovich, 1978; Nohl y Hegner, 1978]. 

(2)   

En la cadena respiratoria en estado 4, a nivel de los complejos I y III, entre el 1 y 

el 2% de los electrones transportados, no llega al complejo IV, sino que da lugar a ∙O2
‐ 

[Boveris y cols., 1972]. También se  forma  ∙O2
‐ durante el estallido  respiratorio de  las 

células fagocíticas: monocitos‐macrófagos y granulocitos, y como producto de muchas 

reacciones enzimáticas, como  las que  implican a  las deshidrogenasas flavoproteínicas 

(xantina  oxidasa,  aldehído  oxidasa,  purina  oxidasa,  etc.),  oxidasas  e  hidroxilasas 

(diamino oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo P450 a nivel del retículo endoplásmico 

O2 
1O2 

hν

O2  ∙O2
‐

e‐
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hepático,  etc.)  [Halliwell  y  Grootveld,  1987].  Finalmente,  puede  generarse  por  la 

autooxidación  de moléculas,  como  el  gliceraldehído,  ascorbato,  hidroquinonas,  los 

compuestos tiólicos como  la cisteína,  las catecolaminas, flavinas y hemoproteínas, en 

presencia de cantidades traza de metales [McCord, 1989]. En conjunto se ha estimado 

que en una célula del cuerpo humano se producen del orden de 1010 moléculas de ∙O2
‐ 

por día [Ames y cols., 1993]. 

El  radical  superóxido  puede  lesionar  los  transportadores  de  electrones  de  la 

cadena respiratoria mitocondrial [Sohal y Brunk, 1992] y del ácido desoxirribonucleico 

(ADN)  [Farr  y  cols., 1986],  así  como  inducir  la oxidación de otras muchas moléculas 

como la adrenalina, el dihidroxifumarato o la hidroxidopamina [Halliwell y Gutteridge, 

1999]. 

La  eliminación  de  ∙O2
‐  generado  en  la  célula  se  realiza  por  las  enzimas 

superóxido dismutasas (SOD) que catalizan la siguiente reacción (3): 

(3)     

Aunque  el  ∙O2
‐  no  es  muy  tóxico,  es  la  principal  fuente  de  formación  de 

peróxido de hidrógeno (H2O2), que a su vez es un precursor del radical hidroxilo (∙OH), 

la especie reactiva de mayor toxicidad [Sawyer, 1988; Fridovich, 1997]. También el ∙O2
‐ 

puede  reaccionar  con  el  radical  óxido  nítrico  (∙NO),  y  formar  anión  peroxinitrito 

(ONOO‐) [Radi y cols., 1991; Halliwell y Gutteridge, 1999].  

1.4. Peróxido de hidrógeno 

El H2O2 no es un radical libre como tal, pues no posee electrones desapareados 

en  su  orbital  más  externo  (figura  1),  pero  está  dentro  de  las  especies  reactivas 

derivadas  del  oxígeno  porque  produce  otros  radicales  libres.  Es  la  forma  menos 

reactiva de las especies reactivas de oxígeno. Su importancia recae en que atraviesa las 

membranas biológicas, con lo que puede dar lugar a reacciones de oxidación en puntos 

de  la  célula  más  alejados  de  su  lugar  de  producción  participando  en  numerosas 

reacciones que dan lugar a la generación de radicales libres. 

2 ∙O2
‐ + 2H+ H2O2

SOD
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El H2O2 se puede formar a partir de diversas fuentes: Reducción directa de una 

molécula  de  oxígeno  por  dos  electrones  [Sawyer,  1988;  Fridovich,  1997]  (4); 

dismutación  del  ∙O2
‐  ,  reacción  catalizada  por  la  enzima  SOD  [Cheeseman  y  Slater, 

1993;  Frei,  1994]  (5);  producto  de  algunas  enzimas  (glucosa  oxidasa,  uricasa,  etc.) 

[Fridovich y Freeman, 1986] y por reacciones químicas de autooxidación. 

(4)   

(5)   

Se  ha  comprobado  que  el  H2O2  está  implicado  en  la  regulación  de  la 

transducción de  la  señal de expresión de  genes  a  través del  factor nuclear Kappa B 

(NFκB) y la proteína activadora 1 (AP‐1). Ambos son factores de transcripción capaces 

de  inducir  la  transcripción  de  genes  tales  como  el  de  la  manganeso‐superóxido 

dismutasa [Yi y cols., 2002], interleucina 2 (IL‐2), factor de necrosis tumoral α (TNF‐α), 

antígenos del  complejo mayor de histocompatibilidad  y  factor de  transcripción pro‐

crecimiento (c‐fos) [Schreck y Baeuerle, 1994]. 

El H2O2 no es tóxico a concentraciones  fisiológicas, pero mediante  la reacción 

de Fenton‐Haber‐Weiss  (6) se puede convertir en  ∙OH  [Fenton, 1894; Haber y Weiss, 

1934]. El hierro (Fe) así como el cobre (Cu) son los metales de transición más comunes, 

por  lo  que  la  naturaleza  del  daño  producido  por  estas  reacciones  dependerá  de  la 

disponibilidad y localización de estos metales. 

(6)    

La detoxificación del H2O2 se  lleva a cabo por acción de sistemas enzimáticos 

como la glutatión peroxidasa (GPx), que conllevan la formación de agua (7).  

(7)   

1.5. Radical hidroxilo 

El ∙OH es el radical libre más reactivo y por ello dañino que existe, con una vida 

media de aproximadamente 1 nanosegundo (tabla 1). No tiene gran poder de difusión 

O2  ∙O2
‐

e‐
H2O2

e‐

2 ∙O2
‐ + 2H+ H2O2

SOD

∙O2
‐ + H2O2  ∙OH + OH‐ + O2 

Fe o Cu

H2O2 + 2GSH 2H2O  + GSSG
GPx
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y se desconoce una enzima que  lo detoxifique directamente, posiblemente porque el 

propio ∙OH la destruiría. 

En el ser vivo se puede producir por varios mecanismos: 1) Fisión homolítica del 

agua, aunque es poco frecuente puede formarse a consecuencia de radiación de alta 

energía  (rayos  X,  rayos  γ)  (8).  2)  Ruptura  fotolítica  del H2O2 (9),  la  luz UV  no  tiene 

suficiente energía como para escindir una molécula de agua, pero puede dividir el H2O2 

en dos moléculas de radical hidroxilo. 3) Reacciones de Fenton‐Haber‐Weiss [Fenton, 

1894;  Haber  y Weiss,  1934],  en  la  que  una molécula  de  H2O2  reacciona  con  una 

molécula  de  ∙O2
‐,  u  otro  agente  reductor,  para  producir  un  ∙OH,  un  OH‐  y  O2  (6), 

aunque  la  velocidad  de  esta  reacción  es  demasiado  baja  para  ser  de  importancia 

fisiológica,  los metales de  transición  como el hierro o el  cobre pueden actuar  como 

cofactores de la misma, acelerando la velocidad de la reacción [Halliwell y Gutterigge, 

1989]. El propio ácido ascórbico, un buen antioxidante, es capaz de reducir el Fe (III) a 

Fe (II) tanto  in vitro [Rowley y Halliwell, 1983b], como  in vivo [Winterbourn y Vissers, 

1983]. 

(8)      

(9)      

El ∙OH tiene capacidad para reaccionar con las bases púricas y pirimidínicas del 

ADN, es, por tanto, un agente   genotóxico [Bohr y Anson, 1999; Sastre y cols., 2000]. 

Así mismo el  ∙OH puede arrancar un H+ de  la cadena carbonada de  los ácidos grasos 

poliinsaturados,  iniciando  la peroxidación  lipídica  [Halliwell  y Gutteridge,  1990]  y  es 

capaz de dañar las proteínas [Yu, 1994].  

1.6. Radical perhidroxilo 

El radical perhidroxilo (HO2∙) se genera a partir de ∙O2
‐. Es un radical  libre muy 

liposoluble, resultando un potente inductor de la peroxidación lipídica en membranas 

biológicas [Kanner y cols., 1987]. 

H2O ∙OH + H∙
hν

H2O2  2  ∙OH
UV
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1.7. Radicales alcoxilo y peroxilo 

Los radicales alcoxilo (RO∙) y peroxilo (ROO∙) son especies generadas durante la 

peroxidación  lipídica,  por  el  ataque  de  algunos  radicales  libres  sobre  las  cadenas 

carbonadas de  los ácidos grasos  [Kanner y cols., 1987; Halliwell y Gutteridge, 1999].  

Son  menos  reactivos  y  más  selectivos  que  los  radicales  ∙OH,  pero  son  parte 

fundamental  en  el  desarrollo  de  la  peroxidación  lipídica,  dado  que  estas  especies 

pueden iniciar y propagar la reacción [Kanner y cols., 1987].  

2. ESPECIES REACTIVAS DEPENDIENTES DE NITRÓGENO 

Las especies reactivas dependientes de nitrógeno  (ERNs) engloban tanto a  los 

radicales  libres dependientes de nitrógeno  como  a  las  especies que  generan dichos 

radicales. 

2.1. Óxido nítrico 

El  ∙NO  es  un  gas  lipofílico  e  hidrosoluble,  cuya  vida media  es  relativamente 

larga  (3‐5  s).  Se  produce  en  numerosos  tipos  celulares  durante  la  conversión  de  L‐

arginina  a  L‐citrulina,  una  reacción  catalizada  por  la  óxido  nítrico  sintasa  (NOS) 

[Moncada y cols., 1991; Bush y cols., 1992] (figura 2).  

 

Figura 2. Síntesis de óxido nítrico catalizada por la óxido nítrico sintasa. 

 

L‐arginina N ω ‐hidroxi‐L‐arginina L‐citrulina Óxido nítrico
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O
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NH
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O

HO
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∙N O+
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El ∙NO es un radical libre que tiene como funciones actuar como regulador del 

flujo  sanguíneo  local,  antiagregante  plaquetario,  se  produce  por  los  macrófagos 

activados  contribuyendo  a  la  defensa  inmunitaria  primaria  y  también  actúa  como 

neuromodulador,  segundo  mensajero  y  mediador  del  neurotransmisor  excitador 

glutamato  [Moncada  y  cols.,  1991;  Czapski  y  Goldstein,  1995].  Posee  una  acción 

antiinflamatoria importante, pero a la vez que promueve la disfunción celular y tisular 

a  través  de  un  efecto  proinflamatorio  [Grisham  y  cols.,  1999]. Otro  efecto  del  ∙NO 

reside  en  su  capacidad  de  reacción  con  el  hierro  de  proteínas  intracelulares, 

principalmente las mitocondriales, siendo inactivadas por él la mayoría de las enzimas 

que poseen un grupo prostético hemo. Puede reaccionar con ácidos nucleicos dando 

lugar a mutaciones y roturas del ADN, y ocasionar necrosis.  

El óxido nítrico es a menudo considerado como una “espada de doble filo”. Un 

exceso de  ∙NO es  citotóxico.  Este  ∙NO es poco  reactivo  y no puede nitrar proteínas 

irreversiblemente, pero puede reaccionar con otros reactivos intermedios que pueden 

alterar su función; como la reacción entre ∙NO y el ∙O2
‐ donde se forma ONOO‐, que es 

un  potente  oxidante  responsable  de  gran  parte  de  la  toxicidad  causada  por  el  ∙NO 

[Beckman y Ames, 1998; Halliwell y Gutteridge, 1999]. 

2.2. Radical peroxinitrito 

El ONOO‐ se  forma  in vivo por  la reacción entre el  ∙NO y el  ∙O2
‐  [Gryglewski y 

cols., 1986; Radi y cols., 1991; Miles y cols., 1996; Pietraforte y Minetti, 1997](10):  

(10)    

Aunque se haya presentado a  la reacción de formación del peroxinitrito como 

una  forma  de  eliminación  de O2∙
‐  sin  la  consiguiente  formación  de H2O2  [Granger  y 

Kubes,  1996; Wink  y Mitchell,  1998],  el  ONOO‐  puede  protonarse  formando  ácido 

peroxinitroso  (HONOO)  y  éste  se  descompone  con  facilidad  en  ∙OH  y  dióxido  de 

nitrógeno (NO2), que son muy tóxicos [Janssen y cols., 1993; Lipton y cols., 1993]. 

 El ONOO‐  también es capaz de inducir la peroxidación lipídica en lipoproteínas, 

interferir con la señalización celular por nitración de residuos aromáticos en proteínas, 

∙O2
‐ + ∙NO ONOO‐
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degradar carbohidratos, nitrar y oxidar  la guanosina, y  fragmentar ADN  [Beckmann y 

cols., 1994; Beckman y Koppenol, 1996]. Todas estas actividades convierten al ONOO‐ 

en una molécula con efectos devastadores en la función celular. 

2.3. Dióxido de nitrógeno 

El  dióxido  de  nitrógeno  (NO2)  es  un  radical  libre  contaminante  producido 

primariamente a partir de la oxidación del ∙NO atmosférico [Postlethwait y cols., 1995]. 

Es un iniciador muy efectivo de la cadena de peroxidación lipídica [Halliwell, 1994]. 

3. RADICALES DE ÁTOMOS DERIVADOS DE CARBONO 

Los radicales centrados en un átomo de carbono (R∙) surgen del ataque de un 

radical oxidante sobre una molécula biológica. En el primer paso se arranca un átomo 

de  hidrógeno  de  un  grupo metileno  situado  entre  dos  enlaces  dobles.  Este  tipo  de 

radicales es muy  inestable y reacciona rápidamente con el oxígeno, dando  lugar a un 

ROO∙. A su vez, estos radicales pueden participar en otras reacciones que generar otras 

especies radicales [Frei, 1994]. 

4. RADICALES DE ÁTOMOS DERIVADOS DE AZUFRE 

Los  átomos de  azufre  también pueden  ser el  centro de un  radical  libre  (RS∙) 

formado, por ejemplo, a partir de  la  cisteína. Ésta  se autooxida  con  facilidad dando 

lugar  a  la  formación  de  radicales  tiilo  e  hidroxilo  [Estrela  y  cols.,  1983;  Sparrow  y 

Olszewski, 1993]. 

FORMACIÓN DE LOS RADICALES LIBRES EN LOS SERES VIVOS 

Los  radicales  libres  pueden  ser  de  origen  endógeno  o  exógeno  [Freeman  y 

Crapo, 1982; Frei, 1994]. 
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1. FUENTES ENDÓGENAS DE RADICALES LIBRES 

1.1. Cadena de transporte de electrones mitocondrial 

Los  organismos  aerobios  utilizan  el  oxígeno  como  aceptor  de  electrones 

durante el proceso de  la respiración mitocondrial para acumular energía en forma de 

adenosín  trifosfato  (ATP).  En  la mitocondria  se  produce  la  oxidación  de  los  ácidos 

grasos  y  el  ciclo  del  ácido  cítrico,  que  producen  la  forma  reducida  de  nicotinamida 

adenín‐dinucleótido (NADH) y de flavín adenín‐dinucleótido (FADH2). Estas moléculas, 

a  su  vez,  transfieren  electrones  a  la  cadena  respiratoria,  un  sistema  formado  por 

complejos  enzimáticos  que  catalizan  una  cadena  de  reacciones  redox  acopladas 

utilizando  al  oxígeno  como  aceptor  final  de  electrones,  con  la  finalidad  última  de 

obtener  la energía necesaria para convertir el adenosín difosfato (ADP) en ATP. En  la 

respiración  mitocondrial  es  inevitable  la  formación  de  subproductos  a  partir  del 

oxígeno,  radicales  libres  [Yu,  1994].  Este  hecho  es  conocido  como  “la  paradoja  del 

oxígeno”,  ya  que  el mismo  oxígeno  imprescindible  para  la  vida  en  los  organismos 

aerobios la quita. La mitocondria es la principal fuente de especies reactivas como: ∙O2
‐

, ∙OH, H2O2, ∙NO y ONOO
‐.  

Debido  a  las  propiedades  del  oxígeno,  su  reducción  tetravalente  requiere  la 

transferencia  sucesiva  de  4  electrones  al  orbital  π  antienlazante,  generando  tres 

intermedios  “parcialmente  reducidos“entre  éste  y  el  agua:  el  primero  es  el  ∙O2
‐, 

resultante  de  la  reducción molecular  del  oxígeno  con  un  electrón;  el  segundo  es  el 

H2O2, resultante de la adición de un segundo electrón y dos protones; el tercero es el 

∙OH,  resultante  de  la  incorporación  de  un  tercer  electrón  y  un  protón.  El  cuarto 

electrón y otro protón generan la molécula de agua (figura 3). 

 

Figura 3. Reducción del oxígeno para formar agua. SOD: Superóxido dismutasa. 

 

e‐ e‐+ 2H+ e‐+ H+ e‐+ H+
O2  ∙O2

‐ H2O2 ∙OH H2O

H2O

SOD Catalasa o peroxidasa

Complejo citocromo oxidasa
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La cadena de transporte electrónico mitocondrial está formada por complejos 

situados en la membrana interna mitocondrial que se denominan del I al IV, aunque a 

la enzima ATP‐sintasa a veces se le denomine complejo V. 

El citocromo a3 del complejo IV de la cadena respiratoria es capaz de mantener 

estrechamente unidas a su centro activo todas las especies parcialmente reducidas del 

oxígeno hasta que se completa  la  transferencia de 4 electrones y 4 protones al O2 y 

con ello la formación de H2O [Benzi y Moretti, 1995]. Por tanto, la citocromo C oxidasa 

perteneciente  al  complejo  IV  de  la  cadena  respiratoria  no  produce  este  radical. 

Además, exhibe cierta actividad superóxido dismutasa. 

Sin  embargo  hay  elementos  de  la  cadena  de  transporte  electrónico 

mitocondrial,  como  los  complejos  I  (NADH‐coenzima Q  reductasa)  y  III  (citocromo C 

oxidasa), que tienen la capacidad de transferir un electrón directamente al O2, aunque 

no siempre sean capaces de retener el ∙O2
‐ formado especialmente cuando el flujo de 

electrones  es  lento  [Cross  y  Jones,  1991;  Benzi  y  Moretti,  1995].  En  el  estado 

controlado y altamente reducido, estado 4 (cuando todo el ADP está en forma de ATP), 

el  2  %  de  los  electrones  transportados  por  la  cadena  de  transporte  electrónico 

mitocondrial  no  llegan  al  complejo  IV  y  producen  la  reducción  parcial  del  oxígeno,  

liberando  ∙O2
‐  ;  y  en  el  estado  activo  y más  oxidado,  estado  3,  la  producción  de 

radicales  libres es mínima  (0,1%)  [Boveris  y  cols., 1972; Cadenas  y  cols., 1977;  Frei, 

1994].  En  el  caso  del  complejo  I,  el  candidato  más  probable  como  generador  de 

radicales libres parece ser el centro hierro‐sulfurado N2 que generan superóxido como 

resultado  de  la  autooxidación  de  la  flavinsemiquinona  asociada  a  este  complejo 

[Turrens y Boveris, 1980; Herrero y Barja, 1997; Genova y cols., 2004], mientras que en 

el caso del complejo III se ha debatido intensamente sobre si podrían corresponder a la 

autooxidación de  la ubisemiquinona  [Boveris y  cols., 1976] o al  citocromo b  [Nohl y 

Jordan, 1986] (figura 4). 
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Figura  4.  Formación  de  radicales  libres  en  la  cadena  de  transporte  de  electrones mitocondrial.SOD:  Superóxido 
dismutasa, SDH: Succinato deshidrogenasa,  cit c: Citocromo c, CoQ: Coenzima Q, GSH: Glutatión  reducido, G‐6‐P: 
Glucosa 6 fosfato. 

 

Así  pues,  se  produce  ∙O2
‐,  que  a  través  de  la  reacción  catalizada  por  la 

superóxido dismutasa genera H2O2, que atraviesa las membranas y sale al citoplasma, 

donde puede reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales libres 

[Boveris y cols., 1972]. La producción mitocondrial de H2O2  fue  inicialmente descrita 

por Jensen [1966]. Estudios posteriores demostraron que la mayor parte del peróxido 

de  hidrógeno mitocondrial,  procedía  de  la  dismutación  del  ∙O2
‐  [Boveris  y  Cadenas, 

1975]. Se ha estimado que se producen del orden de 1010 moléculas de ∙O2
‐ por célula 

y  día  [Ames  y  cols.,  1993].    Los  procesos  de  formación  de  ∙O2
‐  son  una  serie  de 

reacciones no enzimáticas cuya velocidad aumenta  linealmente con  la concentración 

de O2 presente en el medio.  

1.2. Citocromo P450 

El  citocromo  P450  es  una  familia  de  hemoproteínas  presentes  en  numerosas 

especies, desde bacterias a mamíferos, y de las que ya se han identificado más de 2000 
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isoformas  diferentes.  En  el  hombre,  están  ampliamente  distribuidos  por  todo  el 

organismo,  especialmente  hígado  e  intestino,  que  poseen  uno  o  más  de  estos 

citocromos  y  se  localizan  en  varias  organelas,  aunque  principalmente  en  el  retículo 

endoplásmico y en  las mitocondrias. El hepatocito posee una  importante cantidad de 

citocromo  P450  puesto  que  una  de  sus  principales  funciones  es  la  detoxificación  de 

sustancias endógenas, por  lo  tanto, ésta  supone  también una  importante  fuente de 

radicales libres en la célula. 

Salvo  excepciones,  el  P450  cataliza  reacciones  de monooxigenación  (11)  que 

requieren oxígeno molecular y NADPH para oxidar el  sustrato, pero  sólo uno de  los 

átomos de oxígeno es incorporado en la molécula del sustrato, mientras que el otro es 

reducido  hasta  agua,  por  eso  se  denominan  también  monooxigenasas  u  oxidasas 

mixtas. 

(11)   

Los  citocromos P450 pueden  clasificarse en  cuatro  clases en  función de  cómo 

acceden  los electrones desde el NADPH hasta el centro catalítico del enzima [Werck‐

Reichhart y Feyereisen, 2000]:  Las proteínas de  clase  I  se encuentran asociadas a  la 

membrana interna de la mitocondria y utilizan una reductasa que contiene FAD y una 

ferrosulfoproteína  (ferridoxina).  Las de  clase  II usan una  cadena de  transferencia de 

electrones más corta y sólo necesitan una reductasa del citocromo P450 que contiene 

FAD/FMN  para  la  transferencia  de  electrones.  El  citocromo  P450  y  las  NADPH‐

citocromo‐P450‐reductasas  no  están  asociados  y  ambos  están  anclados  de  forma 

independiente en la cara externa de la membrana del retículo endoplásmico (figura 5). 

La actividad del citocromo P450 se ve favorecida por la presencia de citocromo b5 que 

facilita la transferencia de electrones desde el NADH [Vergeres y Waskell, 1995]. Las de 

clase  III son autosuficientes y no requieren un donante de electrones. Finalmente  las 

de  clase  IV,  que  sólo  se  han  identificado  en  hongos  y  reciben  los  electrones 

directamente del NADPH.  

monooxigenasaRH + NADPH + O2 + H+ ROH + NADP + + H2O
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Figura 5. Localización del sistema citocromo P450 en la membrana del retículo endoplásmico 
FMN: Flavin mononucleótido, FAD: Flavín adenín dinucleótido. 

 

La  NADPH‐citocromo‐P450‐reductasa  canaliza  un  flujo  de  electrones  desde  el 

NADPH hasta el citocromo P450. En ocasiones, los electrones son cedidos por el NADH 

mediante  la actividad de  la NADH‐citocromo b5‐reductasa. El centro catalítico de  los 

P450 es el átomo de hierro hexacoordinado (con los 4 anillos de la protoporfirina IX, con 

el grupo  tiol de un  residuo de  cisteína de  la  cadena polipeptídica y  con el  solvente, 

normalmente  agua).  El  primer  paso  del  proceso  catalítico  consiste  en  la  unión  del 

sustrato al citocromo P450 oxidado (Fe
3+). En el segundo paso se produce la reducción, 

por  la  reductasa,  del  complejo  hemoproteína‐sustrato  al  estado  ferroso,  el  Fe3+  del 

grupo hemo pasa a Fe2+. El tercer paso es la unión del oxígeno molecular para formar 

un complejo oxicitocromo P450, O2‐P450‐Fe
2+‐sustrato; dicho complejo puede disociarse, 

dando  lugar  a  un  ∙O2
‐,  regenerándose  la  hemoproteína  férrica,  P450‐Fe

3+‐sustrato. 

Además  el  complejo  recibe  un  segundo  electrón  para  formar  sucesivamente  otros 

complejos, de modo que en definitiva un átomo de oxígeno es transferido al sustrato 

para  oxidarlo  y  el  otro  reacciona  con  dos  protones  para  formar  agua;  el  sustrato 

oxidado queda  liberado y el citocromo P450 se regenera en forma férrica. El resultado 

final  sería  la  hidroxilación  de  diversos  sustratos  endógenos  y  exógenos. Mediante 

dichas reacciones se consigue que muchas sustancias  tóxicas sean más hidrosolubles 

facilitando su eliminación por orina y bilis. 

Sin embargo, se ha propuesto la formación de ∙O2
‐ por el citocromo P450 [Koop, 

1992; Goeptar y cols., 1995]. El desacoplamiento del ciclo catalítico del P450 se produce 

cuando  los  electrones  del  cofactor  NADPH  son  consumidos  sin  formación  de 

metabolitos  oxidados.  Esto  ocurre  cuando  a)  el  intermediario  Fe2+‐O2  se  autooxida 

liberando  anión  superóxido  y  regenerando  el  enzima  en  estado  férrico;  b)  el 

Citocromo b5

Fe2+/Fe3+ 

P450 

FMN
FAD
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intermediario Fe3+‐hidroperóxido se disocia en una molécula de H2O2 y enzima férrico; 

o c) la especie Fe=O en lugar de oxidar el sustrato es reducida a una molécula de agua 

por transferencia adicional de electrones [Ortiz de Montellano y De Voss, 2002]. 

1.3. Reacciones de Fenton y Haber‐Weiss 

El H2O2 es una molécula relativamente estable en ausencia de catalizadores que 

promuevan  su  descomposición.  Sin  embargo,  en  presencia  de  iones  de metales  de 

transición,  sobre  todo  hierro,  y  en  menor  medida  cobre  y  otros  iones,  puede 

interaccionar con ellos por medio de una reacción de oxirreducción: las reacciones de 

Fenton  y Haber‐Weiss  (12).  En  éstas  el  ∙O2
‐    reduce  al metal,  y  éste  al peróxido  de 

hidrógeno,  dando  lugar  a  la  formación  del  ∙OH  y  el  anión  hidroxilo.  El metal  no  se 

consume en el proceso actuando sólo como catalizador del mismo.  

(12)    

La necesidad de la presencia de metales de transición en la reacción de Fenton 

convierte  al  hierro  y  al  cobre  (los más  abundantes  en  los  sistemas  biológicos)  en 

agentes esenciales como catalizadores del daño oxidativo. El Fe  (II) se oxida a Fe  (III) 

con mucha  facilidad,  y  éste  es muy  insoluble.  Además  los  procesos  de  captación  y 

distribución  del  hierro,  y  de  los  iones metálicos  en  general,  están muy  finamente 

regulados en  los mamíferos que contienen un gran número de proteínas de unión a 

metales: ferritina, transferrina, ceruloplasmina, etc., actuando como reserva de  iones 

metálicos  y,  además,  impidiendo  que  estos  iones  participen  en  reacciones  redox 

[Halliwell,  1991;  Rouault  y  Klausner,  1996].  Por  ello,  el  hierro  libre  en  los  sistemas 

biológicos está en muy pequeñas cantidades y en forma férrica [Halliwell y Gutteridge, 

1986]. El verdadero papel del ∙O2
‐  en las reacciones de Fenton y Haber‐Weiss es el de 

actuar  como  reductor  del  hierro.  Sin  embargo,  el  ion  férrico  puede  a  su  vez,  ser 

reducido por el ascorbato (AscH‐), oxidándose éste a radical ascorbilo (∙Asc‐) (13) con lo 

que  se  genera  un  ciclo  de  producción  continua  de  ∙OH  [Rowley  y Halliwell,  1983a; 

Sawyer, 1988]. 

H2O2  + Fe2+ ∙OH + OH‐ + Fe3+
∙O2

‐ + Fe3+ O2  + Fe2+

∙O2
‐ + H2O2  ∙OH + OH‐ + O2 

Fe o Cu
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(13)    

1.4. NAD(P)H oxidasas 

Se asocian con  la membrana plasmática un gran número de oxidorreductasas 

que utilizan NADH o NADPH  como donantes de  electrones  y  como  aceptor  final de 

electrones el O2, cuya reducción conlleva la formación de ∙O2
‐ [Moldovan y Moldovan, 

2004].  El  sistema  mejor  conocido  es  la  NADPH  oxidasa  presente  en  los  fagocitos 

activados  (neutrófilos,  monocitos,  macrófagos,  eosinófilos)  junto  con  la 

mieloperoxidasa. 

Al  encontrarse  con  un  agente  infeccioso,  los  fagocitos  experimentan  un 

aumento muy  acusado  de  su  consumo  de  oxígeno  llamado  “estallido  respiratorio”. 

Dicho consumo ocurre principalmente en la membrana plasmática donde se encuentra 

un complejo enzimático, la NADPH oxidasa, que consta de diversas subunidades: gp91 

y  p22  (subunidades  del  citocromo  b558  en  la  membrana),  y  p40,  p47  y  p67 

(subunidades citoplasmáticas) y  la pequeña proteína rac1 que se une al  trifosfato de 

guanosina  (GTP).  La  translocación  de  las  subunidades  citosólicas  reguladoras  a  la 

membrana celular es un prerrequisito para la activación de la enzima y la subsiguiente 

producción de  ∙O2
‐. Si bien  la  interacción del p67  con el  citocromo b558 es esencial 

para el flujo de electrones desde la NADPH al O2 para formar ∙O2
‐, tanto el rac1 como el 

p47 sirven como transportadores para el p67 hacia la membrana. 

 El contacto entre el receptor CD35 y su  ligando C3b,  inicia en el  fagocito una 

serie  de  señales  en  las  que  participan  proteínas  G  (GTPasas),  tirosinquinasas  y 

fosofolipasa  C,  entre  otros  componentes.  El  consecuente  aumento  del  calcio 

intracelular,  las  señales  mediadas  por  inositoltrifosfato  (IP3),  y  la  PKC  activan 

finalmente  a  la NADPH  oxidasa,  fosforilando  a  sus  subunidades  citosólicas  [Hoyal  y 

cols., 1998; Iles y Forman, 2002]. Estas subunidades fosforiladas, se translocan a la cara 

interna  de  la membrana,  proceso  promovido  por  rac1,  donde  interaccionan  con  el 

citocromo b558 (gp91 y p22) y lo activan (figura 6). El citocromo b558 activado utiliza 

el O2 extracelular para producir  ∙O2
‐. Éste puede reducirse por  la SOD, hasta H2O2, el 

cual sirve como precursor de la generación de ∙OH [Moslen, 1994]. 

AscH‐ + Fe3+ ∙Asc‐+ H++ Fe2+
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La mieloperoxidasa incrementa notablemente la actividad microbicida del H2O2 

dado que en presencia de haluros, generalmente cloruro, se oxida para formar el ácido 

hipocloroso (HOCl).  

 

Figura 6. Activación de la NADPH oxidasa. PKC: proteinquinasa C. 

 

El ∙OH y HClO son formados por  la NADPH oxidasa y  la mieloperoxidasa en  los 

fagocitos activados como un mecanismo para combatir a los microorganismos [Babior, 

1978].  Sin  embargo,  esta  función  defensiva  también  tiene  su  contrapartida  ya  que 

estos radicales pueden atacar y dañar los tejidos sanos circundantes, hecho que se ha 

implicado en la etiopatogenia de algunas enfermedades con base inmunológica como 

la artritis reumatoide [Babior, 1978; Moslen, 1994]. 

El papel del  ∙O2
‐ producido en  las  células no  fagocíticas   es menos  conocido, 

pero se asocia con procesos celulares esenciales como  la proliferación y  la apoptosis 

[Lambeth, 2002]. 

1.5. Xantina oxidasa 

La xantina deshidrogenasa es una metaloflavoenzima compleja que participa en 

el metabolismo de las purinas, oxidando la hipoxantina a xantina y ésta a ácido úrico. 

En su forma deshidrogenasa no produce radicales libres, ya que emplea el NAD+ como 

aceptor de electrones [Saugstad, 1990; Kinnula y cols., 1995], pero en condiciones de 

hipoxia,  isquemia,  y  otras  situaciones  de  déficit  energético,  algunas  proteasas 
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citosólicas se activan por el aumento del calcio intracelular y catalizan la conversión de 

xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa  [Granger y cols., 1981]. En su forma oxidasa, 

esta  enzima  emplea  oxígeno  molecular  como  aceptor  de  electrones  produciendo 

radicales  libres  [Radi y cols., 1992]. En hipoxia,  la xantina deshidrogenasa, encargada 

de metabolizar la hipoxantina para dar xantina, pasa a xantina oxidasa y, como no hay 

oxígeno  disponible,  la  hipoxantina  se  va  acumulando  sin  poder  ser  oxidada.  Al 

producirse la reoxigenación la xantina oxidasa, utilizando la hipoxantina por un lado y 

por  otro  el  oxígeno molecular,  aportado  en  la  reperfusión,  cataliza  la  formación  de 

grandes cantidades de ∙O2
‐ y H2O2 [Granger y cols., 1981; Saugstad, 1990]. 

1.6. Óxido nítrico sintasa 

Una familia de enzimas denominadas NOS catalizan la conversión de L‐arginina 

a L‐citrulina y óxido nítrico [Andrew y Mayer, 1999; Cosentino y Luscher, 1999]. La NOS 

posee  dos  dominios  catalíticos.  1)  El  de  actividad  reductasa  que  está  ubicado  en  la 

mitad  C‐terminal  de  la  enzima  y  presenta  los  sitios  de  unión  para  los  cofactores 

NADPH,  FAD  y  FMN.  Las  flavinas  FAD  y  FMN  están  encargadas  del  traslado  de 

electrones desde el cofactor NADPH al grupo hemo. 2) El dominio de actividad oxidasa 

que  contiene  un  grupo  hemo  ubicado  en  la  mitad  N‐terminal  de  la  proteína,  y 

determina  la oxidación de  la L‐arginina. Ambos dominios se hallan separados por un 

sitio de unión para la calmodulina. De esta manera un terminal guanidino nitrogenado 

de  la arginina  incorpora 5 electrones oxidándose, en una reacción que es sustentada 

por la NADPH reducida y las flavinas FMN y FAD. La tetrahidrobiopterina (BH4) y el tiol 

constituyen  cofactores  adicionales  de  la  NOS  [White  y Marletta,  1992;  Vanhoutte, 

1997; Cosentino y Luscher, 1998; 1999; Heymes y cols., 1999]. El flujo de electrones se 

establece  desde  la  NADPH  hasta  el  hierro  del  grupo  hemo.  La  transferencia  de 

electrones requiere la fijación de calmodulina a la NOS. Existen tres isoformas de NOS: 

La neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS) se expresan constitutivamente y su actividad 

está regulada por  la concentración  intracelular de calcio [Bredt y cols., 1991; Lamas y 

cols., 1992]. La  inducible  (iNOS)  la expresan  los macrófagos cuando  son estimulados 

por citoquinas, lipopolisacáridos u otros antígenos, siendo su expresión regulada tanto 

a  nivel  transcripcional  como  posttranscripcional,  en  lo  cual  participan  factores  de 
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transcripción  sensibles  al  estado  redox  como  el NF‐κB  o  las  quinasas  activadas  por 

mitógenos  (MAPk)  [Moncada  y Higgs,  1991;  Yui  y  cols.,  1991;  Lowenstein  y  Snyder, 

1992; MacMicking y cols., 1997]. 

1.7. β‐oxidación  de ácidos grasos   

Los microsomas, también denominados peroxisomas realizan la metabolización 

de ácidos grasos o ß‐oxidación de ácidos grasos con una  longitud de cadena de 24 o 

más  carbonos,  así  como  la  de  fenoles,  formaldehidos  y  alcoholes,  requiriendo  la 

presencia  de  O2  y  generando  grandes  cantidades  de  H2O2  [Boveris  y  cols.,  1972; 

Beckman y Ames, 1998]. Esta fuente tiene gran  importancia en el hepatocito, ya que 

dispone de grandes peroxisomas  responsables del metabolismo de  los ácidos grasos 

así como de otras sustancias tóxicas, entre las que destaca el acetaldehído procedente 

de la oxidación del etanol [Halliwell y Gutteridge, 1999]. 

1.8. Ciclooxigenasa 

La síntesis de prostaglandinas normalmente implica la producción de ∙OH como 

consecuencia de  la actividad ciclooxigenasa; éstos participan en  la cascada del ácido 

araquidónico, inhibiendo la propia ciclooxigenasa por una retroalimentación negativa, 

y favoreciendo por tanto la ruta metabólica proagregante del tromboxano A2 frente a 

la ruta antiagregante y vasodilatadora de la prostaciclina. 

1.9. Autooxidación de monoaminas 

Las  aminooxidasas  oxidan  las  monoaminas  formando  radicales  libres.  Los 

mecanismos de  formación de éstos en estas vías metabólicas se han  implicado en  la 

etiopatogenia  de  enfermedades  neurodegenerativas  como  la  enfermedad  de 

Parkinson [Fahn y Cohen, 1992; Chiueh y cols., 1993]. 

1.10. Otras enzimas 

La  lipooxigenasa  y  la  ciclooxigenasa  son  enzimas  asociadas  a  la membrana 

plasmática  que  participan  en  el  metabolismo  del  ácido  araquidónico,  generando 

radicales  libres durante su ciclo de catálisis [Freeman y Crapo, 1982; Frei, 1994]. Otra 
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fuente en  la mitocondria  son  las enzimas dependientes de NADH.  La  interacción de 

algunos metales, los hidroperóxidos o el 1O2 con ellas, produce su alteración y provoca 

el envejecimiento mitocondrial [Bindoli, 1988]. 

2. FUENTES EXÓGENAS DE RADICALES LIBRES 

Muchos  agentes  antineoplásicos  [Deno  y  cols.,  1982],  tales  como  la 

adriamicina,  bleomicina,  daunorrubicina  y  algunos  antibióticos  que  dependen  de 

grupos quinoides o de unión a metales para su actividad son fuente de radicales libres. 

Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el 

oxígeno  a  ∙O2
‐,  H2O2  y  ∙OH.  También  la  irradiación  de  los  organismos  debido  a  las 

radiaciones  (rayos X y  γ) o debido a  radiaciones de partículas  (electrones, protones, 

neutrones,  deuterones  y  partículas  α  y  β)  y  los  factores  ambientales,  como  los 

contaminantes  aéreos  fotoquímicos,  la  hiperoxia,  los  pesticidas,  humo  del  tabaco, 

solventes,  anestésicos  e  hidrocarburos  aromáticos.  Estos  agentes,  o  bien  poseen 

radicales  libres,  como  el  humo  del  tabaco,  o  bien  se  convierten  en  radicales  libres 

mediante la biotrasformación en la que actúan enzimas con actividad monooxigenasa, 

como  el  citocromo  P450  o  la  flavín  monooxigenasa,  diversas  oxidasas  (alcohol 

deshidrogenasa,  aldehído  deshidrogenasa,  amino  oxidasas,  aromatasas),  la  epóxido 

hidrolasa o esterasas y amidasas hepáticas y plasmáticas [Halliwell y Gutterigge, 1989; 

Philpot, 1991]. 

MECANISMOS DE PROTECCIÓN 

La atmósfera de nuestro planeta  fue anaerobia hasta  la aparición del oxígeno 

hace unos 2.500 millones de años, como resultado de la rotura del agua en el proceso 

fotosintético de unas algas microscópicas cianofíceas. El oxígeno molecular, vital para 

la existencia de los organismos aerobios, es inherentemente tóxico dada su capacidad 

de  formación  de  radicales  libres.  Para  sobrevivir  en  este  ambiente  aerobio  poco 

favorable,  los  organismos  vivos  desarrollaron  una  serie  de mecanismos  de  defensa 

antioxidante.  La  célula  posee  también  la  capacidad  de  sintetizar  sistemas 

reparadores/eliminadores de las proteínas, lípidos y ADN dañados. 
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ANTIOXIDANTES  

En  1995  Halliwell  los  definió  como  “cualquier  sustancia  que,  en  bajas 

concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye  significativamente o 

inhibe la oxidación de este sustrato” [Halliwell y cols., 1995]. Desde un punto de vista 

bioquímico,  los  radicales  libres  se  clasifican  en  enzimáticos  y  no  enzimáticos.  Los 

primeros son proteínas de peso molecular elevado, que minimizan el daño oxidativo 

catalizando  reacciones  químicas.  Los  antioxidantes  no  enzimáticos  son  moléculas 

pequeñas que reaccionan directamente con  los radicales  libres, evitando que ejerzan 

su  acción  tóxica  sobre  lípidos,  proteínas  y  ácidos  nucleicos.  En  este  contexto  de 

moléculas  antioxidantes  no  enzimáticas  se  debe  incluir  a  la melatonina,  objeto  de 

estudio de este  trabajo de  investigación, que se  tratará en detalle más adelante. Las 

principales características de varias moléculas antioxidantes presentes en el ser vivo en 

condiciones fisiológicas se resumen en la tabla 2. 

SISTEMAS REPARADORES 

Aunque en sentido estricto no deben ser consideradas como antioxidantes, ya 

que  no  eliminan  radicales  libres,  hay  una  serie  de  enzimas  que  participan  en  los 

procesos de reparación de biomoléculas dañadas por ellos. Se ha demostrado que  la 

peroxidación  lipídica estimula  la fosfolipasa A2, y también que  las formas peroxidadas 

de los fosfolípidos son el sustrato preferido de la fosfolipasa A2 [Halliwell y Gutteridge, 

1990], por lo tanto la fosfolipasa A2 degrada los fosfolípidos oxidados de la membrana 

[Demple y Halbrook, 1983; Sevanian y Kim, 1985; Dizdaroglu, 1993]. También podemos 

destacar  las  enzimas  reparadoras  de  ADN,  la metionina  sulfóxido  reductasa,  y  las 

enzimas  proteolíticas  intracelulares,  que  actúan  degradando  proteínas  dañadas 

oxidativamente evitando su acumulación [Davies y cols., 1986; Giulivi y Davies, 1990]. 
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Tabla 2. Resumen de los principales antioxidantes biológicos. 

Antioxidantes enzimáticos 

Antioxidante  Localización  Acción 

Superóxido 
dismutasas 

SOD 
(EC1.15.1.1)  

Cu/Zn SOD  Citosol, núcleo y lisosomas   
Catalizan dismutación de ∙O2

‐ a H2O2  [McCord y Fridovich, 
1969; Fridovich, 1974] 

Mn SOD  Mitocondria 

Extracelular SOD  Plasma          

Catalasa o hemoperoxidasa 
(EC1.11.1.6)  Peroxisomas y citosol 

Cataliza depuración de H2O2,  reduce hidroperóxidos 
de metilo  y  etilo  [Chance  y  cols.,  1979;  Bai  y  Cederbaum, 
2001] 

Glutatión peroxidasa             
GPx (EC1.11.1.9)  Intracelular  Cataliza  reducción  de  H2O2  y  otros  hidroperóxidos 

[Mills, 1957] 

Glutatión reductasa              
GR EC1.6.4.2)  Intracelular  Regenera  el  GSH  a  partir  del  GSSG  [Hopkins  y  Elliott, 

1931] 

Glucosa 6 fosfato 
deshidrogenasa (EC1.1.1.49)  Intracelular  Fuente de NADPH 

Antioxidantes  no enzimáticos 

Antioxidante  Localización  Acción 

Glutatión  
GSH  Intracelular, alveolos  Sustrato  de  la  GPx,  reacciona  con  ∙OH,  ∙O2

‐  y  radicales  libres  orgánicos, 
regenera la vitamina C [Martensson y Meister, 1991; Meister, 1992; 1994] 

Coenzima Q 
Cadena de transporte 

electrónico 
mitocondrial 

Protege  frente a  la peroxidación  lipídica,  regenera vitamina E  [Do y cols., 
1996] 

Vitamina E 
Membranas lipídicas 

y lipoproteínas 
plasmáticas 

Depura ∙1O2, ∙O2
‐, ∙OH, ∙NO y RO∙ [Ohki y cols., 1984; Escames y cols., 1997; Siu y cols., 

1998; Halliwell y Gutteridge, 1999; Siu y cols., 1999], detiene la peroxidación lipídica y 
quela hierro [Zimmer y cols., 1993] 

Vitamina C  Fluidos intra‐ y extra‐
celulares 

Depura ∙O2
‐, H2O2, ∙OH, 

1O2 y ∙NO  formando radical semidehidroascorbato, 
[Niki, 1991; Meister, 1992; Ghosh y cols., 1997; Mendiratta y cols., 1998; Chen y cols., 2000; 
Zhang y Omaye, 2000] contribuye a  la regeneración de  la vitamina E  [May y cols., 
1998]. 
Actúa  como  prooxidante  cuando  reduce  Fe3+  a  Fe2+  y  éste  cataliza  la 
reacción de Fenton‐Haber‐Weiss generando ∙OH [Fukuzawa y cols., 1981; Samuni 
y cols., 1983; Sahu y Washington, 1991; 1992; Buettner y Jurkiewicz, 1996; Gerster, 1999]. 

Ácido úrico  Amplia distribución  Depura ∙OH, 1O2, HClO y ROO∙ [Ames y cols., 1981], quela metales de transición 
[Davies y cols., 1986] 

Quelantes: transferrina, ceruloplasmina, ferritina, lactoferrina, 
hemopexina, hemosiderina, EDTA y desferroxamina 

Quelan metales de transición [Bates y Schlabach, 1973; Kanner 
y cols., 1987; Ehrenwald y Fox, 1994; Yu, 1994]. 

Bilirrubina  Sangre, tejidos  Antioxidante que  rompe  reacciones en cadena,  reacciona con ROO∙  y  1O2 
[Neuzil y Stocker, 1993] 

β‐caroteno  Membranas lipídicas  Depura  ∙O2
‐, ROO∙ y  1O2  [Rousseau y cols., 1992; Regnault y cols., 1993; Telfer y cols., 

1994; Biesalski y cols., 1996] 

Flavonoides  Exógenos  Reaccionan con ROO∙,  ∙OH y el  ∙O2
‐,  formando el radical  fenoxi  [Rice‐Evans y 

cols., 1995; Rice‐Evans y Miller, 1996] 

Glucosa  Amplia distribución  Depura ∙OH [Yu, 1994] 

Cisteína  Amplia distribución  Reduce compuestos orgánicos donando electrones del sulfidrilo [Yu, 1994] 

Melatonina 
Citosol, núcleo, 
mitocondria, 

membranas, plasma 

Potente  antioxidante.  Depura  ∙OH,  ∙O2
‐,  H2O2,  NO∙,  HClO,  ONOO

‐.  Activa 
enzimas  antioxidantes  e  inhibe  enzimas  productoras  de  radicales  libres 
[Reiter y cols., 2003a] 
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FISIOPATOLOGÍA DE LOS RADICALES LIBRES  

El  estrés  oxidativo  producido  por  los  radicales  libres  ha  sido  implicado  en  la 

patogénesis de una gran variedad de enfermedades en el ser humano [Davies, 1995]. 

FUNCIONES DE LOS RADICALES LIBRES 

Aunque  los radicales  libres son subproductos tóxicos del metabolismo celular, 

existen evidencias de su necesidad para el desarrollo adecuado de  la  función celular 

[Aslan  y  Ozben,  2003;  Chiarugi  y  cols.,  2003;  Nathan,  2003].  Los  radicales  libres 

participan, como moléculas señalizadoras, en la regulación del crecimiento celular y en 

las  respuestas  adaptativas.  Estímulos  extracelulares,  por  citoquinas  y  factores  de 

crecimiento,  producen  un  estallido  transitorio  de  radicales  libres  en  células  de 

mamíferos. La señal de transducción inducida por el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas y la transcripción génica inducida por citoquinas, se inhiben cuando se evita 

el  incremento  de  la  concentración  de  radicales  libres, mediante  su  eliminación  por 

agentes químicos o enzimáticos [Dalle‐Donne y cols., 2001]. 

Los radicales de oxígeno pueden actuar como segundos mensajeros, ya que su 

concentración se eleva por acción de un  ligando extracelular. Todos ellos activan una 

forma  citoplasmática  del  factor  de  transcripción  NF‐κB  que  resulta  al  eliminar  una 

subunidad  proteica  inhibidora,  IκB.  El  factor  de  transcripción NF‐κB  es  un  complejo 

multiproteico que regula una gran variedad de genes relacionados con la inmunidad, la 

inflamación y el cáncer. Esta activación se inhibe por agentes que eliminan radicales de 

oxígeno y puede recuperarse por exposición a un débil estrés oxidativo.  

Desde  los  años  90  varios  estudios  apuntan  que  una  pequeña  cantidad  de 

oxidantes tales como el peróxido de hidrógeno juegan un papel crucial como segundo 

mensajero en la transducción de señal para la activación, diferenciación y proliferación 

celular [Schreck y cols., 1992]. La inducción o inhibición de la proliferación celular por 

lo tanto parece ser dependiente de los niveles de oxidantes/antioxidantes en la célula. 

Un ambiente reducido estimula la proliferación, sin embargo un ligero cambio hacia un 

ambiente oxidado induce la apoptosis o necrosis en las células. En líneas generales, la 
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apoptosis  es  inducida  por  un  estímulo moderado  de  oxidantes  y  la necrosis  por  un 

efecto oxidante intenso. 

CONCEPTO DE ESTRÉS Y DAÑO OXIDATIVO 

La  generación  de  radicales  libres,  en  organismos  sanos,  está  relativamente 

equilibrada  con  sus  sistemas  de  defensa  antioxidante,  pero  cuando  el  equilibrio  se 

desplaza  hacia  la  formación  de  radicales  libres,  se  genera  estrés  oxidativo.  Éste  se 

define  como  una  alteración  del  equilibrio  entre  las  especies  prooxidantes  y  las 

antioxidantes,  a  favor  de  las  primeras  [Sies  y  Mehlhorn,  1986].  Así  pues,  puede 

originarse por un exceso de sustancias prooxidantes (exposición a radiación ionizante, 

radiación  ultravioleta  (UV)  intensa,  toxinas,  estrés  psicológico  o  físico,  y  ciertas 

patologías),  por  una  deficiencia  de  agentes  antioxidantes  (sistemas  enzimáticos 

deficientes  en  recién  nacidos,  envejecimiento,…),  o  por  ambos  factores  a  la  vez.  La 

acción de radicales libres sobre los constituyentes estructurales celulares produce una 

agresión  interna continuada, que amenaza a  la  integridad de  todas  las biomoléculas. 

Las consecuencias patológicas dependerán entonces del tipo de constituyente celular 

que se vea más dañado. 

1. PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 

Los lípidos, el componente más abundante molecularmente de las membranas 

biológicas, son  las biomoléculas más susceptibles de ser atacadas por radicales  libres, 

especialmente aquéllos que poseen mayor número de dobles enlaces en su molécula, 

es  decir,  los  ácidos  grasos  poliinsaturados  [Cheeseman  y  Slater,  1993;  Gutteridge, 

1995]. Los radicales libres que pueden iniciar esta reacción son ∙OH, 1O2, el ozono, RO∙ 

y ROO∙  [Kanner  y  cols.,  1987; Halliwell,  1990].  El proceso  de  ataque oxidativo  a  los 

lípidos se denomina peroxidación lipídica. 

La reacción de la peroxidación lipídica comienza cuando un radical libre ataca a 

un  carbono  de  la  cadena  alifática  de  un  ácido  graso,  y  se  extrae  un  átomo  de 

hidrógeno.  Esta  reacción  se produce  significativamente  en  los  carbonos  contiguos  a 

dobles  enlaces  de  ácidos  grasos  poliinsaturados,  ya  que  los  radicales  formados  se  
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estabilizan por  resonancia  con el doble enlace del  resto acilo,  formando  conjugados 

dienos. Este radical centrado en un átomo de carbono reacciona con el O2 y forma un 

ROO∙ y otras moléculas como endoperóxidos, hidroperóxidos y cicloperóxidos [Curtis y 

cols.,  1984].  El  nuevo  ROO∙  formado  es  capaz,  a  su  vez,  de  extraer  un  átomo  de 

hidrógeno  de  un  fosfolípido  adyacente,  formando  un  radical  alquílico  (R’∙)  y  un 

peróxido lipídico (ROOH), propagando así una reacción en cadena que se extiende por 

toda la membrana [Kanner y cols., 1987; Hunt y cols., 1988].  La reacción sólo termina 

cuando los radicales libres interaccionan con moléculas antioxidantes o bien mediante 

la fragmentación de los ácidos grasos en gran número de productos hasta que se agota 

el sustrato,  lo que  implica  la muerte celular. De forma esquemática,  la reacción de  la 

peroxidación lipídica se divide en cuatro pasos: iniciación, propagación, ramificación y 

terminación (figura 7). 

 La oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados produce su y la formación de 

uniones cruzadas entre  fosfolípidos o entre  fosfolípidos y proteínas  [Bruch y Thayer, 

1983;  Curtis  y  cols.,  1984].  Estas  alteraciones  estructurales  son  las  principales 

responsables de  la rigidez en  las membranas biológicas cuando éstas son expuestas a 

radicales libres, y por lo tanto determina su pérdida funcional [Dobretsov y cols., 1977; 

Bruch y Thayer, 1983; Schroeder, 1984; Garzetti y cols., 1993; Chen y Yu, 1994]. 

Entre  los  productos  formados  destacan  el malonildialdehído  (MDA)  y  los  4‐

hidroxialquenales  (4‐HDA), cuantificados en este  trabajo como  indicadores del grado 

de oxidación lipídica. Los productos generados durante la peroxidación lipídica pueden 

ser  también moléculas muy  tóxicas  capaces  de  provocar  graves  alteraciones  en  la 

membrana como modificaciones en  las proteínas que  la  integran  [Esterbauer y cols., 

1991; Subramaniam y cols., 1997; Refsgaard y cols., 2000; Zarkovic, 2003] e incluso  la 

ruptura de la membrana [Halliwell y Gutteridge, 1990]. 
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Figura 7. Reacciones principales de la peroxidación lipídica. 
∙RL: Radical libre, LH: lípido intacto, MDA: malonildialdehído, 4‐HDA: 4‐hidroxialquenales. 

 

2. DAÑO OXIDATIVO A LAS PROTEÍNAS 

Todos los aminoácidos presentes en las proteínas tienen residuos susceptibles, 

sobre todo a nivel del grupo carbonilo, de ser atacados por los radicales libres. Dentro 

de los aminoácidos, la tirosina, la fenilalanina, el triptófano, la histidina, la metionina y 

la cisteína son  los que presentan mayor predisposición a ser oxidados [Davies y cols., 

1987]. Esta oxidación puede dar  lugar a una alteración de  la estructura primaria y un 

cambio conformacional de la proteína y, por tanto, a una modificación o pérdida de su 

función.  

Las alteraciones bioquímicas que producen  los radicales  libres en las proteínas 

incluyen oxidaciones de  las cadenas  laterales,  fragmentación de  la cadena peptídica, 

formación de enlaces cruzados entre proteínas, modificación de los puentes disulfuro y 

los enlaces no covalentes como los de hidrógeno, cambios de conformación, alteración 

de la hidrofobicidad, y adquisición de otros grupos reactivos como por ejemplo la 3,4‐
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dihidroxifenilalanina,  los  hidroperóxidos  y  los  carbonilos  [Davies  y  Goldberg,  1987; 

Dean y cols., 1997; Stadtman, 2001; Davies, 2003]. Un caso a destacar es cuando el 

H2O2 y las formas reducidas del hierro y cobre, interaccionan en los sitios de unión de 

estos metales a las proteínas, produciendo radicales libres que oxidan inmediatamente 

a  los  residuos  de  aminoácidos  vecinos.  En muchas  enzimas  este  sitio  de  unión  de 

metales puede ser el centro activo, por lo que el ataque de radicales libres anularía su 

funcionalidad [Stadtman, 1993]. 

Aunque  la  reacción  de  las  proteínas  con  los  radicales  libres  no  se  puede 

considerar como una reacción en cadena en sentido clásico, también se producen una 

serie de reacciones sucesivas (figura 8) [Headlam y Davies, 2003]: 

 

Figura 8. Reacciones de los radicales libres con las proteínas. 

 

 

En  los procesos de daño oxidativo  a proteínas, algunos aminoácidos  como  la 

lisina, prolina y arginina, se oxidan dando grupos carbonilo, de modo que el contenido 

en carbonilos de las proteínas se puede emplear como un indicador de daño oxidativo 

a las mismas [Stadtman, 1992]. En este trabajo se ha cuantificado la aparición de estos 

restos como indicador bioquímico de la oxidación de las proteínas. 

3. DAÑO AL ADN 

El  ADN  también  es  susceptible  de  daño  oxidativo.  El  oxígeno  es  capaz  de 

adicionarse  a  las  bases  o  al  azúcar  del  ADN.  Cuando  un  radical  libre  ataca  a  una 

desoxirribosa del ADN, generalmente se produce una ruptura de la cadena a nivel del 
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lugar  de  reacción.  Sin  embargo,  la  cadena  complementaria  que  permanece  intacta, 

puede mantener  juntos  los dos extremos de  la cadena dañada hasta que actúen  las 

enzimas reparadoras. De este modo, este tipo de daño no es usualmente crítico para la 

célula  a  no  ser  que  haya  una  rotura  cercana  en  las  dos  cadenas  [Breen  y Murphy, 

1995].  La  adición de  los  radicales  libres  a  las bases del ADN es más habitual que  la 

ruptura de  las cadenas, y da  lugar a una gran variedad de productos derivados, entre 

ellos  se  encuentran  la  8‐oxoadenina,  8‐oxoguanina,  4,6‐diamino‐5‐

formamidopirimidina, 5‐hidroxicitosina, 2,6‐diamino‐4‐hidroxi‐5‐formamidopirimidina, 

5‐hidroxiuracil,  timina  glicol  y  la  8‐hidroxi‐2'‐  deoxiguanosina.  También  se  pueden 

formar puentes cruzados ADN‐proteína.  

Cuando  la  replicación  del  ADN  dañado  tiene  lugar  antes  de  la  reparación  o 

cuando  un  ADN  dañado  se  repara  de manera  incorrecta,  tiene  lugar  una mutación 

[Halliwell y Aruoma, 1991; Breen y Murphy, 1995]. Así pues,  las  lesiones oxidativas al 

ADN y la mutagénesis son causas importantes del cáncer [Ames y cols., 1993].  

Una de las bases modificadas cuyo contenido aumenta en el ADN tras un estrés 

oxidativo es la 8‐hidroxiguanina [Kasai y Nishimura, 1984]. Esta lesión puede repararse 

por  una  glicosilasa,  que  elimina  la  base  nitrogenada  (8‐hidroxiguanina),  o  por  una 

endonucleasa,  que  elimina  el  nucleósido  (8‐hidroxi‐2’‐deoxiguanosina)  [Tchou  y 

Grollman, 1993]. Tras ser escindidas del resto de  la cadena, ambas se eliminan por  la 

orina. La cantidad del nucleósido 8‐hidroxi‐2’‐deoxiguanosina en órganos o en orina se 

utiliza como índice del daño oxidativo al ADN in vivo  [Fraga y cols., 1990]. 

Al menos en el caso del ADN nuclear se cree que el hierro  juega de nuevo un 

papel  importante  en  el  daño  oxidativo.  Si  el H2O2  llega  al  núcleo,  reacciona  con  el 

hierro  ferroso,  generando  ∙OH que  ataca en ese mismo  lugar  al  azúcar o  a  la base, 

produciendo roturas de hebra y modificaciones en las bases [Imlay y Linn, 1988]. 

El daño oxidativo al ADN mitocondrial (ADNmt) es unas 15 veces superior al  del 

ADN nuclear [Richter y cols., 1988]. La mitocondria es  la principal fuente de radicales 

libres, que actuarían sobre los lípidos de membrana mitocondrial, las proteínas de sus 

sistemas  enzimáticos  y,  fundamentalmente,  sobre  ADNmt.  Este  ADNmt  es  muy 

susceptible al daño oxidativo dado que,  al  contrario del ADN nuclear,  carece de  los 
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mecanismos  de  reparación  adecuados  y  no  tiene  la  protección  que  suponen  las 

histonas y poliaminas [Schapira y Cooper, 1992]. Esto ha llevado a pensar que el daño 

oxidativo  sobre  estructuras  mitocondriales  juega  un  papel  determinante  en  los 

procesos  de  envejecimiento,  es  la  llamada  teoría mitocondrial  del  envejecimiento, 

inicialmente  propuesta  por  Harman  en  1972,  y  desarrollada  por  Miquel  en  1980 

[Harman, 1972; Miquel, 1992]. 

4. DAÑO OXIDATIVO A LOS GLÚCIDOS 

Los mono y disacáridos resisten  la acción de  los radicales  libres de oxígeno. La 

glucosa, la manosa y el manitol son depuradores del radical superóxido, al retenerlo e 

impedir su acción sobre otras moléculas, actuando como agentes protectores celulares 

[Albertini y cols., 1996]. El daño oxidativo a los glúcidos reviste importancia cuando se 

trata  de  polisacáridos  de  función  estructural,  ya  que  los  polisacáridos  son 

despolimerizados  por  los  radicales  libres  [Monboisse  y  Borel,  1992]  dando  lugar  a 

procesos  degenerativos.  Un  caso  especial  es  el  del  ácido  hialurónico  cuya  función 

estructural reside en mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposición a agentes 

oxidantes, sobre todo radical superóxido provoca su fragmentación, lo que conduce a 

la desestabilización del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial, 

como es el caso de  la artritis reumatoide [Greenwald y Moy, 1980; Grootveld y cols., 

1991]. 

 

 FISIOPATOLOGÍA DE LOS ÁCIDOS BILIARES 

Los  ácidos  biliares  son  los  aniones  orgánicos  predominantes  en  la  bilis,  y  en 

condiciones  fisiológicas  están  confinados  en  la  circulación  enterohepática.  Sin 

embargo,  en  la  colestasis,  condición  patológica  del  hígado  definida  como  una 

alteración hepática en la que hay acumulación de bilis [Javitt y cols., 1982], cuando la 

circulación  enterohepática  está  interrumpida,  los  ácidos  biliares  se  acumulan  en  el 

hígado. 
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SÍNTESIS Y TRANSPORTE 

En el hombre, la síntesis de ácidos biliares C24 se realiza en el hígado a partir del 

colesterol al igual que en la mayoría de los vertebrados. Los ácidos biliares sintetizados 

de novo o primarios en el hombre son el ácido cólico, un ácido biliar con tres grupos 

hidroxilo en las posiciones C‐3, C‐7 y C‐12 y el ácido quenodesoxicólico (QCA), uno con 

dos grupos hidroxilos en las posiciones C‐3 y C‐7. El proceso global de la biosíntesis de 

ácidos biliares es  complejo  y  abarca 20 pasos  enzimáticos diferentes  (figura 10).  En 

esta  ruta,  la  adición  de  grupos  hidroxilo  y  la  oxidación  de  la  cadena  lateral,  forma 

productos  finales  más  hidrosolubles  del  colesterol.  A  pesar  de  que  la  ruta  de 

hidroxilación varía entre especies, ésta siempre es en una parte de la molécula, siendo 

invariablemente el producto  final una molécula anfipática, dado que  tiene una parte 

hidrofóbica y otra hidrofílica. Sin embargo, los ácidos biliares tienen diferentes grados 

de hidrofobicidad e hidrofilicidad [Sarbu y cols., 2001]. Antes de la secreción hacia los 

canalículos  biliares,  tanto  el  ácido  cólico  como  el QCA  son  conjugados  en  su  grupo 

carboxilo  al  grupo  amino  de  la  taurina  o  la  glicina.  La  conjugación  mejora  las 

características  hidrofílicas  del  ácido  biliar  y  el  poder  ácido  de  la  cadena  lateral, 

convirtiendo un ácido débil  (pKa≈5,0) en un ácido  fuerte  (pKa≈3,9 para el conjugado 

con glicina y 2,0 para el de taurina) y disminuyendo la difusión pasiva de ácidos biliares 

a través de  las membranas celulares durante el tránsito a  lo  largo del árbol biliar y el 

intestino delgado. El efecto neto de la conjugación es mantener altas concentraciones 

intraluminales de ácidos biliares en el  intestino delgado para facilitar  la digestión y  la 

posterior  absorción  de  grasas  [Hofmann,  1999].  Sin  embargo,  los  ácidos  biliares 

también  son  desconjugados  por  la  flora  bacteriana  endógena  durante  el  paso 

intestinal,  lo que  facilitará su  reabsorción y paso a sangre, para ser  reconjugados de 

nuevo  en  el  hígado.  Los  ácidos  biliares  conjugados  a  pH  fisiológico  se  encuentran 

predominantemente  en  su  forma  aniónica,  por  lo  que  se  les  llama  también  sales 

biliares  [Hofmann, 1994]. Por simplificar y por  la similitud de ambas  formas, en este 

trabajo denominaremos ambas formas como ácidos biliares. La mayoría de  los ácidos 

biliares secretados al intestino delgado por el esfínter de Oddi, son absorbidos intactos 

en  forma eficiente entrando en  la circulación enterohepática, dejando pasar a colon 



 
 

34 

  Melatonina protege la hepatotoxicidad oxidativa mediada por ácidos biliares 

menos de un 5% del conjunto de ácidos biliares [Redinger, 2003; Kullak‐Ublick y cols., 

2004].  Los  ácidos  biliares  que  son  reabsorbidos  en  el  íleon,  son  transportados  vía 

portal al hígado, donde son extraídos por los hepatocitos [Kullak‐Ublick y cols., 2004]. 

Los niveles de ácidos biliares en la sangre venosa portal durante el ayuno y el periodo 

postprandial  son  aproximadamente  0,014  y  0,043 mM  respectivamente  [Angelin  y 

cols., 1982]. 

 
Figura 9. Principales ácidos biliares y sus sitios de síntesis y metabolismo 
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Los ácidos biliares que llegan al colon son metabolizados por la flora bacteriana 

anaeróbica. Primeramente  sufren una desconjugación  y después  la  acción de  la 7α‐

deshidroxilasa  bacteriana  produce  ácidos  biliares  secundarios  desoxicólico  (DCA)  y 

litocólico  (LCA) en el  colon.  El DCA, producido  a partir del  ácido  cólico, es un  ácido 

biliar dihidroxilo con grupos hidroxilos en las posiciones C‐3 y C‐12. El LCA, producido a 

partir del ácido QCA,   es un ácido biliar monohidroxilo  con un grupo hidroxilo en  la 

posición  C‐3  (tabla  3).  Tras  ser  absorbido  en  colon  y  retornar  al  hígado,  el DCA  es 

reconjugado con glicina o taurina y circula en sangre con los ácidos biliares primarios. 

El  LCA  es  poco  soluble  y  se  reabsorbe  en  muy  pequeña  cantidad  [Hill,  1990].  La 

conjugación hepática de  los ácidos biliares  circulantes es extremadamente eficiente, 

de manera que  todos  los  ácidos biliares de  la bilis  (en especial, ácido  cólico, QCA  y 

DCA)  están  en  su  forma  conjugada  [Falany  y  cols.,  1994].  La  desconjugación  y  la 

deshidroxilación  bacteriana  en  el  colon  también  son muy  eficientes,  por  lo  cual  los 

ácidos  biliares  de  la  materia  fecal  están  todos  desconjugados  y  comprenden 

primordialmente a  los ácidos biliares secundarios DCA y LCA. Como una modificación 

terciaria,  el  ácido  LCA  también  es  sulfatado  en  la  posición  C‐3  y  reconjugado  con 

taurina  o  glicina.    Los  ácidos  biliares  terciarios  se  forman  en  el  hígado  y  por  las 

bacterias  intestinales  a  partir  de  los  ácidos  biliares  secundarios.  Estas  reacciones 

comprenden  la sulfatación y  la hidroxilación hepáticas del ácido LCA, formando ácido 

sulfolitocólico, y  la reducción del ácido 7‐oxo‐litocólico a ácido QCA o su epímero 7β‐

ursodesoxicólico.  El  ácido ursodesoxicólico  (UDA) es  conjugado en el hígado,  circula 

con  el  pool  de  ácidos  biliares  primarios,  y  constituye menos  del  5%  de  los  ácidos 

biliares primarios. 

En la vesícula biliar la composición biliar de ácidos biliares es: QCA (35%), cólico 

(35%), DCA (25%), UDA (2%), LCA (1%),  otros (oxo‐ y 3β‐hidroxi derivados de los ácidos 

biliares secundarios)  (2%)  [Ridlon y cols., 2006]. Y en el agua  fecal de  individuos con 

una dieta baja en fibra es: DCA (58%), LCA (12%) y cólico (4%) [Alberts y cols., 2003]. 
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Tabla 3. Estructuras de los ácidos biliares estudiados en este trabajo. 
[coeficientes de partición octanol‐agua, log P, según Sarbu y cols., 2001] 
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Recientemente se ha puesto de manifiesto la importancia de los ácidos biliares 

como reguladores  transcripcionales de  la homeostasis del colesterol.   La cantidad de 

ácidos biliares  sintetizada por el hígado, está estrechamente  regulada para evitar  la 

sobreacumulación  de  ácidos  biliares  y  de  colesterol.  Cuando  los  ácidos  biliares  se 

concentran por encima de los niveles fisiológicos, se pone en marcha un mecanismo de 

retroalimentación negativa que disminuye su síntesis [Russell y Setchell, 1992]. Por el 

contrario,  la  formación  de  ácidos  biliares  se  incrementa  cuando  el  sustrato,  el 

colesterol,  se  acumula. Ambas  respuestas  reguladoras  ocurren  en  la  transcripción  y 

están  mediadas  por  miembros  de  la  familia  de  receptores  nucleares  hormonales, 

actuando en dos genes que codifican las hidrolasas de las rutas biosintéticas [Chawla y 

cols., 2001]. 

Los  ácidos  biliares  sufren  un  largo  proceso  de  circulación  enterohepática  

[Muller y Jansen, 1997; Meier y Stieger, 2002]. Diversos sistemas de transporte en las 

membranas basolateral  y  canalicular de  los hepatocitos permiten  su  secreción de  la 

sangre a la bilis. Dirigiendo la totalidad del proceso  se encuentra la Na+‐K+ ATPasa en 

la  membrana  basolateral  que  mantiene  un  gradiente  electroquímico  entre  el 

hepatocito y el medio extracelular. Este transportador intercambia tres iones de sodio 

intracelulares  por  dos  iones  de  potasio  extracelulares,  manteniendo  así  un  alto 

gradiente sodio‐potasio. Además, dado el balance global del  intercambio eléctrico, el 

interior  de  la  célula  está  cargado  negativamente  (‐35mV)  en  comparación  con  el 

exterior, favoreciendo la captación de iones cargados positivamente y la excreción de 

los  iones  con  carga  negativa.  La  ATPasa  Na+‐K+  está  presente  en  la  membrana 

basolateral, no  se encuentran en  la membrana  canalicular  [Sellinger y Boyer, 1990]. 

Este transportador entre otros, está influido por cambios en la fluidez de la membrana. 

La  captación  de  ácidos  biliares  por  el  hepatocito  se  realiza  a  través  de  un 

cotransportador  sodio‐taurocolato  localizado  en  la  membrana  basolateral.  Este 

mecanismo sodio‐dependiente es específico para los ácidos biliares. Existe también un 

transportador  inespecífico que se ocupa de  la captación de aniones orgánicos, que es 

sodio‐independiente  y  transporta  tanto  ácidos  biliares  como  una  gran  variedad  de 

aniones  y  cationes  orgánicos.  Este  transportador  es  de  la  familia  de  proteínas 

transportadoras  de  aniones  orgánicos,  denominada  abreviadamente  OATP.  Otros 
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transportadores  de  iones  en  la membrana  basolateral  son  los  intercambiadores  de 

sodio y potasio  implicados en el control de pH  intracelular. Un cotransportador Na+‐

HCO3
‐  también  realiza  esta  función.  La  membrana  basolateral  también  contiene 

mecanismos  de  captación  de  sulfatos,  cationes  orgánicos  y  ácidos  grasos  no 

esterificados, y diversas  isoformas de  la proteína de resistencia a multidrogas o MRP. 

El transporte de ácidos biliares a través de la célula implica a las proteínas citosólicas.  

El  retículo  endoplásmico  y  el  aparato  de  Golgi  también  están  implicados  en  el 

transporte de ácidos biliares. El transporte vesicular parece ser importante únicamente 

cuando existen tasas de flujo suprafisiológicas de ácidos biliares.  

En condiciones normales, el paso limitante en el transporte de ácidos biliares a 

través de los hepatocitos es su excreción a la bilis a través de la membrana canalicular 

de  la que se encargan diversos sistemas de transporte primario activo, dependientes 

de  ATP,  bombas  exportadoras  de  sales  biliares.  Estas  proteínas  son  unos 

transportadores pertenecientes a la superfamilia de transportadores ABC. 

 Los  ácidos  biliares,  como  componentes  de  la  bilis,  recorren  los  conductos 

biliares hasta  la vesícula biliar donde se almacenan para su  futuro uso. La regulación 

transcripcional  y  post‐transcripcional  de  los  transportadores  involucrados  en  la 

circulación  enterohepática  está  estrechamente  relacionada  con  la  regulación  de  la 

homeostasis  lipídica.  La  disminución  o  ausencia  de  la  expresión  de  los  sistemas  de 

transporte  hepatocelulares  es  una  causa  importante  de  diversos  tipos  de 

enfermedades colestáticas [Trauner y cols., 1998].  

ESTRUCTURA Y CARACTERÍSTICAS GENÉRICAS 

Los  ácidos  biliares  son  esteroides  hidroxilados,  sintetizados  a  partir  de 

colesterol en el hígado. La molécula de un ácido biliar contiene un anillo esteroideo y 

una  cadena hidrocarbonada  lateral  corta.  La  cadena  termina en un grupo  carboxilo, 

que puede ser conjugado con glicina o taurina a través de un grupo amino. Los anillos 

esteroideos  contienen  grupos  hidroxilo  y  los  ácidos  biliares  se  diferencian  por  el 

número,  la  posición  y  la  orientación  de  estos  grupos.  La  distribución  de  los  grupos 

hidrofílicos, grupos hidroxilo y cadena  lateral y  los hidrofóbicos en distintas caras del 
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anillo esteroideo genera una molécula anfipática.   En  la  tabla 3  se han detallado  las 

estructuras químicas de los ácidos biliares estudiados en este trabajo.  

La hidrofobicidad/lipofilicidad de un compuesto es una propiedad compleja que 

generalmente  se  mide  disolviéndolo  en  una  mezcla  bifásica  de  agua  y  un  líquido 

inmiscible y determinando luego la concentración de equilibrio en cada fase. Se calcula 

así el coeficiente de partición entre ambos solventes. El más usado como medida de 

hidrofobicidad es el coeficiente de partición octanol‐agua  (Po/w) y para utilizarlo en 

relaciones lineales de energía libre se expresa como logaritmo (log P). 

En  la tabla 3 se compendian  los coeficientes de partición de  los ácidos biliares 

obtenidos  de  los  datos  experimentales  de  la  bibliografía  [Sarbu  y  cols.,  2001].  En 

resumen, podemos decir que el LCA es el más hidrofóbico de  los estudiados en este 

trabajo, y en orden de hidrofilicidad creciente están el   DCA, QCA y el más hidrofílico 

de los ácidos biliares libres es el UCA.  Los respectivos ácidos biliares conjugados con la 

taurina son más hidrofílicos que sus ácidos  libres  [Attili y cols., 1986; Natalini y cols., 

2007]. 

FUNCIONES 

Los  ácidos  biliares  y  sus  sales,  son  productos  naturales  constituyentes 

fundamentales de  la bilis. La principal función de  los ácidos biliares es  la emulsión de 

los lípidos biliares, en particular el colesterol. Por lo tanto, la síntesis de ácidos biliares 

y su excreción en heces representa el único mecanismo significativo para eliminar el 

exceso de colesterol. Su acción emulsionante también facilita la absorción intestinal de 

las  vitaminas  liposolubles  y  la  digestión  de  los  triglicéridos  de  la  dieta,    ya  que 

proporciona  una  mayor  accesibilidad  de  las  lipasas  pancreáticas  a  estas  grasas. 

Además,  la  bilis  es  una  importante  vía  de  eliminación  de  toxinas,  carcinógenos,  

fármacos  y  sus metabolitos.  También  se  excretan  en  la  bilis  además  del  colesterol, 

otros  compuestos endógenos  y productos metabólicos  como bilirrubina  y hormonas 

[Nathanson y Boyer, 1991]. 
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IMPLICACIONES ETIOPATOGÉNICAS  

Desde  hace  tiempo  se  conoce  que  los  ácidos  biliares  están  implicados  en  la 

etiopatogenia de enfermedades como el cáncer [Cook y cols., 1940; para revisión ver 

Bernstein  y  cols.,  2005].  El  mecanismo  de  acción  de  la  carcinogénesis  es  todavía 

desconocido,  pero  hay  varios  efectos  que  pueden  estar  implicados  (figura  10).  Los 

ácidos biliares a altas dosis son extremadamente tóxicos, probablemente a través del 

daño a  las membranas celulares [Billington y cols., 1980], membranas mitocondriales 

[Gores y cols., 1998; Palmeira y Rolo, 2004] o interfiriendo con la función celular [Vaezi 

y Richter, 2000].  Esta  citotoxicidad  y  alteración de  la membrana puede estimular  la 

proliferación  y,  por  lo  tanto,  contribuir  al  cáncer  [Nagengast  y  cols.,  1995]. A  bajas 

dosis,  se  sabe  que  los  ácidos  biliares  estimulan  efectos  de  señalización  celular  que 

involucran, PKC  [LaRue y  cols., 2000],  c‐myc  [Tselepis y  cols., 2003], COX‐2  [Zhang y 

cols.,  1998]  y  NF‐κB  [Jenkins  y  cols.,  2004].  Los  ácidos  biliares  pueden  ser  tanto 

promotores  tumorales  como  carcinogénicos  a  través  de  dos  vías  de  señalización 

celular  distintas:  ERK  (Ras/Raf/MEK/ERK)  y  PKC  que  median  cooperativamente  la 

activación  inducida  por  los  ácidos  biliares  de  un  heterodímero  formado  por  los 

factores oncogénicos Fos y Jun denominado proteína activadora 1 (AP‐1) [Qiao y cols., 

2000]. 

Los  ácidos  biliares  pueden  ser  genotóxicos  a  través  de  la  inducción  de  daño 

oxidativo al ADN [Venturi y cols., 1997; Debruyne y cols., 2001; Bernstein y cols., 2005]. 

Así, pueden activar  la  formación ONOO‐  [Washo‐Stultz y cols., 1999]. El daño al ADN 

puede estar causado directamente por NO∙, por ONOO‐ o por ∙OH [Booth y cols., 1997; 

Jaiswal  y  cols., 2000]. Esta hipótesis encajaría  con  las  investigaciones en  las que  los 

ácidos  biliares  no  pueden  dañar  directamente  al  ADN,  sino  que  requieren 

intermediarios celulares  [Scates y cols., 1994; Glinghammar y cols., 2002]. Los ácidos 

DCA y QCA, a concentraciones  fisiológicas, estimulan  la hidroxilación de  las bases de 

ADN  mediada  por  radical  hidroxilo,  generando  8‐hidroxideoxiadenina  y  8‐

hidroxideoxiguanina  [Allgayer y cols., 1999; 2002]. El LCA  inhibe  la polimerasa β, una 

enzima necesaria para  la  reparación del ADN  [Ogawa y cols., 1998]. El DCA causa  la 

degradación de p53 [Qiao y cols., 2001]. Las funciones de esta p53 en  la respuesta al 
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daño del ADN incluyen, primero, parada del ciclo celular dando tiempo para permitir la 

reparación  del  ADN;  segundo,  actuar  directamente  sobre  la  reparación  del  ADN;  y 

tercero, estimulación de  la apoptosis cuando el daño al ADN es excesivo [Bernstein y 

cols.,  2002].  Por  lo  tanto,  la  reducción  de  p53  inducida  por  DCA  incrementaría  la 

inestabilidad genómica ya que disminuye  la  reparación del ADN y  reduce  la  retirada 

por apoptosis de las células con daño en el ADN. La pérdida de la capacidad apoptótica 

está  asociada  con un  aumento en  la  tasa de mutación  [Cherbonnel‐Lasserre  y  cols., 

1996; Cherbonnel‐Lasserre y Dosanjh, 1997; Saintigny y cols., 2001]. Mediante el test 

de  Ames  Salmonella  se  ha medido  la  capacidad mutagénica  de  los  ácidos  biliares 

[Silverman  y  Andrews,  1977],  sin  embargo  los  ácidos  biliares  no  han  mostrado 

genotoxicidad,  posiblemente  porque  la  principal  fuente  de  producción  de  EROs,  la 

mitocondria, está ausente en las bacterias.  

Los efectos celulares inducidos por ácidos biliares incluyen proliferación celular, 

apoptosis y regulación genética, y dependen de la producción de EROs [Craven y cols., 

1986;  1987;  Araki  y  cols.,  2005].  Estos  desempeñan  un  papel  relevante  en  la 

carcinogénesis [Cerutti, 1985; Olinski y cols., 1992; Guyton y Kensler, 1993; Feig y cols., 

1994; Jaruga y cols., 1994]. En  la etiopatogenia del cáncer  influyen varios factores en 

sus  tres  fases  evolutivas, mutación  del ADN  (iniciación),  estimulación  o  crecimiento 

celular  (promoción) y malignización celular  (progresión)  [Elledge, 1996]. Los radicales 

libres  pueden  actuar  en  cualquiera  de  ellas  [Nakamura  y  cols.,  1988;  Salim,  1993; 

Hussain y cols., 1994; Zalewski, 2004].  

La  generación  de  EROs  celulares  puede  tener  tanto  efectos  pro‐  como 

antiapoptóticos según el estímulo y  la cantidad y duración de  la producción de EROs 

[Tirosh y cols., 2003; Park y cols., 2004]. Las EROs pueden estimular  la activación de 

vías de señalización celular antiapotóticas como ERK y fosfatidilinositol‐3quinasa [Qiao 

y  cols.,  2001].  En  hepatocitos  de  rata,  los  ácidos  biliares  DCA  y  TDA  aumentan  la 

producción  de  EROs  mitocondrial,  lo  que  activa  receptores  con  actividad  tirosina 

quinasa  y estimulan  las  vías de  señalización ERK  y  fosfatidilinositol‐3quinasa  (PI3‐K).  

Por  lo  tanto  la  toxicidad de DCA puede  ser potencialmente  reducida por  las EROs al 

activar la vías ERK y PI3‐K, a la vez que estimulada por las EROs a través de la pérdida 
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irreversible del potencial de membrana  y  liberación del  citocromo C hacia el  citosol 

[Qiao  y  cols.,  2001].  Recientemente  se  ha  observado  que  DCA  es  un  clastógeno, 

mutágeno y tóxico para las células esofágicas, induciendo su  genotoxicidad a través de 

un mecanismo mediado por EROs [Jenkins y cols., 2007]. 

El  factor de  transcripción NF‐κB está  involucrado en  la activación de  rutas de 

supervivencia [Rust y cols., 2000; Mistry y cols., 2004; Mattson, 2005] y protege frente 

a  la  apoptosis  [Colell  y  cols.,  2001;  Crowley‐Weber  y  cols.,  2002;  Richmond,  2002; 

Monks y cols., 2004]. NF‐κB estimula  la progresión  tumoral, en parte, a  través de  la 

activación de la NOS [Payne y cols., 1998] y la ciclooxigenasa‐2 [Schottelius y Baldwin, 

1999;  Schmid  y  Adler,  2000]  y  la  liberación  de  citoquinas  proliferativas  y 

antiapoptóticas  [Jobin  y  Sartor,  2000;  Lu  y  cols.,  2004].  DCA  activa  NF‐κB  en 

hepatocitos a  través de diversos mecanismos que  tienen en común  la generación de 

estrés  oxidativo  [Payne  y  cols.,  2007]:  la  activación  de  proteínas  de  membrana 

plasmática  como  la  NADPH  oxidasa  y  la  Na+/K+‐ATPasa;  la  acción  de  enzimas 

metabolizantes de xenobióticos como las monooxigenasas citocromo P450; la alteración 

del complejo mitocondrial IV; y la modulación de flujos de Ca2+. 
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Figura 10. Resumen de  los mecanismos de toxicidad de  los ácidos biliares  [modificado de Bernstein y cols., 2005]. 
EROs: Especies  reactivas dependientes de oxígeno, PLA2: Fosfolipasa A2, COX: Ciclooxigenasa, LOX: Lipooxigenasa,   
t‐Bid:  Bid  truncado,  RE:  Retículo  endoplásmico,  PARP:  Poli  (ADP‐ribosa)  polimerasa,  iNOS:  Óxido  nítrico  sintasa 
inducible,  eNOS:  Óxido  nítrico  sintasa  endotelial,  NFκB:  Factor  nuclear  Kappa  B,  PLC:  Fosfolipasa  C,  IP3: 
Inositoltrifosfato. 
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 FISIOLOGÍA DE LA MELATONINA 

ESTRUCTURA FUNCIONAL DE LA GLÁNDULA PINEAL 

La glándula pineal o epífisis cerebral se conoce desde hace más de 2000 años, 

ya que  se describió por primera vez por Herófilo de Alejandría  (335‐280 a.C.), quien 

afirmó  que  este  órgano  actuaba  como  “un  esfínter  que  controla  el  flujo  de 

pensamientos”. En el siglo  II d.C., Galeno de Pérgamo (129‐199),  introdujo el término 

conarium para la glándula pineal, porque la pineal tiene forma del cono de una piña, y 

concibió la glándula pineal como una estructura necesaria para dar soporte a los vasos 

sanguíneos. El término actual pineal deriva del  latín pinealis, y pinea significa “piña”. 

Citas  literarias  clásicas  orientales  sitúan  el  “séptimo  chacra”  en  la  zona 

correspondiente  a  la  glándula  pineal,  refiriéndose  a  éste  como  “el  tercer  ojo”,  un 

órgano de clarividencia y mediación que también permite al hombre recordar sus vidas 

pasadas.  

Se considera una de  las mejores descripciones de  la pineal y   de su situación 

anatómica  la  realizada  por  Andrés  Vesalio  (1514‐1564)  en  su  obra  “De  Humanis 

Corporis Fabrica”, sin embargo  fue el polifacético René Descartes  (1596‐1650), quien 

en su libro “De Homine”, recogiendo en gran parte la idea de la filosofía griega, asignó 

a la glándula pineal el lugar donde reside el alma, siendo una encrucijada anatómica de 

conexión entre lo corporal y lo espiritual. Descartes pensó que los estímulos percibidos 

por los ojos eran llevados al cerebro y desde allí alcanzaban la glándula pineal.  

A  partir  de  la  segunda  mitad  del  siglo  XIX  se  replanteó  la  fisiología  de  la 

glándula  pineal,  aumentando  el  interés  por  su  anatomía  comparada,  histología  y 

embriología, principalmente debido al desarrollo de métodos  técnicos más  refinados 

de corte y tinción tisular. En 1850, Rudolph Albert von Kolliker (1817‐1905) observó la 

presencia de  fibras nerviosas en  la glándula pineal de mamífero, y en 1904, Santiago 

Ramón y Cajal (1852‐1934) encontró fibras nerviosas ramificadas en la glándula pineal 

de ratón, y sugirió que eran de origen simpático [Ramón y Cajal, 1904]. 
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A  finales  del  siglo  XIX,  con  el  auge  de  la  fisiología  del  sistema  endocrino  se 

sospechó que la glándula pineal de los mamíferos pudiera desempeñar un papel como 

glándula endocrina. Esta hipótesis se confirmó con la observación de casos clínicos de 

pubertad  precoz  en  niños  con  tumores  no  parenquimatosos  de  la  glándula  pineal 

[Heubner, 1898]. En 1905, Studnicka estableció el origen de la glándula pineal como un 

órgano fotorreceptor en especies inferiores y postuló la función secretora de la pineal 

[Studnicka, 1905].  

Sin embargo, en toda la historia de la investigación de la glándula pineal no hay 

ningún descubrimiento más importante que el de su principal hormona, la melatonina, 

una estructura aislada por Lerner y cols. [1958]. Estos autores descubrieron que dicha 

molécula aclaraba la piel de la rana, y le dieron el nombre de melatonina al relacionar 

su función con el pigmento melanina y su estructura con la serotonina. 

Durante  el  siglo  pasado  se  fueron  conociendo  en  mayor  profundidad  las 

funciones de  la glándula pineal, como  la  importancia de  la luz‐oscuridad en el control 

de  su  función  [Fiske  y  Huppert,  1968]  y  los  efectos  de  la  glándula  pineal  en  la 

reproducción de los mamíferos como órgano neuroendocrino [Wurtman y cols., 1963; 

Hoffman y Reiter, 1965]. Estos descubrimientos sentaron las todavía incipientes bases 

de la fisiología moderna de la glándula pineal y la melatonina. 

La glándula pineal, en el hombre, está  localizada  inmediatamente por encima 

de  los  tubérculos  cuadrigéminos  del  mesencéfalo,  en  la  región  de  la  comisura 

posterior.  Es  un  órgano  impar  con  forma  cónica  y  unido  al  diencéfalo  por  el  tallo 

pineal. La base de este tallo presenta un fondo de saco que se continúa con la cavidad 

del  tercer  ventrículo.  También  se  le denomina epífisis puesto que es  la evaginación 

superior  del  diencéfalo  en  contraposición  a  la  glándula  pituitaria  o  hipófisis  que  se 

encuentra en la parte inferior.  

Embriológicamente  la pineal se origina a partir del ectodermo hacia  la octava 

semana  de  vida  fetal  como  una  evaginación  del  epéndimo  que  forma  el  techo  del 

tercer  ventrículo.  Aunque  comienza  como  una  estructura  sacular,  rápidamente  la 

proliferación de las células de sus paredes la convierten en una glándula sólida.  
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Es  uno  de  los  tejidos  corporales  con mayor  flujo  sanguíneo  en  relación  a  su 

peso que en el hombre adulto es de unos 150 mg  [Reiter, 1981]. La  irrigación de  la 

pineal  proviene  fundamentalmente  de  vasos  de  la  piamadre,  ramas  de  las  arterias 

coroidales posteriores que derivan de la cerebral posterior.  

La  glándula  pineal  está  inervada  por  fibras  postganglionares  simpáticas 

procedentes  del  ganglio  cervical  superior  [Ramón  y  Cajal,  1904].  También  tiene 

inervación  serotoninérgica  de  origen  central,  fibras  pinealopetales,  y  fibras 

pinealofugales  que  se  proyectan  hacia  diversas  áreas  del  sistema  nervioso  central 

inmaduro [Vollrath, 1985]. 

Histológicamente,  la  glándula  pineal  en  los  mamíferos  está  compuesta 

fundamentalmente  por  dos  tipos  celulares  integrados  en  folículos:  la  célula 

parenquimatosa o pinealocito,  y  la  célula  intersticial o  astrocito  inmaduro  [Vollrath, 

1985].  La  evolución  filogenética  funcional  de  la  pineal  se  corresponde  con  una 

evolución  citológica,  de  tal  forma  que  si  en  especies  inferiores  predomina  el 

pinealocito  como  fotorreceptor,  conforme  nos  acercamos  a  los  mamíferos,  las 

estructuras  celulares  evolucionan  para  capacitar  al  pinealocito  en  la  síntesis  de 

melatonina y otras sustancias, y su posterior secreción. 

BIOSÍNTESIS DE MELATONINA 

La  melatonina  es  una  molécula  de  al  menos  dos  mil  millones  de  años 

[Poeggeler y Hardeland, 1994; Macías y cols., 1999], que está presente en  todos  los 

animales y plantas donde se ha buscado, con la misma estructura molecular, situación 

que muy rara vez sucede en  la Naturaleza. Se cree que  la melatonina apareció con  la 

misión fundamental de “neutralizar el efecto dañino del oxígeno” como productor de 

radicales  libres,  poseyendo  un  potente  efecto  antioxidante.  Con  el  transcurso  del 

tiempo ha sido capaz de ir adquiriendo otras funciones propias de una hormona. 

La melatonina  o  N‐acetil‐5‐metoxitriptamina  es  una  indolamina  descrita  por 

primera vez por McCord y Allen  (1917) y aislada por Lerner y cols.  [1958] a partir de 

extractos de glándula pineal. Se  trata de un cristal orgánico, de color blanco, con un 
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peso molecular es de 232,38 Da y un punto de fusión entre 116 y 118 °C, poco soluble 

en agua y mucho en etanol [Szmuszkovicz y cols., 1960]. 

La biosíntesis de melatonina  (figura 11) a partir de  triptófano, un aminoácido 

aromático esencial, tiene lugar en la glándula pineal y en otros tejidos productores de 

melatonina como  retina  [Grace y cols., 1991],  cuerpo ciliado del  iris  [Aimoto y cols., 

1985],  glándula  lacrimal  [Mhatre  y  cols.,  1988], médula  ósea  [Tan  y  cols.,  1999b], 

aparato digestivo [Bubenik, 1980; Vakkuri y cols., 1985a; Huether y cols., 1992; Tan y 

cols., 1999a], ovario [Itoh y cols., 1997], sistema inmune [Guerrero y Reiter, 2002] y el 

sistema portal hepático [Huether y cols., 1992]. Así, los niveles tisulares de melatonina 

son cientos de  órdenes de magnitud mayores que los del plasma [Reiter y Tan, 2003]. 

El triptófano entra en el pinealocito desde los capilares sanguíneos a través de 

un transporte activo bajo control adrenérgico y sufre una hidroxilación en posición 5 

por  acción de  la  triptófano‐5‐hidroxilasa,  convirtiéndose en 5‐hidroxitriptófano.  Este 

paso  limitante en  la síntesis ocurre en  la mitocondria y  requiere una pteridina como 

cofactor, posiblemente la tetrahidrobiopterina, molécula que alcanza concentraciones 

elevadas en  la glándula pineal [Sitaram y Lees, 1978]. La actividad de  la triptófano‐5‐

hidroxilasa también depende de los grupos tiol. Así, los agentes reductores aumentan 

la velocidad de reacción de 50 a 100 veces [Hori, 1975; Ebadi y Govitrapong, 1986]. Se 

ha  descrito  una  pequeña  variación  circadiana  de  la  actividad  de  la  triptófano‐5‐

hidroxilasa, ligeramente mayor durante la noche [Wurtman y cols., 1971]. Finalmente, 

la  cantidad  de  sustrato  también  puede  ser  un  factor  clave  en  la  síntesis  del  5‐

hidroxitriptófano. 

Posteriormente, el 5‐hidroxitriptófano se descarboxila mediante la L‐triptófano 

descarboxilasa  para  formar  5‐hidroxitriptamina  o  serotonina,  siendo  ésta  un 

importante  neurotransmisor  del  sistema  nervioso  central.  La  L‐triptófano 

descarboxilasa está localizada en el citosol del pinealocito y de otras estirpes celulares. 

Su actividad está regulada por la iluminación ambiental a través de fibras simpáticas y  

requiere el piridoxal fosfato como cofactor [Snyder y cols., 1964]. 
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Figura 11. Biosíntesis de melatonina a partir de triptófano. 
NAT: N‐acetil‐transferasa, HIOMT: hidroxiindol‐O‐metil transferasa. 

 

La serotonina tiene dos vías principales de metabolización en la glándula pineal. 

Puede desaminarse por acción de  la MAO, o convertirse en melatonina por  la acción 

de  dos  enzimas  que  actúan  sucesivamente:  en  primer  lugar  la  N‐acetil‐transferasa 

(NAT),  que  presenta  un marcado  ritmo  circadiano,  y  transfiriere  a  la  serotonina  un 

grupo acetilo del cofactor acetil coenzima A principalmente, dando   así  lugar a  la N‐

acetil‐5‐hidroxi‐triptamina  o  N‐acetil‐serotonina.  A  continuación  la  enzima 

hidroxiindol‐O‐metil  transferasa  (HIOMT)  va  a  transferir  a  la  N‐acetil‐serotonina  un 

grupo  metilo  de  un  cofactor  de  S‐adenosil‐metionina  y  convertirla  en  N‐acetil‐5‐

metoxi‐triptamina, melatonina. 
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La actividad de la N‐acetil‐transferasa, determina el ritmo pineal de producción 

hormonal y puede regularse mediante su expresión génica o mediante  la activación y 

estabilidad de la enzima [para revisión ver Hardeland, 2008]. La expresión de la enzima 

se puede regular por una vía nerviosa controlada por el núcleo supraquiasmático del 

hipotálamo,  el  llamado  reloj  biológico.  Esta  vía  (figura  12)  comienza  en  la  retina    y 

continúa a través de los axones de las células ganglionares [Lewy y cols., 1980; Smith y 

cols., 1981]. En el quiasma óptico estas  fibras  se  separan del  tracto óptico principal 

para  dirigirse  al  núcleo  supraquiasmático.  Este  núcleo  proyecta  al  núcleo 

paraventricular del hipotálamo, desde donde se dirige a  la columna  intermediolateral 

de  la  médula  espinal  torácica,  origen  de  las  terminaciones  pregangliónicas  que 

alcanzan  al  ganglio  cervical  superior  [Cardinali  y  cols.,  1981].  Finalmente,  las  fibras 

posganglionares se  introducen en el parénquima pineal y  llegan a  los pinealocitos en 

una relación anatómica que recuerda a una estructura sináptica. 

 

Figura  12. Vía  nerviosa  de  regulación  de  la  síntesis  de melatonina.NSQ: Núcleo  supraquiasmático, GCS: Ganglio 
cervical superior, NA: Noradrenalina, NAT: N‐acetil‐transferasa, HIOMT: hidroxiindol‐O‐metil transferasa. 

 

El  estímulo  lumínico  durante  el  día  mantiene  hiperpolarizados  a  los 

fotorreceptores lo que impide la liberación al final de la vía nerviosa de noradrenalina. 

En  ausencia  de  luz,  los  fotorreceptores  generan  potenciales  de  acción  que  son 

conducidos  por  esta  vía  neuronal  hasta  los  terminales  simpáticos  que  liberaran  
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noradrenalina que  se une  a  receptores  adrenérgicos  α1  y  β1 del pinealocito  [Reiter, 

1991a]. Dicha unión desencadena una reacción bioquímica intracelular, que se traduce 

en un incremento de la expresión y actividad de la NAT, con la consecuente elevación 

de las concentraciones de N‐acetilserotonina y melatonina [Hardeland y cols., 1993].  

Algunos factores pueden modificar la actividad de la NAT: el estrés y fármacos 

como  la  pargilina  (inhibidor  de  la monoaminooxidasa),  la  isoprenalina  (análogo  a  la 

noradenalina),y  la  desmetilimipramina  (bloquea  la  captación  de  noradrenalina), 

aumentan  la actividad de  la NAT, mientras que por el contrario,  los β‐bloqueantes,  la 

ciclohexamida  (inhibe  la  síntesis  proteica)  y  la ouabaína  (despolariza  la membrana),  

inhiben la NAT [Romero y Axelrod, 1974; Quay, 1980]. 

Recientemente,  se  ha  demostrado  la  presencia,  en  prácticamente  todos  los 

tejidos del organismo, de la expresión de los genes que codifican los enzimas clave de 

la síntesis de melatonina (NAT y HIOMT) [Stefulj y cols., 2001]; por  lo que cada tejido 

puede  producir  la melatonina  que  necesita  en  cada momento,  sin  depender  de  la 

melatonina circulante. 

DISTRIBUCIÓN 

La  estructura  indólica  de  la  melatonina  la  hace  una  molécula  bastante 

liposoluble, que atraviesa fácilmente por difusión simple la bicapa de la membrana del 

pinealocito. Esto determina que el estímulo de la síntesis de melatonina en la glándula 

pineal eleve  rápidamente  sus niveles en plasma y en  todos  los  compartimientos del 

organismo [Reiter, 1991b]. 

La melatonina es transportada en el plasma en parte unida a la albúmina (70%) 

y en parte en  forma  libre  (30%). La vida media de  la melatonina en el plasma oscila 

entre 20 y 40 minutos [Illnerova y cols., 1979; Vakkuri y cols., 1985b]. 

De cualquier forma los niveles plasmáticos de melatonina están condicionados 

por  la  duración  del  ciclo  luz/oscuridad  siguiendo  un  ritmo  circadiano,  con 

concentraciones altas durante  la noche y basales durante el día  [Pang y  cols., 1980; 

Aimoto y cols., 1985; Menéndez‐Peláez y cols., 1987; Reiter, 1991a].  
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Incluso  la  señal de melatonina es  capaz de  reflejar  información  fotoperiódica 

acerca  de  los  cambios  estacionales.  De modo  genérico,  podríamos  decir  que  en  el 

verano  se  producen  bajos  niveles  de  melatonina,  y  en  invierno  concentraciones 

mayores, pero de menor amplitud [Arendt y cols., 1981]. 

El  ritmo  circadiano de melatonina está  fuertemente  influido por  la edad.  Los 

recién  nacidos  y  hasta  los  3  meses  de  vida  producen  cantidades  elevadas  de 

melatonina en relación al adulto, pero carecen de ritmo circadiano. Al final del primer 

año  de  vida  es  cuando  comienzan  a  diferenciarse  los  niveles  plasmáticos  diurnos  y 

nocturnos, alcanzando las mayores concentraciones en el pico nocturno [Waldhauser y 

cols., 1993; Reiter, 1998]. Durante la pubertad hay una caída sobre todo a expensas de 

los  valores  nocturnos.  Este  ritmo  circadiano  día/noche  se  mantiene  hasta  que  en 

época adulta entre los 45 y 65 años, decae progresivamente hasta igualarse los niveles 

séricos  diurnos  y  nocturnos  [Reiter,  1995b].  Otros  factores  que  afectan  al  ritmo 

circadiano de melatonina son el ciclo menstrual, el tiempo diario de exposición al sol, 

el consumo de algunos fármacos como β‐bloqueantes o benzodiacepinas, el estrés y el 

ejercicio [Ariznavarreta y cols., 2002]. 

Sin embargo, la melatonina sintetizada fuera de la glándula pineal escasamente 

pasa  a  la  circulación,  manteniendo  niveles  elevados  de  melatonina  en  los  tejidos 

[Hardeland, 2008]. Esto refuerza que la melatonina realice otras funciones además de 

la  hormonal.  A  nivel  gastrointestinal,  la  melatonina  se  produce  en  las  células 

enterocromafines, pero también se puede obtener melatonina del plasma o del tubo 

digestivo.  Aunque  las  concentraciones  se  mantienen  moderadas,  el  tracto 

gastrointestinal,  debido  a  su  tamaño,  puede  contener  hasta  400‐500  veces  más 

melatonina que  la glándula pineal [Bubenik, 2002; Hardeland y Pandi‐Perumal, 2005]. 

También  se  encuentran  altas  concentraciones  de  melatonina  en  la  bilis  y  en  la 

circulación enterohepática [Bubenik y cols., 1999; Tan y cols., 1999a]. 

METABOLISMO Y FARMACOCINÉTICA  

Tras su paso por  la sangre  la mayor parte de  la melatonina se cataboliza en el 

hígado, donde se transforma en 6‐hidroximelatonina, gracias a la acción de las enzimas 
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del  citocromo  P450,  cómo  CYP1A2,  CYP1A1  o  CYP1B1  [Ma  y  cols.,  2005],  o  por 

depuración  de  la  melatonina  de  dos  ∙OH.  La  6‐hidroximelatonina  es  eliminada 

fácilmente por  la orina al hacerse más hidrosoluble  tras  la conjugación hepática con 

anión  sulfato  o  con  ácido  glucurónico  [Kopin  y  cols.,  1961;  Kveder  y  Mc,  1961; 

Hardeland  y  cols.,  1993].    La  enzima  CYP2C19  también  en  el  hígado  produce  la 

desmetilación de melatonina formando N‐acetilserotonina [Ma y cols., 2005]. 

La melatonina  puede  seguir  otras  rutas  catabólicas,  como  la  desacetilación  

para convertirse en 5‐metoxitriptamina y la posterior desaminación por la MAO A que 

produce 5‐metoxindol‐3‐acetaldehido, que a  su  vez  será  convertido, por  la aldehído 

deshidrogenasa  y  la  alcohol  deshidrogenasa,  en  ácido  5‐metoxiindolacético  y  5‐

metoxitriptofol  respectivamente.  Esto  sucede  principalmente  en  la  retina,  aunque 

también en el hígado [Galzin y cols., 1988; Grace y cols., 1991].  

También  es  posible  su  transformación  en  kinureninas mediante  una  ruptura 

oxidativa  de  su  anillo  pirrólico.  Esto  ocurre  en  la  glándula  pineal  y  el  cerebro  en 

presencia  de  la  mieloperoxidasa,  de  la  enzima  indolamina‐2,3‐dioxigenasa  (IDO) 

[Hirata y cols., 1974; Kennaway y cols., 1988], o de numerosas formas no enzimáticas 

como  la  reacción  con  ∙OH,  ∙O2
‐  o H2O2  [Hardeland  y  cols.,  1993;  Tan  y  cols.,  1998; 

2000a].  En  este  caso,  la melatonina  se  transforma  primero  en N1‐acetil‐N2‐formil‐5‐

metoxikinurenamina  (AFMK)  y  después    por  la  acción  de  la  arilamina  formamidasa 

[Hardeland y Pandi‐Perumal, 2005; Hardeland, 2005; Pandi‐Perumal y cols., 2006],  la 

hemoperoxidasa  (catalasa)  [Tan  y  cols.,  2000a;  Hardeland,  2005]  o  la  liberación 

inducida  por  luz  UV  de  monóxido  de  carbono,  se  transforma  en    N1‐acetil‐5‐

metoxikinurenamina  (AMK),  molécula  estable  que  se  puede  eliminar  por  la  orina 

[Seever y Hardeland, 2008]. Con este mecanismo no enzimático, la melatonina depura 

dos radicales libres a la vez: ∙OH y ∙O2
‐.  

AMK y AFMK son productos del metabolismo de  la melatonina en el cerebro, 

pero también son productos secundarios cuando la melatonina actúa como depurador 

de radicales libres [Hirata y cols., 1974]. Es interesante el hecho de que los principales 

metabolitos  de  melatonina  en  cerebro,  AFMK  y  AMK,  también  manifiestan 

importantes propiedades antioxidantes  [Tan y cols., 2001; Tan y cols., 2003; Mayo y 
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cols.,  2005],  por  lo  tanto  no  sólo  la melatonina  sino  también  sus metabolitos  son 

altamente  eficientes  en  reducir  el  daño  producido  por  los  radicales  libres.  Nos 

referimos  a  ésta  como  la  “cascada  antioxidante  de  la melatonina”,  un  proceso  que 

incrementa mucho  la eficiencia de  su ubicua actividad  como depurador de  radicales 

libres y antioxidante. 

Otra vía de degradación es la formación de compuestos tricíclicos de la familia 

de las β‐carbolinas. Estas moléculas se han aislado en todos los tejidos donde hay gran 

producción  de melatonina  [Airaksinen  y  cols.,  1978;  Kari,  1981;  Leino  y  cols.,  1983; 

Leino, 1984; Leino y cols., 1984]. Se ha propuesto una vía no enzimática consistente en 

la  condensación  de  una  indolamina  y  un  aldehído,  denominada  ruta  de  Pictet‐

Spengler, que conduce a  la  formación de β‐carbolinas  [McIsaac y cols., 1972; Bosin y 

cols., 1983; Callaway y cols., 1994].  

MECANISMOS DE ACCIÓN 

Tras considerar a la melatonina como una hormona, se intentaron explicar sus 

funciones,  principalmente  las  relacionadas  con  el  control  de  los  biorritmos  y  la 

reproducción, a través de su  interacción con receptores de membrana. Sin embargo, 

estudios posteriores han descrito funciones de la melatonina que eran independientes 

de receptores de membrana. Así, en primer  lugar, se demostró que  la melatonina es 

un potente depurador de radicales  libres [Tan y cols., 1993b; Reiter y cols., 1994]; en 

segundo  lugar, se caracterizaron receptores nucleares para  la melatonina en órganos 

periféricos [Acuña‐Castroviejo y cols., 1993; Becker‐Andre y cols., 1994; Hirose y cols., 

1994]  y  en  SNC  [Acuña‐Castroviejo  y  cols.,  1993;  Giguere  y  cols.,  1994;  Carlberg  y 

Wiesenberg, 1995]; por último, se demostró la capacidad de la melatonina para unirse 

a algunas proteínas intracelulares, como la proteína quinasa C (PKC) [Anton‐Tay y cols., 

1998],  la  calmodulina  [Huerto‐Delgadillo  y  cols.,  1994;  Pozo  y  cols.,  1997]  y  la 

calreticulina [Macías y cols., 2003]. 

Esquemáticamente,  los  mecanismos  de  acción  de  la  melatonina  pueden 

dividirse en dos, aquéllos que están mediados por su unión a un receptor, ya sea de 
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membrana o nuclear, y aquéllos que se realizan de forma independiente de receptor, 

como la interacción con proteínas intracelulares y la actividad antioxidante (figura 13). 

 

Figura 13. Resumen de los principales mecanismos de acción y funciones de melatonina.MT: Receptor de membrana 
de melatonina, AC: Adenilatociclasa, RZR/ROR: Receptores nucleares de melatonina, ∙RL: Radicales libres, MTP: Poro 
de permeabilidad transitoria mitocondrial, RE: Retículo endoplásmico. 

MECANISMOS MEDIADOS POR RECEPTOR 

1. RECEPTORES DE MEMBRANA 

Mediante  agonistas  marcados  (2‐[125I]‐yodomelatonina)  se  han  identificado 

receptores  de membrana  de melatonina  [Dubocovich  y  Takahashi,  1987; Vanecek  y 

cols., 1987; Weaver y cols., 1988; Williams y Morgan, 1988].  Son receptores proteicos 
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con 420 aminoácidos, de peso molecular 47.424 Da y con 7 dominios transmembrana 

hidrofóbicos [Ebisawa y cols., 1994]. Funcionalmente podemos hablar de dos tipos de 

receptores: de alta afinidad, del orden de 10‐100 pM por 2‐[125I]‐aMT y que incluyen a 

los  subtipos MT1  y MT2;  y  receptores  de  baja  afinidad,  con  afinidad  de  1‐10  nM, 

MT3[Dubocovich y cols., 2003]. 

Los receptores MT1 y MT2, son receptores de membrana acoplados a proteínas 

G  inhibidoras  y  ejercen  su  acción  principalmente  mediante  la  inhibición  de  la 

adenilatociclasa,  lo  que  conlleva  una  disminución  del  adenosinmonofosfato  cíclico 

(AMPc)  intracelular,  la  disminución  de  la  actividad  de  la  proteinquinasa  A  y  la 

fosforilación de CREB, proteínas que se unen a fragmentos del ADN sensibles al AMPc. 

Los  receptores  MT1  se  expresan  en  cerebro,  abundantemente  en  el  núcleo 

supraquiasmático, el hipotálamo mediobasal, y la porción tuberal de la adenohipófisis 

[Vanecek,  1988;  Williams  y  Morgan,  1988;  Weaver  y  cols.,  1989].  Además  está 

presente en otras regiones del sistema nervioso central, vasculatura de ciertos órganos 

y células del sistema inmunitario [Martín y cols., 1982; Laudon y cols., 1988; Vanecek, 

1988; Williams y Morgan, 1988; Duncan y cols., 1989; Weaver y cols., 1989; Bittman y 

Weaver, 1990; Weaver y Reppert, 1990; Blazynski y Dubocovich, 1991; Stankov y cols., 

1991; Lindroos y cols., 1993; Pang y cols., 1995; Song y cols., 1997; García‐Perganeda y 

cols., 1999]. Los MT2 se hallan en la retina y otras estructuras cerebrales de mamíferos 

[Reppert y cols., 1995b; Reppert y cols., 1996; Mor y cols., 1999]. El receptor MT3 no es 

claro que cumpla todos  los criterios de receptor acoplado a proteína G, su activación 

estimula la hidrólisis de fosfoinositol [Dubocovich y cols., 2003]. 

Se han desarrollado diversos agonistas y antagonistas melatoninérgicos que se 

utilizan  en  investigación,  o  como  en  el  caso  de  ramelteon  (Rozerem®)  como  un 

fármaco aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) estadounidense para el 

tratamiento del insomnio [Pandi‐Perumal y cols., 2007]. 

2. RECEPTORES NUCLEARES 

La  melatonina  tiene  funciones  en  tejidos  en  los  que  no  se  ha  descrito 

receptores de membrana, como el corazón y el tiroides  [Buzzell y cols., 1989; Reiter, 
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1991b; Chen  y  cols.,  1993].  La  existencia  de  receptores  nucleares  de melatonina  se 

sugirió antes de su descubrimiento, cuando Withyachumnarnkul aisló melatonina en el 

núcleo celular, planteando que  la melatonina podría actuar modificando  la expresión 

génica  en  las  células  diana  [Withyachumnarnkul  y  cols.,  1986].  Mennenga  y  cols. 

[1991]  describieron  la  presencia  de melatonina  en  el  núcleo  de  células  de  retina  y 

glándula pineal de palomas y ratas, y redundaron en la posibilidad de que actúe en la 

transcripción génica. 

Menéndez‐Peláez  y  cols.  [1991]  demostraron  que  la  melatonina  inhibió  la 

expresión  de  la  enzima  5‐aminolevulinato  sintasa  en  la  glándula  harderiana  del 

hámster  sirio,  y más  adelante  descubrieron  una  proteína nuclear  que  podría  actuar 

como  receptor  nuclear  para  la  melatonina,  llevando  a  cabo  estudios  de 

fraccionamiento subcelular en tejidos de glándula harderiana, hipotálamo e hígado de 

rata  [Menéndez‐Peláez  y  cols.,  1993];  también  detectaron melatonina  en  el  núcleo 

celular  de  numerosos  tejidos,  incluyendo  cerebro,  glándulas  pineal  y  harderiana, 

intestino,  hígado,  riñón  y  bazo  de  roedores  y  primates,  comprobando  que  la 

melatonina aparecía dispuesta principalmente asociada a la cromatina nuclear y no en 

el nucleolo. 

Acuña‐Castroviejo y cols. [1993; 1994] utilizando estudios de unión de  ligando 

con  125I‐aMT  describieron  la  unión  específica  de  alta  afinidad  de melatonina  en  un 

purificado de núcleos de hepatocitos de rata, con Kd = 148‐190 pM, sugiriendo que la 

unión específica se producía con la fracción proteica del núcleo, y no con el ADN. Estos 

resultados,  junto  con  los  anteriores  de  Menéndez‐Peláez  y  cols.  podrían  explicar 

efectos  de  la melatonina  tales  como  la  estimulación  de  enzimas  antioxidantes,  que 

podrían estar mediados por la acción sobre un receptor nuclear. 

Los  receptores  nucleares  son  proteínas  localizadas  en  el  interior  del  núcleo, 

capaces de unirse a la región reguladora de algunos genes. Estas proteínas, cuando se 

unen  a  su  ligando  específico  se  activan,  de  forma  que  junto  con  factores  de 

transcripción generales regulan  la actividad de  la ARN polimerasa II, necesaria para  la 

expresión génica. Se conocen varias  familias de  receptores nucleares para hormonas 

esteroideas, tiroideas, vitamina D3 y retinoides. En muchos de estos receptores no se 
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pudo describir ninguna  función cuando se descubrieron, por  lo que se  les denominó 

receptores nucleares huérfanos [Laudet y cols., 1992].  

Se  han  clonado  seis  receptores  nucleares  de  melatonina,  miembros  de  la 

familia de proteínas huérfanas RZR/ROR. Se denominan RORα1, RORα2, RORα3, RZRα, 

RZRβ, RZRγ [Becker‐Andre y cols., 1993; Carlberg y cols., 1994; Giguere y cols., 1994; 

Hirose  y  cols., 1994]. RZRα  y RORα  son nombres diferentes para el mismo  receptor 

nuclear,  que  presenta  al  menos  cuatro  isoformas  distintas  generadas  por  el 

procesamiento diferencial de un ácido ARNm precursor común [Giguere y cols., 1994]. 

RZR/RORα y RZRβ se expresan en el SNC [Carlberg y Wiesenberg, 1995]. RZRβ 

se encuentra en el núcleo supraquiasmático, retina y glándula pineal y sus niveles de 

expresión siguen ritmos circadianos, con niveles más altos durante la noche, y sigue un 

mecanismo regulado por AMPc [Baler y cols., 1996; Andre y cols., 1998]. RZR/RORα se 

expresa en  la periferia, con niveles más altos en  la piel y en  los  leucocitos de sangre 

periférica  [Becker‐Andre  y  cols.,  1993].  El  receptor  RZRγ  se  encuentra 

fundamentalmente en el músculo esquelético, aunque también se ha  localizado en el 

timo  y  en  cantidades más  bajas  en  páncreas,  próstata,  testículo,  corazón  e  hígado 

[Hirose y cols., 1994].  

El  patrón  característico  en  la  expresión  de  los  miembros  de  la  familia  de 

receptores  huérfanos  RZR/ROR,  sugiere  que  cada  subtipo  de  receptor  debe  tener 

funciones diferentes,  relacionadas  con mecanismos de  control  génico específicos de 

distintas  células  en  diferentes  procesos  biológicos,  tal  y  como  ocurre  con  otros 

receptores nucleares que  también poseen  varios  subtipos e  isoformas,  como RAR o 

receptor de ácido  retinoico, RXR o  receptor X  retinoico, TR o  receptor de hormonas 

tiroideas, y los PPARs o peroxisome proliferator‐activated receptors. 

INTERACCIÓN CON PROTEÍNAS INTRACELULARES 

Se  ha  descrito  la  unión  de  la melatonina  con  proteínas  intracelulares,  como 

calmodulina,  calreticulina  y  PKC.  La  calmodulina  es  una  proteína  ubicua  y 

multifuncional,  cuya  función principal es quelar  calcio,  lo que  le permite modular  la 

actividad  de muchas  enzimas.  Posee  cuatro  sitios  de  unión  [Teo  y Wang,  1973].  La 
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calmodulina  interactúa  con  una  gran  cantidad  de  proteínas  y  péptidos  citosólicos 

[Manalan y Klee, 1984]. Entre  las enzimas que regula se encuentra  la  fosfodiesterasa 

de  los nucleóticos cíclicos y  la adenilato ciclasa necesaria para  la formación del AMPc 

intracelular  [Cheung, 1970; Cheung  y  cols., 1975]. Además puede  interactuar  con  la 

Ca2+‐ATPasa de eritrocitos y sinaptosomas, la quinasa de la cadena ligera de miosina, la 

NAD  quinasa,  la  fosforilasa  quinasa,  la  Ca2+/Mg2+‐ATPasa  y  la NOS  [Schmidt  y  cols., 

1992].  También  se  une  a  otras  proteínas  del  citoesqueleto,  como  la  proteína  2 

asociada  al  microtúbulo,  tubulina,  miosina  y  troponina.  Cuando  la  melatonina 

interactúa  con  la  calmodulina,  inhibe  la  actividad  fosfodiesterasa  de  forma 

concentración‐dependiente,  lo  que  permite  modular  directamente  las  señales 

intracelulares de calcio [Benitez‐King y cols., 1993; Benitez‐King y cols., 1996; Ouyang y 

Vogel, 1998].  

La calreticulina es una proteína del  retículo endoplasmático que  también une 

calcio.  Se  trata  de  una  proteína  con  varias  funciones,  entre  las  que  se  incluyen  la 

actividad de  los chaperones,  la homeostasis  intracelular del Ca2+ y  la regulación de  la 

adhesión  intercelular  por  interacción  con  las  integrinas  de  la membrana  [Macías  y 

cols., 2003]. Hay varias evidencias que sugieren su localización citosólica [Jethmalani y 

cols., 1997; Yoon y cols., 2000; Holaska y cols., 2001] y nuclear [Roderick y cols., 1997]. 

Así,  se  describen  interacciones  de  la  calreticulina  con  la  transducción  de  la  señal 

hormonal de los glucocorticoides y los estrógenos [Platet y cols., 2000; Holaska y cols., 

2001]. La unión de la melatonina a la calreticulina es altamente específica y se produce 

con una afinidad en el rango nanomolar [Macías y cols., 2003]. 

La  PKC  es  una  quinasa  de  serina  y  treonina  activada  por  Ca2+.  Esta  enzima 

fosforila diversos sustratos y modifica la estructura del citoesqueleto [Aderem, 1992]. 

Benítez‐King  y Antón‐Tay  [1996]  comprobaron  que  la melatonina  activa  la PKC,  con 

una  IC50  de  1  nM,  de  forma  dependiente  de  Ca2+.  Sin  embargo,  otros  derivados  y 

análogos  de  la  melatonina,  como  la  serotonina,  6‐hidroximelatonina,  y  N‐

acetilserotonina, no tuvieron efecto sobre la actividad de la enzima [Anton‐Tay y cols., 

1998]. 
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Los  resultados  obtenidos  de  la  interacción  de melatonina  con  calmodulina, 

calreticulina y PKC, respaldan la idea de que la melatonina puede contribuir a modular 

la estructura del citoesqueleto. Además, como las tres proteínas son dependientes de 

Ca2+, es posible que otras proteínas con dominios de unión al calcio también puedan 

estar  influidas por  la melatonina. Los efectos de  la melatonina en estos procesos de 

fosforilación/desfosforilación  pueden  ser  el mecanismo  por  el  que  esta  indolamina 

module numerosas respuestas biológicas. 

Además,  otro  lugar  de  unión  de  la  melatonina  parece  encontrarse  en  la 

mitocondria  [Hardeland  y  Poeggeler,  2007].  Se  postula  que  la  proteína  de  unión  se 

localiza en  la rampa anfipática del complejo  I de  la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial [Hardeland, 2008]. A concentraciones elevadas, se ha demostrado que la 

melatonina  es  capaz  de  inhibir  la  apertura  del  poro  de  permeabilidad  transitoria 

mitocondrial  (PTP)  [Andrabi y  cols., 2004], un hecho que podría  implicar un  sitio de 

unión adicional, de baja afinidad. 

La  unión  de  la melatonina  a  los  sitios  de  unión  no mediados  por  receptor, 

propuestos  previamente,  permitiría  explicar  por  qué  la melatonina  a  pesar  de  ser 

capaz de atravesar todas las membranas biológicas no se libera en grandes cantidades 

al torrente circulatorio, sino que permanece en los tejidos a mayor concentración que 

en  el  plasma  [Hardeland,  2008].  Además  el  hecho  de  que  se  acumule  en  algunos 

tejidos  provoca  la  ausencia  de  ritmo  circadiano  de  melatonina  en  éstos,  y  esto  

también puede resolver otra paradoja: por qué el pico nocturno de melatonina debería 

tener  efectos  protectores  tanto  de  día  como  de  noche,  siendo  que  la  mayor 

producción de radicales  libres es en  las fases de actividad neural y motora, ya que al 

carecer de ritmos de melatonina, sólo la generación de radicales libres se convierte en 

decisiva  para  la  fase  de  detoxificación  en  estos  tejidos  [Hardeland  y  cols.,  2003; 

Hardeland, 2005]. 

MECANISMOS Y FUNCIÓN ANTIOXIDANTE DE LA MELATONINA 

La  presencia  de  melatonina  en  organismos  unicelulares,  como  Gonyaulax 

polyedra [Poeggeler y Hardeland, 1994], o bacterias [Manchester y cols., 1995; Tilden y 
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cols.,  1997],  refuerzan  la  hipótesis  de  que  la  melatonina  es  un  protector  celular 

conservado evolutivamente [Hardeland y cols., 1995; Reiter y cols., 1997].  

Un mecanismo de acción de la melatonina, independiente de su interacción con 

receptores o con proteínas  intracelulares, es  su  interacción con  radicales  libres. Esta 

acción ocurre en todos los compartimientos del organismo. La primera observación de 

que la melatonina tiene propiedades antioxidantes la realizaron Ianas y cols. [1991], y 

la confirmaron Tan y cols. [1993b], que demostraron que la melatonina neutraliza ∙OH. 

A partir de ese momento,  son miles  los  trabajos que demuestran  la capacidad de  la 

melatonina  para  interactuar  con  EROs,  y  por  ello  actuar  como  una  molécula 

antioxidante. 

1.  ACCIONES ANTIOXIDANTES DIRECTAS DE LA MELATONINA 

1.1. Reacción con ∙OH 

Su  acción directa  se debe  a que  la melatonina  y  algunos de  sus metabolitos 

poseen la capacidad de depurar por sí mismos algunas especies reactivas de oxígeno y 

de nitrógeno [Acuña‐Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003b]. 

La melatonina es una molécula rica en electrones, que cede un electrón al ∙OH, 

formándose un radical  indolil, que es menos reactivo que el  ∙OH  [Tan y cols., 1993b; 

2000a].  Este  radical puede  reaccionar  a  su  vez  con un  ∙O2
‐ para  formar el producto 

final, AFMK, que se elimina por orina [Hardeland y cols., 1993; Poeggeler y cols., 1994]. 

Otra posibilidad es que el indolil radical formado reaccione con otro ∙OH para producir 

la  3‐hidroximelatonina  cíclica  (figura  14),  que  se  elimina  por  orina. Mediante  esta 

reacción, una molécula de melatonina  tiene  la capacidad de depurar dos  ∙OH. Se ha 

propuesto que la 3‐hidroximelatonina cíclica se puede utilizar como un índice fiable de 

estrés oxidativo en el organismo in vivo [Roberts y cols., 1998; Tan y cols., 1998; Stasica 

y  cols.,  2000].  Tanto  la  3‐hidroximelatonina  cíclica  como  la AFMK,  tienen  funciones 

depuradoras de agentes tóxicos [Acuña‐Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003a]. 
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Figura 14. Interacción de la melatonina con los ∙OH. 
AFMK: N1‐acetil‐N2‐formil‐5‐metoxikinurenamina 

 

1.2. Reacción con H2O2 

La melatonina  reacciona directamente  con H2O2 produciendo AFMK, a  través 

de una serie de intermedios de reacción (figura 15) [Tan y cols., 2000a; 2000b]. Si en el 

medio se encuentra presente también un 1O2, el mecanismo de reacción es diferente 

pero también conduce al mismo resultado, una molécula de AMFK. A continuación, la 

enzima  catalasa  (hemoperoxidasa)  puede  metabolizar  el  AMFK  a  AMK,  y  está  se 

excreta por la orina.  
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Figura 15. Reacción de una molécula de H2O2 con otra de melatonina. AFMK: N1‐acetil‐N2‐formil‐5‐
metoxikinurenamina, AMK: N1‐acetil‐5‐metoxikinurenamina. 

1.3. Reacción con ONOO‐ 

La melatonina reacciona directamente con el ONOO‐ [Zhang y cols., 1999], y el 

resultado  de  esta  reacción  es  la  formación  de  6‐hidroximelatonina,  derivado  que 

también  tiene  propiedades  antioxidantes  [Qi  y  cols.,  2000; Maharaj  y  cols.,  2003a; 

2003b]. El ONOO‐ se descompone en presencia de CO2 o proteínas que contengan el 

grupo hemo, como la hemoglobina. Si en el medio de reacción hay iones bicarbonato, 

los  productos  de  la  reacción  son  2‐hidroximelatonina  cíclica  y  3‐hidroximelatonina 

cíclica.  La  3‐hidroximelatonina  cíclica  es  el producto de  reacción de melatonina  con 

∙OH, y se cree que realmente lo que ocurre es que el ONOO‐ se descompone para dar 

∙OH,  y  éste es  el que  reacciona  con melatonina  [Zhang  y  cols.,  1998;  Zhang  y  cols., 

1999] (figura 16). 
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Figura 16. Formación de 6‐hidroximelatonina por la interacción de melatonina con peroxinitrito. 

1.4. Reacción con HClO 

La melatonina puede reaccionar con el HClO para producir 2‐hidroximelatonina, 

por medio  de  una  reacción  de  adición  nucleófila  [Marshall  y  cols.,  1996; Dellegar  y 

cols., 1999]. Participan activamente las moléculas de agua, por eso ocurre mucho más 

fácilmente  en  el  citosol  que  en  la membrana.  Tras  una  serie  de  pasos  intermedios, 

ilustrados en  la figura 17, se produce  la 2‐hidroximelatonina que se excreta por orina 

[Dellegar y cols., 1999]. 
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Figura 17. Reacción de la melatonina con el ácido hipocloroso. 
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1.5. Reacción con otros radicales libres 

La melatonina también puede neutralizar el 1O2 oxidándose a AFMK [Cagnoli y 

cols., 1995; De Almeida y cols., 2003] y depurar ROO∙ [Pieri y cols., 1994], interfiriendo 

así en  la propagación de  la peroxidación  lipídica  [Reiter y cols., 2003a], aunque este 

último  podría  deberse  más  a  la  acción  de  otras  especies  reactivas  que  pueden 

provocar  peroxidación  lipídica  que  a  la  depuración  en  sí  de  radicales  ROO∙.  No  

obstante,  la  melatonina  es  altamente  eficaz  para  reducir  los  niveles  de  oxidación 

lipídica, tanto basales como estimulados por diversos mecanismos oxidativos [Reiter y 

cols., 2003a]. 

2. OTRAS ACCIONES ANTIOXIDANTES DE LA MELATONINA 

Además de la capacidad intrínseca para depurar radicales libres, la melatonina 

es  capaz  de  estimular  la  actividad  y  expresión  de  otros  sistemas  antioxidantes, 

estableciendo así una forma de acción indirecta para la reducción del estrés oxidativo 

[Kotler y cols., 1998; Antolín y cols., 2002; Mayo y cols., 2002].  

En primer  lugar, estimula el ciclo del glutatión, aumentando  la actividad de  la 

GPx  y  de  la GR,  regulando  así  el  balance GSSG/GSH  [Barlow‐Walden  y  cols.,  1995; 

Pablos y cols., 1995; Pablos y cols., 1998; Martín y cols., 2000a]. Además, aumenta  la 

producción  de  glutatión  por  la  estimulación  de  la  γ‐glutamilcisteina  sintasa,  enzima 

limitante en la ruta de síntesis de glutatión [Urata y cols., 1999]; y estimula la glucosa‐

6‐fosfato deshidrogenasa, que es la encargada de generar el NADPH, requerido por la 

GR  [Pierrefiche  y  Laborit,  1995].  Así,  la  melatonina  estimula  otras  enzimas 

antioxidantes  como  la  SOD  [Antolín  y  cols.,  1996]  y  la  catalasa  [Coto‐Montes  y 

Hardeland, 1999; Acuña‐Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003a; León y cols., 

2004].  También  inhibe  otras  enzimas  que  generan  radicales  libres,  como  la  5‐

aminolevulinato sintasa [Antolín y cols., 1996] y  la NOS [Pozo y cols., 1994; 1997]. La 

melatonina  también  ejerce  una  acción  sinérgica  con  otros  antioxidantes  como  las 

vitaminas E y C [Reiter y cols., 2003a].  

Dado  que  la  melatonina  es  tanto  lipofílica  [Reiter,  1991b]  como  hidrofílica 

[Shida y cols., 1994], puede realizar sus funciones antioxidantes con igual eficiencia en 
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múltiples  compartimentos  subcelulares,  es  decir,  en  el  núcleo  [Tan  y  cols.,  1993a; 

Blickenstaff y cols., 1994; Vijayalaxmi y cols., 1995], en el citosol [Abe y cols., 1994] y 

en  las membranas  [Pierrefiche  y  cols.,  1993; Giusti  y  cols.,  1995; Melchiorri  y  cols., 

1995]. 

Recientemente se ha descrito que  la melatonina puede  realizar sus  funciones 

antioxidantes  a  nivel mitocondrial.  Estos  estudios  tienen  especial  interés  porque  la 

mitocondria  es  la  primera  fuente  de  radicales  libres  en  las  células  eucariotas  [Yu  y 

cols.,  1992]  y  además  porque  la  melatonina  es  capaz  de  atravesar  fácilmente  la 

membrana mitocondrial y  se acumula a elevadas concentraciones en dicha organela 

[Martín y cols., 2000a; Acuña‐Castroviejo y cols., 2002; Acuña‐Castroviejo y cols., 2003; 

León y cols., 2004]. Entre  las principales acciones de  la melatonina sobre  la  fisiología 

mitocondrial  cabe  incluir  las  siguientes:  1)  la  administración  crónica  de melatonina 

incrementa  el  número  de  mitocondrias  de  las  células  [Decker  y  Quay,  1982];  2) 

estabiliza  la membrana  interna mitocondrial  [García y cols., 1999];   3)  incrementa  la 

actividad  de  los  complejos  I  y  IV  de  la  cadena  de  transporte  de  electrones  en  las 

mitocondrias hepáticas y cerebrales [Martín y cols., 2000b; Acuña‐Castroviejo y cols., 

2001; Acuña‐Castroviejo y cols., 2005]; 4) previene la formación de radicales libres por 

la mitocondria,  se postula que esta acción está mediada por un  sitio de unión de  la 

melatonina en el  centro hierro‐sulfurado N2 del  complejo  I  [Hardeland  y Poeggeler, 

2007];  5)  aumenta  la  producción  de  ATP  mitocondrial  [Martín  y  cols.,  2002];  6) 

estabiliza  la membrana mitocondrial  frente a  las EROs  [Karbownik y cols., 2000] y 7) 

antagoniza o previene  la apoptosis modulando  la  funciones mitocondriales  [Baydas y 

cols., 2005; Sourdeval y cols., 2006] incluyendo los efectos en la homeostasis del calcio 

y  el  potencial  de  membrana  mitocondrial  [Xu  y  Ashraf,  2002;  Hardeland,  2005; 

Sourdeval  y  cols.,  2006],    y  también  inhibiendo  el  poro  de  transición mitocondrial 

[Andrabi y cols., 2004]. Buenos ejemplos de  los efectos protectores de  la melatonina 

en  la mitocondria son  la  inhibición de  la peroxidación  lipídica  inducida por cianuro y 

ácido kaínico [Yamamoto y Mohanan, 2002; 2003], la reducción de la lipoperoxidación 

dependiente de NADPH en mitocondrias de placenta humana [Milczarek y cols., 2000], 

la  reducción  del  daño  en  mitocondrias  de  cerebros  de  ratas  inducido  por  lesión 

oxidativa  [Wakatsuki  y  cols.,  2001]  y  la  prevención  de  la  toxicidad  del  1‐metil‐4‐
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fenilpiridinio [Absi y cols., 2000], el hidroperóxido de t‐butilo [Martín y cols., 2000a] y 

el  cianuro  [Yamamoto  y  Tang,  1996].  Finalmente,  la  administración  crónica  de 

melatonina estimula  la  respiración mitocondrial en hígado y  cerebro de  ratones  con 

envejecimiento acelerado [Okatani y cols., 2002a; 2002b; 2003b; 2003a]. 

Algunas  de  las  propiedad  antioxidantes  de  la melatonina  son  debidas  a  su 

efecto  genómico  en  la  regulación  de  la  expresión  de  proteínas  y  la    actividad  de 

enzimas antioxidantes [Antolín y cols., 1996], así como la inhibición de la expresión de 

enzimas  prooxidantes/proinflamatorias  como  la  iNOS,  la mtNOS  y  la COX‐2  [Gilad  y 

cols.,  1997;  Crespo  y  cols.,  1999;  Escames  y  cols.,  2003;  Mayo  y  cols.,  2005].  La 

melatonina,  además es un  agente neuroinmunomodulador  e  inhibe  la  translocación 

del factor nuclear NF‐κB en el interior del núcleo [Chuang y cols., 1996].  

OTRAS FUNCIONES DE LA MELATONINA 

Además  de  su  función  antioxidante,  la  melatonina  también  participa  en  el 

control  de  los  ritmos  circadianos,  la  regulación  de  la  reproducción  y  la 

inmunomodulación. 

REGULACIÓN DE LOS RITMOS BIOLÓGICOS 

La glándula pineal es el principal mediador de  la respuesta fisiológica ante  los 

ritmos anuales, así como de los ritmos circadianos. Mediante su principal producto de 

secreción, la melatonina, actúa como nexo de unión entre el medio ambiente luminoso 

y los sistemas nervioso y endocrino. Todos los efectos cronobióticos de la melatonina 

están mediados por  los receptores de membrana MT1 y MT2   [Reppert y cols., 1995a; 

Jin y cols., 2003; Dubocovich y Markowska, 2005]. En el núcleo  supraquiasmático,  la 

melatonina afecta a la fase y amplitud de la oscilación circadiana. Dado que la glándula 

pineal está bajo el control del núcleo supraquiasmático, su acción en este marcapasos 

circadiano representa un mecanismo de retroalimentación envuelto en el reajuste del 

oscilador [Hardeland, 2008]. 
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La administración exógena de melatonina sincroniza los ritmos circadianos que 

se  encuentran  en  curso  libre.  Entre  ellos  el  ritmo  circadiano  de  la  actividad  de  las 

neuronas del núcleo supraquiasmático. Ésta sincronización se produce a través de  los 

receptores  de  alta  afinidad  para  la melatonina.  En  humanos,  la  administración  de 

melatonina sincroniza  los  ritmos de  temperatura,  sueño/vigilia y el de  la melatonina 

endógena. La curva de respuesta de fase es una imagen especular de la que producen 

los pulsos de luz [Cassone y cols., 1986; Reiter, 1993; Vanecek, 1998]. 

El efecto de la melatonina sobre los ritmos circadianos también se ha estudiado 

en personas que realizan viajes transatlánticos [Petrie y cols., 1989; Tresguerres y cols., 

2001; Takahashi y cols., 2002], en personas que trabajan en turnos de noche  [Sack y 

Lewy, 1997; Yoon y Song, 2002] y en pacientes con ceguera causada por destrucción 

de  la  retina  [Lewy  y  Newsome,  1983].  En  todos  ellos  se  describieron  importantes 

alteraciones en el ritmo de secreción de melatonina y en los ciclos sueño‐vigilia.  

La  administración  exógena  de  melatonina  a  dosis  farmacológicas  produce 

hipotermia [Deacon y Arendt, 1995]. Por ello se cree que la melatonina también regula 

la variación  circadiana de  la  temperatura  corporal  [Koster‐van Hoffen y  cols., 1993]. 

Todas estas funciones están relacionadas con el eje hipotálamo‐epifisiario, en concreto 

con  el  núcleo  supraquiasmático  hipotalámico,  que  modularía  la  secreción  de 

melatonina [Reiter, 1991c]. 

REGULACIÓN DE LA REPRODUCCIÓN 

Bajo  fotoperiodos naturales,  la duración del pico nocturno de melatonina  es 

inversamente proporcional a  las horas de exposición a  la  luz. El  fotoperiodo  cambia 

con  las estaciones del año,  siendo  las noches más cortas en verano y más  largas en 

invierno, y en consecuencia,  los picos de melatonina duran menos en verano que en 

invierno. En animales de reproducción estacional,  la melatonina regula el tamaño de 

los órganos sexuales, la secreción de hormonas asociadas con la fisiología reproductiva 

y el ciclo estral [Reiter, 1993; Moore, 1999]. Hoy día se acepta que la glándula pineal, a 

través de  su hormona melatonina, controla  los eventos neuroendocrinos de manera 

fotoperiódica  [Badura y Goldman, 1992; Edmonds y Stetson, 1994]. En particular,  los 
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cambios  estacionales  en  los  patrones  de  secreción  de melatonina  constituyen  una 

señal esencial para las fluctuaciones anuales de la capacidad reproductora en animales 

mantenidos bajo condiciones fotoperiódicas naturales [Reiter, 1973b; Arendt, 1986]. 

Hace más  de  un  siglo  se  estableció  la  relación  de  la  glándula  pineal  con  el 

desarrollo  sexual  y  los  cambios  gonadotróficos.  Heubner  (1898)  describió  el  caso 

clínico de un niño con pubertad precoz tras desarrollar un tumor en la glándula pineal. 

En los últimos años, numerosos trabajos relacionan la glándula pineal y la secreción de 

indolaminas  con  la  reproducción  en  mamíferos  [Reiter  y  Fraschini,  1969;  Reiter, 

1973a].  

Se  ha  propuesto  una  relación  entre  la  disminución  de  la  secreción  de 

melatonina  al  final  de  la  infancia  y  la  pubertad  y  el  desarrollo  de  los  caracteres 

sexuales  [Waldhauser  y  cols.,  1993].  Algunos  autores  sostienen  la  relación  inversa 

entre  la melatonina  circulante  y  la edad. Durante  la  infancia  y adolescencia no está 

necesariamente relacionada con el desarrollo sexual, sino más bien con la maduración 

corporal,  lo  que  coincidiría  con  las  observaciones    que  relacionan  la  secreción  de 

hormona  de  crecimiento  con  melatonina  en  respuesta  a  la  inyección  de  factor 

liberador  de  hormona  del  crecimiento  [Valcavi  y  cols.,  1993].  Los  cambios  en  la 

actividad sexual de algunos mamíferos están ligados a los estacionales [Reiter, 1991a]. 

En diversas especies la administración de melatonina es capaz de modular la actividad 

del  eje  gonadal  a  diferentes  niveles,  incluyendo  la  secreción  hipotalámica  de  factor 

liberador de gonadotropinas, la respuesta de los gonadotropos hipofisiarios y por ello, 

la  liberación de gonadotropinas y prolactina,  la síntesis de esteroides gonadales o  la 

respuesta  de  los  órganos  diana  periféricos.  Aunque  los  efectos  más  comúnmente 

observados fueron de carácter inhibidor, dependen en gran medida de la especie y de 

la pauta temporal de administración  [Diaz y cols., 1999;  Ianas y cols., 1999]. Muchos 

mamíferos  tienen  ciclos  anuales  de  fertilidad  e  infertilidad,  y  es  en  estas  especies 

donde  la melatonina  tiene una  clara  función  reguladora de  los  ciclos  reproductores. 

Estas pautas garantizan que el nacimiento de las crías se produzca en la época del año 

en la que las condiciones ambientales y la disponibilidad de alimento sean las óptimas 

para  la supervivencia de  los neonatos. En estas especies  la pinealectomía bloquea  los 
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efectos del  fotoperiodo, y  la administración de melatonina en  la pauta apropiada es 

capaz de recuperar dicho efecto [Dardes y cols., 2000]. Por ejemplo en el hámster sirio, 

el aumento en la actividad pineal provocado por la reducción en la duración de los días 

durante el otoño y el invierno, produce regresión gonadal en el macho e interrupción 

de  los  ciclos estrales en  la hembra, asegurándose así  la  inactividad  sexual en dichas 

estaciones del año, sin embargo, la pinealectomía elimina dicha inactividad estacional 

[Hoffman  y  Reiter,  1965;  Stetson  y  Watson‐Whitmyre,  1986;  Coto‐Montes  y 

Hardeland, 1999].  

Desde el año 2000 está legalizada en España la comercialización de melatonina, 

como medio  para mejorar  la  eficiencia  reproductiva  del  ganado  ovino.  Se  utilizan 

miniimplantes subcutáneos (2x4 mm) colocados en  la base de  la oreja que contienen 

18 mg de melatonina, que  se  van  liberando  lentamente al objeto de  inducir niveles 

plasmáticos de entre 100 y 300 pg/ml durante un periodo de tiempo de unos 100 días. 

De esta forma la oveja interpreta un ciclo de días cortos [Malpaux y cols., 1997], lo que 

estimula su actividad sexual [Forcada y cols., 2007], consiguiendo así sincronizar todos 

los partos en la época deseada. 

INMUNOMODULACIÓN 

Los  efectos  inmunorreguladores  de  la melatonina  representan  otra  línea  de 

defensa  [para  revisión ver Carrillo‐Vico y cols., 2005; Hardeland, 2008]    [Maestroni y 

Conti, 1996; Gilad  y  cols., 1998; Guerrero  y Reiter, 2002].  En  la  actualidad  su papel 

antiinflamatorio  está  bien  demostrado  [Mayo  y  cols.,  2005;  Escames  y  cols.,  2006], 

donde  los  efectos  antioxidantes,  mediante  la  disminución  del  NO,  y  los  efectos 

mitocondriales, atenúan la señal proinflamatoria [Hardeland, 2008]. 

La melatonina también ejerce una acción estimulante de  la respuesta  inmune 

mediante la activación de varios tipos celulares como linfocitos T y B, NK, monocitos y 

células  retículo  endoteliales  [Hardeland,  2008]  y  el  aumento  de  producción  de 

interleucina  4 (IL‐4) en linfocitos T cooperadores (CD4) de la médula ósea y las células 

madre de la línea granulocítica‐macrofágica [Maestroni y cols., 1994b].  
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 La melatonina también protege a las células de la médula ósea de la apoptosis 

inducida por  sustancias  citotóxicas  [Maestroni y  cols., 1994a] y a  los  timocitos de  la 

apoptosis  inducida  por  glucocorticoides  [Sáinz  y  cols.,  1999];  esta  protección  se  ha 

confirmado con el descubrimiento de receptores de alta afinidad para melatonina en 

linfocitos  TCD4  [González‐Haba  y  cols.,  1995].  Otros  autores  han  descrito  que  la 

melatonina estimula  la secreción de  IL‐1,  IL‐6,  INFγ [Barjavel y cols., 1998],  la síntesis 

de ARNm de  IL‐1,  la actividad citotóxica de  los monocitos  [Morrey y cols., 1994] y el 

incremento en  la producción de  IL‐2 e  IFNα por  los  linfocitos [García‐Maurino y cols., 

1998].  
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 JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO 

La  bilis  contiene  ácidos  biliares,  bilirrubina,  colesterol, metales  de  transición 

(como hierro y cobre), esteroides lipofílicos y varios metabolitos de xenobióticos. Entre 

sus  funciones  fisiológicas  destaca  la  de  regular  el  metabolismo  del  colesterol, 

promover la absorción de grasas y vitaminas liposolubles, y la excreción de sustancias 

tóxicas.  Sin  embargo,  los  ácidos  biliares,  que  son  sus  mayores  componentes,  son 

citotóxicos cuando se acumulan intra o extracelularmente. Los ácidos biliares inducen 

apoptosis y necrosis celular, probablemente debido al daño oxidativo a la mitocondria 

[Roberts y cols., 1997; Palmeira y Rolo, 2004; Rolo y cols., 2004; Ferreira y cols., 2005; 

Sokol y cols., 2005].   

En  la  colestasis,  situación  de  acumulación  de  los  ácidos  biliares,  se  ha 

demostrado  que  los  ácidos  biliares  inducen  daño  hepático  [Parola  y  cols.,  1996; 

Portincasa  y  cols.,  2007],  intestinal  [Assimakopoulos  y  cols.,  2006],    renal    [Kucuk  y 

cols., 2003] y cerebral [Chroni y cols., 2006]. La acumulación suprafisiológica de ácidos 

biliares  también  induce  pancreatitis  aguda  [Reinheckel  y  cols.,  1998],  fallo  renal 

[Bomzon  y  cols.,  1997],  lesiones  gastrointestinales  [Craven  y  cols.,  1986],  y  daño  al 

ADN  [Booth  y  cols.,  1997;  Debruyne  y  cols.,  2001;  Bernstein  y  cols.,  2005;  Jansen, 

2007] y  están implicados en el desarrollo del esófago de Barret [Jenkins y cols., 2007; 

Song y cols., 2007].  

 Los radicales libres han sido involucrados en la etiología de la colestasis [Sokol 

y cols., 1993]. Esta hipótesis es apoyada por  los datos experimentales que muestran 

como  diversos  antioxidantes  previenen  estos  cambios  patológicos  [Canturk  y  cols., 

1998; Sokol y cols., 1998a; Montilla y cols., 2001; Rolo y cols., 2001; Gumpricht y cols., 

2004; Paumgartner y Beuers, 2004; Ara y cols., 2005; Crocenzi y cols., 2005; Soden y 

cols., 2007]. 

La  melatonina  previno  el  daño  al  hepatocito  inducido  por  ácidos  biliares 

[Montilla y cols., 1998; Padillo y cols., 2004], recuperó el estado antioxidante en la rata 

con  ligadura  del  conducto  biliar,  [Esrefoglu  y  cols.,  2005;  Ohta  y  cols.,  2005].  La 

melatonina  también protegió de  la colestasis materna  [Pérez y cols., 2007], el estrés 
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oxidativo  cerebral  [Cruz  y  cols.,  2007]  y  gástrico  [Polat  y  Emre,  2006]  en  ratas  con 

ictericia obstructiva,  y  frente  al daño  a  la mucosa  gastrointestinal  inducido por  una 

variedad de procesos generadores de  radicales  libres  como  la  isquemia/reperfusión, 

alcohol y aspirina  [Brzozowski y cols., 1997; De La Lastra y cols., 1997]. También se ha 

demostrado concentraciones de melatonina del orden de cientos de veces mayores en 

la bilis que en el plasma dependiendo de la especie animal donde se han medido [Tan 

y  cols.,  1999a;  Messner  y  cols.,  2001].  Se  ha  propuesto  que  esta  presencia  de 

melatonina tan elevada en la bilis pudiera estar relacionada con su función protectora 

contra el daño oxidativo de los ácidos biliares. 

Este trabajo de investigación se diseñó para profundizar sistemáticamente en el 

conocimiento del papel del estrés oxidativo en la hepatotoxicidad por ácidos biliares y 

las propiedades antioxidantes de la melatonina frente a ésta hepatotoxicidad. 

En primer  lugar se estudió el estrés oxidativo  inducido por ácidos biliares para 

comprobar  si  los  ácidos  biliares  per  se  generan  daño  oxidativo.  En  segundo  lugar, 

evaluamos  la  potenciación  del  daño  oxidativo  inducido  por  hierro  y  ascórbico  en 

presencia de los ácidos biliares. Se utilizó un modelo productor de radicales libres que 

se basó en la generación de ∙OH, utilizando un sistema constituido por cloruro férrico y 

ácido ascórbico, que como agente reductor, convierte el Fe  (III) en Fe (II), por  lo que 

exacerba  la  reacción  de  Fenton.  En  tercer  lugar,  se  investigaron  las  condiciones 

óptimas de la lesión oxidativa a los lípidos y proteínas inducida por ácidos biliares. Por 

último,  en  cuarto  lugar,  se  evaluó  la  actividad  antioxidante  y  protectora  de  la 

melatonina, considerada como el principal producto de secreción de la glándula pineal, 

frente al daño inducido por ácidos biliares. 

En todos los experimentos se utilizaron dos tipos de muestras, homogeneizado 

hepático y membranas aisladas. El uso de membranas celulares aisladas bien  lavadas 

se  justifica  para  reducir  las  interferencias  en  el modelo  oxidativo  causadas  por  la 

presencia  de  antioxidantes  endógenos.  En  los  homogeneizados  de  hígado  se 

mantienen  los niveles  fisiológicos de antioxidantes. Puesto que  la membrana celular 

está  constituida  en  esencia  por  lípidos  y  proteínas,  se  utilizaron  dos  indicadores 

diferentes  de  lesión  causada  por  radicales  libres.  Por  un  lado  se  determinaron  los 
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niveles de MDA+4‐HDA, como marcadores del daño oxidativo a  los  lípidos, y por otro 

se midieron  los niveles de restos carbonilo como  indicadores del daño oxidativo a  las 

proteínas. Ambos parámetros bioquímicos definen bien el daño oxidativo producido a 

la membrana, y  la  cuantificación de éstos en ausencia o presencia de  los diferentes 

ácidos biliares y de melatonina en variadas concentraciones ofrece una visión global 

del  daño  producido  por  los  ácidos  biliares  y    la  protección  que melatonina  puede 

ejercer sobre el tejido hepático frente al daño por radicales libres inducido por ácidos 

biliares. 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Primero:  Comparar entre sí  las posibles efectos prooxidantes, de  los ácidos biliares, 

valorando su actividad oxidativa de lípidos y proteínas de homogeneizados y 

membranas aisladas de tejido hepático, en presencia y ausencia de cloruro 

férrico y ácido ascórbico. El   ácido biliar que mayor potenciación del daño 

oxidativo produzca se seleccionará para su posterior evaluación. 

Segundo:  Definir  las  condiciones de máximo daño oxidativo por  ácidos biliares, en 

homogeneizados  y  membranas  aisladas  de  tejido  hepático,  fijando  el 

tiempo  de  incubación  óptimo  para  inducir  de  forma  significativa  la 

oxidación de lípidos y proteínas. El modelo oxidativo elegido se utilizará en 

todas las valoraciones de la potencia antioxidante de la melatonina. 

Tercero:  Analizar  los  efectos  protectores  de  melatonina,  sobre  la  oxidación  de 

lípidos  y  proteínas  de  homogeneizados  y membranas  aisladas  hepáticas 

inducida por  ácidos biliares, en presencia  y  ausencia de  cloruro  férrico  y 

ácido ascórbico. 
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 MATERIAL 

 REACTIVOS QUÍMICOS UTILIZADOS 

Todos los reactivos químicos utilizados en este trabajo se obtuvieron a partir de 

diversas  casas  comerciales,  siempre  de  la  mayor  pureza  disponible,  y  fueron 

conservados según  las condiciones óptimas  indicadas en el envase. A continuación se 

relacionan  clasificados  por  el  método  donde  se  han  utilizado  y  se  indican  los 

fabricantes donde se adquirieron: 

Perfusión animal y preparación tisular  

− Cloruro sódico (NaCl) (Panreac®). 

− Tiopental sódico (Braun Medical®). 

− Ácido  4‐(2‐hidroxietil)‐piperazina‐1‐etanosulfónico  (HEPES)  (Sigma‐

Aldrich®). 

− Tris[hidroximetil]aminometano (TRIS) (Sigma‐Aldrich®). 

Modelo de inducción de daño oxidativo 

− Quenodesoxicolato,  tauroquenodesoxicolato,  desoxicolato, 

taurodesoxicolato,  ursodesoxicolato,  litocolato  y  taurolitocolato 

sódicos, melatonina  (aMT),  cloruro  férrico  (FeCl3),  ácido  ascórbico, 

etilendiaminotetracético disódico (Sigma‐Aldrich®) . 

Cuantificación de la peroxidación lipídica 

− Acetonitrilo,  ácido  metanosulfónico,  1‐metil‐2‐fenilindol,  1,1,3,3‐

metrametoxipropano,  Tris  [hidroximetil]  aminometano  y  metanol 

(Sigma‐Aldrich®). 

− Ácido clorhídrico (HCl) (Panreac®). 
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Cuantificación de Los restos carbonilo proteicos 

− 2,4‐dinitrofenilhidrazina (DNPH), ácido tricloracético (TCA), guanidina, 

etanol y acetato de etilo (Sigma‐Aldrich®). 

Determinación de la concentración de proteínas 

− Albúmina  sérica  bovina  (BSA),  Tris[hidroximetil]aminometano  (TRIS) 

(Sigma‐Aldrich®). 

− Reactivo de Bradford (Bio‐rad®). 

NaCl, LCA, TLC, DCA, TDA, QCA, TQA, UDA, BSA, EDTA, guanidina, DNPH, TCA y 

TRIS  se  disolvieron  en  agua  destilada  ultrapura  obtenida  con  un  sistema Milli‐Q  de 

Millipore®.  Estas disoluciones  se prepararon  semanalmente,  siendo  almacenadas  en 

botellas de vidrio color ámbar y conservadas en nevera a 4°C. La DNPH tras disolverse 

en agua ultrapura, se almacenó en una botella de vidrio color ámbar en oscuridad a 

temperatura ambiente. El 1‐metil‐2‐fenilindol se diluyó en acetonitrilo y se conservó a 

4°C.  

El ácido ascórbico, el FeCl3, y el 1,1,3,3‐tetrametoxipropano  se disolvieron en 

tampón TRIS 20 mM (pH=7,40). Melatonina se disolvió en etanol (2%) y TRIS 20 mM. 

Todos estos reactivos se prepararon el mismo día del experimento, justo antes de ser 

utilizadas.  

 MATERIAL DE LABORATORIO 

El  trabajo  experimental  se  realizó  en  los  laboratorios  de  Fisiología  del 

Envejecimiento  y  del  Estrés Oxidativo  sitos  en  el  Departamento  de  Farmacología  y 

Fisiología de  la Facultad de Medicina de  la Universidad de Zaragoza. Están equipados 

con el siguiente utillaje utilizado en esta investigación: 

- Agitadores: Vórtex Velp Scientifica® zx3 y vórtex Heildolph® REAX 2000. 

- Balanza de precisión Cobos® CBH‐300J. 

- Balanza de precisión Cobos® A‐220 CB. 
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- Baño termostatizado con agitación Bunsen® BTG‐1. 

- Centrífuga  Beckman®  Avanti  30™,  refrigerada  y  equipada  con  dos  rotores: 

F1010 para 10 tubos de 10 mL y H6002 para tubos Eppendorf de 1,5 y 2 mL. 

- Espectrofotómetro  Beckman‐Coulter®  DU800  con  cubetas  de  plástico 

desechables para medir en el rango visible y cubetas de cuarzo para medir en 

el rango ultravioleta (UV). 

- Homogeneizador de teflón acoplado a un rotor Heidolph® RZR 2020. 

- Homogeneizador Ultra‐Turrax Janke & Kunkel® T25. 

- Dos juegos de pipetas de precisión Gilson®: P‐20, P‐200, P‐1000 y P‐5000.  

- Un juego de pipetas Eppendorf®: 0,1‐2,5; 2‐20; 10‐100; 50‐250 y 200‐1000. 

- pHmetro Crison® micro pH 2001 equipado con sonda de temperatura. 

- Material quirúrgico diverso: pinzas, tijeras, separadores, bisturí, etc. 

- Sistema de agua destilada de Millipore® MilliRX. 

- Sistema de agua ultrapura de Millipore® MilliQ. 

- Máquina preparadora de escamas de hielo. 

- Nevera (‐20 °C). LIEBHERR Premium. 

- Ultracongelador  (‐80 °C). Ing. CLIMAS. CVF 350/80. 

 MATERIAL BIOLÓGICO 

Se utilizaron los hígados de un total de 65 ratas macho de raza Sprague‐Dawley 

con pesos comprendidos entre 200–225 g, adquiridas en Harlan Ibérica®. Los animales 

permanecieron estabulados en un ambiente controlado (temperatura 22 ± 1 °C,  ciclo 

de  luz:oscuridad  de  12:12  horas),  con  agua  y  comida  ad  libitum  (dieta  de 

mantenimiento para roedores, Harlan‐Iberica®, tipo RMM).  Todos los experimentos se 

realizaron  cumpliendo  estrictamente  la  normativa  vigente  europea  (Directiva 
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86/609/CEE), española (Real Decreto 1201/2005) y autonómica (Ley 11/2003) para el 

uso  de  animales  de  experimentación.  Para  evitar  la  influencia  del  ritmo  circadiano,  

todas las extracciones de tejido se realizaron entre las 8:00 y las 10:00 a.m. 

 DISEÑO EXPERIMENTAL 

En la primera fase se estudió el efecto de diferentes ácidos biliares induciendo 

daño  oxidativo.  Esto  nos  permitió  seleccionar  el  ácido  biliar  con  mayor  efecto 

prooxidante  y  realizar  una  segunda  fase  de  estudios  cinéticos  de  tiempo  y  de 

concentración para obtener  las condiciones óptimas que se utilizaron en  la  tercera y 

última  fase,  donde  se  evaluó  el  efecto  protector  de  la melatonina  frente  al  daño 

oxidativo producido por este ácido biliar. Todos los experimentos se realizaron en dos 

tipos de muestras: homogeneizado de hígado y membranas de hepatocitos aisladas. 

Por último, además de estudiar el efecto prooxidante de  los ácidos biliares, se 

analizó  su acción potenciadora del daño oxidativo producido por un  sistema  in vitro 

generador  de  radicales  hidroxilo  (∙OH)  y  peroxilo  (ROO∙)  basado  en  la  reacción  de 

Fenton.  El metal de transición fue el hierro en estado reducido (Fe2+).   Los iones Fe2+ 

se obtuvieron de FeCl3 (0,1 mM) y ácido ascórbico (0,1 mM) como agente reductor. La 

oxidación  se detuvo al  final de  la  incubación mediante  la adición de EDTA 2 mM. El 

EDTA quela el hierro libre del medio y de esa forma frena la progresión de la reacción 

de Fenton. 

Inmediatamente después de cada incubación generadora de daño oxidativo se 

cuantificaron  los  niveles  de  dos marcadores  del  estrés  oxidativo  en  el  hígado,  uno 

específico para la oxidación de lípidos y otro para las proteínas, MDA + 4‐HDA y restos 

carbonilo de las proteínas respectivamente. 
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 MÉTODOS PARA LA PREPARACIÓN DE LAS 

MUESTRAS 

PERFUSIÓN DE LOS ANIMALES Y OBTENCIÓN TISULAR 

El  objetivo  de  realizar  una  perfusión  in  vivo  con  suero  fisiológico  del  lecho 

vascular, fue evitar que la hemoglobina interfiriera en los resultados de MDA + 4‐HDA 

y que el hierro hemático elevara los niveles básales de estrés oxidativo. 

Las  ratas  fueron  anestesiadas  mediante  administración  intraperitoneal  de 

tiopental (50 mg/kg). A continuación, se accedió a la cavidad abdominal mediante una 

incisión en la línea alba hasta el diafragma, teniendo cuidado de no dañar el hígado. Se 

desplazó el paquete intestinal para facilitar el acceso al hígado. Mediante toracotomía 

en U se accedió a tórax y rápidamente, se practicó una punción en el ápex cardíaco, 

con una  cánula de 18G.  La perfusión  intraventricular  se  realizó  con  suero  fisiológico 

(0,9% NaCl) a 4°C. Para facilitar el drenaje del sistema venoso se realizó una incisión en 

la aurícula derecha del corazón, lo que permitió una rápida vía de salida de la sangre, 

que  iba  siendo  sustituida  con  el  suero  fisiológico.  Finalizada  la  perfusión  en 

aproximadamente dos minutos,  se extrajo el hígado  lo más  rápidamente posible,  se 

lavó con suero fisiológico a 4°C mediante pases sucesivos por placas Petri colocadas en 

hielo.  Los  órganos  se  colocaron  sobre  papel  de  filtro  para  eliminar  el  suero  y  a 

continuación  los  hígados  se  almacenaron  a  ‐80°C  hasta  ser  utilizados  el  día  del 

experimento.  

HOMOGENEIZACIÓN DEL TEJIDO HEPÁTICO 

Una vez pesado el hígado se troceó con bisturí sobre una placa Petri situada en 

hielo  y  los  pedazos  se  introdujeron  en  un  homogeneizador  de  vidrio  con  teflón 

acoplado a un rotor Heidolph® RZR 2020. Se añadió tampón Tris‐HCl 20 mM a razón de 

5  mL/g  de  tejido.  La  velocidad  del  homogeneizador  fue  de  300  revoluciones  por 

minuto,  velocidad  que  correspondía  a  la menor  eficaz  para  homogeneizar  el  tejido. 
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Todo  este  proceso  se  realizó  en  frío  para  reducir  al máximo  posible  la  degradación 

enzimática  tisular  manteniendo  el  vidrio  de  homogeneización  en  hielo  picado. 

Posteriormente,  las muestras se distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a  ‐80°C 

hasta el momento de ser utilizadas en los ensayos.  

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE TEJIDO HEPÁTICO 

Las membranas  celulares  se  aislaron  siguiendo  la metodología  descrita  por 

Escames y cols. con ligeras modificaciones [Escames y cols., 2001; Millán‐Plano y cols., 

2003].  Este método  consiste  en  la  centrifugación  diferencial  (figura  22).  En  primer 

lugar se centrifugó el homogeneizado a 1000 xg durante 10 min a 4°C para eliminar los 

restos de  tejido no homogeneizado,  los núcleos grandes y otros detritos celulares. A 

continuación  el  sobrenadante  se  centrifugó  a  50.000  ×g  durante  20 min  a  4°C.  El 

precipitado,  que  contenía  las  membranas  y  las  mitocondrias,  se  resuspendió  en 

tampón HEPES  20 mM  KCl  140 mM  (pH=7,4)  y  se  volvió  a  centrifugar  a  10.000  ×g 

durante  15 min  a  4°C.  Una  vez  recogido  el  sobrenadante  y  la  capa  flogística,  que 

contenían  las membranas celulares, se centrifugó a 50.000 ×g durante 20 min a 4°C. 

Esta  velocidad  de  centrifugación  conllevó  la  precipitación  de  las  membranas, 

obteniendo por tanto un precipitado que se volvió a resuspender en tampón Tris‐HCl 

20  mM pH 7,4. 

Protocolo 

- Homogeneizar las muestras de los hígados (1/10, p/v) en la solución tampón 

de HEPES 20  mM/ KCl 140  mM pH 7,4. 

- Centrifugar el homogeneizado resultante a 1.000 ×g durante 10 min a 4°C. 

- Centrifugar el sobrenadante a 50.000 ×g durante 20 min a 4°C.  

- Resuspender el precipitado en el tampón HEPES 20 mM/ KCl 140 mM pH 7,4 

(1/10, p/v ). 

- Centrifugar a 10.000 ×g durante 15 min a 4°C.  
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- Homogeneizar el sobrenadante y  la capa flogística y centrifugar a 50.000 ×g 

durante 20 min a 4°C.  

- Resuspender el precipitado final en tampón Tris‐HCl 20 mM pH 7,4 (1/1,  p/v) 

y conservar en alícuotas a ‐80°C hasta la realización de los ensayos. 

 
Figura 22. Protocolo de aislamiento de membranas de hepatocitos.  

Método basado en la centrifugación a diferentes  velocidades, lo que permite separar unas organelas de otras.

HIGADO homogeneizado en
HEPES 20 mM / KCl 140 mM pH= 7,4  1/10 (p/v)

Centrifugación 1.000 xg, 10min

Centrifugación 50.000 xg, 20min

Resuspender en HEPES 1/10 (v/v)

Centrifugación 10.000 xg, 15min

Centrifugación 50.000 xg, 20min

Resuspender en TRIS 20 mM 1/1 (p/v)

Congelar a ‐80°C
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 MÉTODOS ANALÍTICOS 

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

Todos  los  resultados de  los  indicadores de daño oxidativo obtenidos en este 

trabajo  están  referidos  a  la  concentración  de  proteínas  de  las muestras  analizadas. 

Para calcularla  se utilizó el método de Bradford  [1976].   Se basa en  la  reacción, por 

fuerza  iónica,  entre  grupos  sulfonados  ácidos  presentes  en  el  azul  de  Coomassie  y 

grupos amino  libres presentes en aminoácidos básicos, principalmente arginina,  lisina 

e  histidina.  Esta  reacción  produce  cambios  de  absorbancia  a  595nm  que  son 

directamente proporcionales a la concentración de proteína (figura 23). 

La concentración de proteínas de la muestra problema se obtuvo interpolando 

su  valor de  absorbancia  en  la  curva patrón obtenida  (coeficiente  correlación  0,99  ± 

0,01) y multiplicando posteriormente por el factor de dilución aplicado en cada caso. 

Los valores de concentración de proteínas se expresan en mg/mL. 

Protocolo 

- Dispensar  2  alícuotas  de  4  μL  de  cada  una  de  las  muestras  problema 

previamente  diluida  para  que  la  lectura  esté  comprendida  entre  los 

estándares inferior y superior. 

- Añadir a todos los tubos tampón Tris 20 mM hasta completar 800 μL.  

- Dispensar  200  μL  de  reactivo  de  Bradford  de  Bio‐rad®  (Azul  brillante  de 

Coomassie G‐250 al 0,01%, etanol 4.7%, ácido ortofosfórico 8,5%, diluido en 

agua destilada). 

- Agitar  e  incubar  durante  10  min  a  temperatura  ambiente  y  leer  la 

absorbancia a 595 nm en el espectrofotómetro. Utilizar como blanco 800 μL 

Tris 20 mM y 200 μL reactivo de Bradford. 
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- Para  construir  la  recta  de  calibrado  se  realizan  disoluciones  de 

concentraciones  conocidas  (0‐16  μg/mL)  de  seroalbúmina  bovina  (BSA)  en 

tampón Tris 20 mM. 

 

Figura 23. Protocolo de cuantificación de proteínas. 
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CUANTIFICACIÓN DE LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 

La acción de los radicales libres sobre los lípidos tiene lugar fundamentalmente 

sobre  los  ácidos  grasos  poliinsaturados  de  las membranas  celulares,  provocando  su 

peroxidación.  Los productos finales de este proceso de peroxidación lipídica (LPO) son 

aldehídos,  gases hidrocarbonados  y  varios  residuos químicos,  siendo mayoritarios el 

MDA y  los 4‐HDA. Por  lo  tanto  la concentración de MDA+4‐HDA es un  indicador del 

grado de peroxidación de  los  lípidos de  las membranas biológicas [Valenzuela, 1991]. 

La  concentración  de  MDA+4‐HDA  se  determinó  por  un  método  colorimétrico 

[Esterbauer y Cheeseman, 1990] basado en  la reacción de un reactivo cromógeno, el 

N‐metil‐2‐fenilindol,  con  el MDA  o  con  los  4‐HDA,  a  una  temperatura  de  45°C.  La 

condensación  de  una molécula  de MDA  ó  4‐HDA  con  dos moléculas  de  N‐metil‐2‐

fenilindol produce un cromóforo estable que, en presencia del ácido metanosulfónico 

presenta una absorbancia máxima a 586 nm (figura 24). 

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Las concentraciones de 

MDA+4‐HDA  se  corrigieron  por  las  concentraciones  de  proteínas,  expresando  las 

concentraciones finales en nmol MDA+4‐HDA / mg proteína. 

Protocolo 

- Centrifugar las muestras a 3.000 xg durante 10 minutos a 4°C.  

- Dispensar 2 alícuotas de 200 μL del sobrenadante y añadir 650 μL de N‐

metil‐2‐fenilindol 10,3 mM disuelto en acetonitrilo, y metanol, en relación 

1:3 (v/v).  

- Agitar y dispensar 150 μL de ácido metanosulfónico 15,4 M. 

- Incubar los tubos durante 40 minutos a 45°C.  

- Centrifugar a 3.000 xg durante 10 min a 4°C. 

- Incubar 10 min a temperatura ambiente. 

- Medir la absorbancia a 586 nm en el espectrofotómetro.  
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- Para  obtener  la  recta  de  calibrado  se  utilizaron  diluciones  de 

concentración  conocida  (0  ‐  10  μmol/L),  a  partir  de  una  disolución  de 

1,1,3,3‐tetrametoxipropano  10  mM  en  TRIS  20  mM.  El  1,1,3,3‐

tetrametoxipropano al hidrolizarse, libera MDA de forma estequiométrica 

[Nielsen y cols., 1997]. 

 

Figura 24. Protocolo de cuantificación de malonildialdehído (MDA) y 4‐hidroxialquenales (4‐HDA). 
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CUANTIFICACIÓN DE RESTOS CARBONILO 

Para valorar el daño oxidativo a  las proteínas de  los homogenizados y de  las 

membranas, se utilizó la determinación de los restos carbonilo de las proteínas [Davies 

y Goldberg,  1987; Dean  y  cols.,  1997].  Para  ello  se  siguió  el  protocolo  descrito  por 

Levine  y  cols.  [1990]  con modificaciones mínimas.  Este método  está  basado  en  la 

reacción de los restos carbonilo de las proteínas con la DNPH, formándose un derivado 

que  se  cuantifica  midiendo  su  absorbancia  en  el  rango  360‐390  nm.  Durante  el 

procedimiento se utiliza el TCA para la precipitación de las proteínas, los lavados para 

la eliminación del exceso de DNPH que no ha  reaccionado con  restos carbonilo, y  la 

guanidina  para  redisolver  las  proteínas  y  poder  realizar  la  lectura  en  el 

espectrofotómetro (figura 25). 

A  partir  de  la  absorbancia  obtenida  se  calculó  la  concentración  de  restos 

carbonilo empleando la ley de Beer‐Lambert y el coeficiente de absorción molar de la 

DNPH (ε = 22.000 M‐1∙cm‐1). Finalmente, tras la determinación de las proteínas totales, 

los resultados se expresaron en nmol de restos carbonilo / mg de proteínas totales. 

Protocolo 

- Añadir a 1 mL de  las muestras: 100 μL de TRIS 20 mM pH 7,4 y 200μL de 

DNPH 10 mM en HCl 2N. 

- Agitar e incubar durante 1h a 37°C. 

- Dispensar 325 μL TCA 50% frío e incubar en hielo durante 10 min. 

- Centrifugar a 3.000 xg 10 min a 4°C. 

- Lavar el precipitado 3 veces, resuspendiendo con 1 mL de etanol:acetato 

de etilo 1:1, v:v y centrifugando a 11.000 xg durante 3 min a 4°C. 

- Disolver el precipitado final en 700 μL de guanidina‐HCl 6 M pH = 2,00.  

- Agitar e incubar, a 37°C durante 15 min. 

- Centrifugar a 12.000 xg durante 10 min a 4°C. 
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- Leer  la absorbancia del sobrenadante a 375 nm (lámpara ultravioleta) en 

cubeta  de  cuarzo  a  temperatura  ambiente.  Utilizar  como  blanco  una 

disolución de guanidina 6 M.  

 

Figura 25. Fundamento de la cuantificación de restos carbonilo  en las proteínas. 
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 MÉTODOS ESTADÍSTICOS 

ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS DATOS 

Las  variables  cuantitativas  se  definieron mediante  dos  parámetros,  la media 

aritmética,  como  medida  de  la  tendencia  central,  y  el  error  estándar,  como  una 

medida de la dispersión. Por ello, los resultados son expresados siempre como media 

aritmética ± error estándar.  

En  cada  grupo  de  estudio  se  comprobó  la  hipótesis  de  normalidad  de  las 

distribuciones mediante el test de Shapiro‐Wilk. El valor de significación estadística se 

estableció en p ≤ 0,05. 

INFERENCIA ESTADÍSTICA 

Dependiendo  del  resultado  de  las  pruebas  de  normalidad,  para  estudiar  las 

diferencias entre los distintos grupos, por tratarse de datos relacionados, se realizó un 

análisis de la varianza para muestras repetidas, paramétrico, o el test de Friedman, no 

paramétrico. La hipótesis nula fue aceptada para todos aquellos datos de los grupos en 

los que F no fue significativa para un valor de p ≤ 0,05.  

Para la comparación estadística entre las medias de los grupos de datos en los 

que  F  fue  significativa  se  aplicó  el  test  de  la  t  de  Student  para  datos  pareados, 

paramétrico,  o  el  test  de Wilcoxon,  no  paramétrico,  con  un  nivel  de  significación 

aceptado en p ≤ 0,05.  

CÁLCULO DE DAÑO OXIDATIVO INDUCIDO O POTENCIADO 

Para  poder  comparar  las  potencias  prooxidantes  de  cada  uno  de  los  ácidos 

biliares  incluidos en este estudio, se calculó el porcentaje de daño oxidativo  inducido 

por cada ácido. Para ello se utilizó la ecuación (14): 

(14)  % daño inducido=  Xa‐Xc
Xc

∙100  
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Donde  Xc  es  la  concentración  de  MDA+4‐HDA  o  restos  carbonilo  en  las 

muestras en ausencia de ácido biliar, o controles y Xa es  la concentración de MDA+4‐

HDA o de restos carbonilo en las muestras incubadas con una concentración 1 mM de 

cada ácido biliar. 

Posteriormente se utilizó como sistema conocido generador de radicales libres 

la adición a la muestra de hierro ferroso. En este caso, se estudió en los diversos ácidos 

biliares su efecto potenciador del daño oxidativo producido. Para calcular el porcentaje 

de daño oxidativo potenciado por cada ácido se empleó la siguiente ecuación (15): 

(15)   % daño potenciado= Xa+‐Xc+
Xc+

∙100 

Donde  Xc+  es  la  concentración  de  MDA+4‐HDA  o  restos  carbonilo  en  las 

muestras en ausencia de ácido biliar y en presencia de 0,1 mM de FeCl3 y 0,1 mM de 

ácido ascórbico, o controles positivos y Xa+ es  la concentración de MDA+4‐HDA o de 

restos carbonilo en las muestras incubadas con una concentración 1 mM de cada ácido 

biliar, 0,1 mM de FeCl3 y 0,1 mM de ácido ascórbico. 

CÁLCULO DE LA IC50   

En este estudio se define  IC50 como  la concentración de melatonina necesaria 

para  inhibir al 50%  la  formación, debida al TLC,  inducida o no por hierro  ferroso, de 

MDA+4‐HDA y de  restos carbonilo en  los homogeneizados y membranas aisladas. Se 

calculó  gráficamente  tras  la  representación  de  los  porcentajes  de  inhibición  en  la 

formación de  estos dos marcadores de  lesión oxidativa para  cada  concentración de 

melatonina. Para ello se utilizó la ecuación (16): 

(16)   % inhibición=  X1‐X2
X1‐X0

∙100 

Donde  X0  es  la  concentración  de  MDA+4‐HDA  o  restos  carbonilo  en  las 

muestras en ausencia de TLC, o controles; X1 es la concentración de MDA+4‐HDA o de 

restos carbonilo en  las muestras  incubadas con TLC 1 mM; X2 es  la concentración de 

MDA+4‐HDA  o  de  restos  carbonilo  en  las  muestras  incubadas  con  TLC  1  mM  y 

melatonina a distintas concentraciones. 





 

 

RESULTADOS 
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 ESTUDIO DEL DAÑO POR ÁCIDOS BILIARES 

En  primer  lugar,  para  el  desarrollo  de  este  estudio  se  llevó  a  cabo  una 

clasificación de todos los ácidos biliares analizados según su efecto como inductores o 

potenciadores  de  daño  oxidativo.  Posteriormente,  se  seleccionó  el  ácido  biliar  que 

mayor potenciación de daño oxidativo produjo. La tabla 4 resume el efecto de distintos 

ácidos  biliares  en  la  formación  de  MDA+4‐HDA  y  restos  carbonilo    proteicos  en 

homogeneizados y membranas de hígado.  

Tabla  4.  Efecto  de  distintos  ácidos  biliares  en  la  formación  de  MDA+4‐HDA  y  carbonilación  proteica  en 
homogeneizados y membranas de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h con 1 mM de cada ácido biliar, 
en presencia y ausencia de FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM. Los valores son la media ± error estándar de al 
menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs control en presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1 mM (#). 

Fe2+ 
Ácido 
biliar 

Homogeneizados  Membranas 

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína)

Restos Carbonilo 
(nmol/mg proteína) 

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo 
(nmol/mg proteína)

A
us
en

ci
a 

Control  0,25 ± 0,05   2,16 ± 0,35   1,47 ± 0,30   3,83 ± 1,30  

QCA  0,33 ± 0,02   3,33 ± 0,24(*)  1,72 ± 0,15   8,16 ± 2,99(*) 

TQA  0,80 ± 0,15(*)  4,56 ± 0,27(*)  1,98 ± 0,22   9,46 ± 1,84(*) 

DCA  0,45 ± 0,05   5,50 ± 0,74(*)  2,53 ± 0,30(*)  9,59 ± 1,77(*) 

TDA  0,83 ± 0,13(*)  5,90 ± 0,72(*)  2,47 ± 0,38   11,51 ± 1,97(*) 

UDA  0,39 ± 0,05   5,92 ± 0,86(*)  2,52 ± 0,21(*)  10,55 ± 1,99(*) 

LCA  0,36 ± 0,06   4,78 ± 0,43(*)  2,46 ± 0,17(*)  8,92 ± 2,01(*) 

TLC  1,93 ± 0,40(*)  5,93 ± 0,58(*)  6,59 ± 0,40(*)  15,73 ± 2,77(*) 

Pr
es
en

ci
a 

Control+  3,94 ± 1,13(*)  6,05 ± 0,78 (*)  69,26 ± 2,89(*)  38,23 ± 13,63(*) 

QCA+  4,24 ± 0,84(*)  6,95 ± 0,67(*)  67,37 ± 2,36(*)  45,37 ± 11,94(*) 

TQA+  4,60 ± 0,94(*)  7,93 ± 0,83(*)  83,55 ± 3,92(*, #)  53,72 ± 14,65(*, #) 

DCA+  4,17 ± 0,72(*)  7,60 ± 0,78(*)  68,61 ± 2,33(*)  49,60 ± 12,19(*, #) 

TDA+  4,49 ± 0,90(*)  8,25 ± 0,86(*, #)  86,13 ± 3,25(*, #)  51,03 ± 14,53(*, #) 

UDA+  3,60 ± 0,81(*)  6,99 ± 0,52(*)  76,40 ± 3,49(*, #)  48,38 ± 12,02(*, #) 

LCA+  3,42 ± 0,94(*)  7,57 ± 0,78(*)  73,50 ± 3,59(*)  47,37 ± 12,47(*, #) 

TLC+  4,75 ± 1,10(*, #)  9,90 ± 1,74(*)  89,57 ± 3,32(*, #)  66,43 ± 9,25(*, #) 

 

Tras incubar los homogeneizados de hígado durante 2h en presencia de 1 mM 

de distintos ácidos biliares, se estudió  la formación de MDA+4‐HDA (figura 26). Como 

puede observarse, tanto el TQA como el TDA y el TLC aumentaron significativamente la 

LPO  con  respecto al  control. Expresando estos  resultados  como porcentaje de daño 
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oxidativo  inducido,  tenemos que TQA, TDA y TLC aumentaron  significativamente  los 

valores de LPO respecto al control un 214%, 227% y 657% respectivamente (tabla 5). 

La  figura 27  ilustra  los  cambios en  la oxidación de proteínas en homogeneizados de 

hígado en presencia de los ácidos biliares evaluados. QCA, TQA, LCA, DCA, TDA, UDA y 

TLC aumentaron significativamente los valores de restos carbonilo respecto al control 

un   55%, 111%, 122%, 155%, 174%, 174%  y 175 % respectivamente. De la observación 

de  las  figuras 26 y 27 y  la  tabla 4,  se deduce que  los ácidos biliares conjugados con 

taurina (TQA, TDA y TLC) aumentaron significativamente tanto los niveles de LPO como 

la oxidación de proteínas en homogeneizados. 

En membranas, el efecto prooxidante de  los ácidos biliares  fue superior al de 

homogeneizados,  especialmente  en  el  TLC.  Así,  LCA,  UDA,  DCA  y  TLC  aumentaron 

significativamente  los valores de  LPO  respecto al  control un 68%, 72%, 73% y 350% 

respectivamente  (figura  28).  También  QCA,  LCA,  TQA,  DCA,  UDA,  TDA  y  TLC 

aumentaron significativamente  los valores de restos carbonilo respecto el control un  

113%, 133%, 147%, 150%, 175%, 201% y 311% respectivamente (figura 29).  

Tabla 5. Incremento porcentual de daño oxidativo a lípidos y proteínas hepáticas causado por ácidos biliares (1mM). 

Fe2+ 
Ácido 
biliar 

Homogeneizados  Membranas 
MDA + 4‐HDA  Restos Carbonilo  MDA + 4‐HDA  Restos Carbonilo 

A
us
en

ci
a 

QCA  30  55  18  113 

TQA  214  111  35  147 

DCA  77  155  73  150 

TDA  227  174  69  201 

UDA  53  174  72  175 

LCA  42  122  68  133 

TLC  657  175  350  311 

Pr
es
en

ci
a 

Control+  1.447  180  4.626  899 

QCA+  8  15  ‐3  19 

TQA+  17  31  21  41 

DCA+  6  26  ‐1  30 

TDA+  14  36  24  33 

UDA+  ‐9  16  10  27 

LCA+  ‐13  25  6  24 

TLC+  21  64  29  74 
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Figura 26. Efecto de los ácidos biliares en la formación de MDA+4‐HDA en homogeneizados de hígado. Los valores 
son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*). 

 

 
Figura 27. Efecto de los ácidos biliares en la formación de restos carbonilo  en homogeneizados de hígado. Los 
valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*). 
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Figura 28. Efecto de distintos ácidos biliares en la formación de MDA+4‐HDA en membranas hepáticas aisladas. Los 
valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*). 

 

 
Figura  29.  Efecto  de  distintos  ácidos  biliares  en  la  formación  de  restos  carbonilo    en membranas  de  hígado. La 
incubación se realizó a 37°C durante 2h en presencia de una concentración 1 mM de cada ácido biliar. Los valores 
son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*). 
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Al  añadir  al medio  de  incubación  cloruro  férrico  y  ácido  ascórbico  aumentó 

significativamente  la oxidación de  lípidos y de proteínas comparado con el control en 

ausencia de hierro, tanto en homogeneizados como en membranas (figuras 30 a 33). 

Así,  los  valores  de  la  LPO  son    15  y  46  veces  superiores  que  los  valores  control  en 

homogenizados y en las membranas respectivamente (figuras 30 y 32). En los estudios 

de oxidación de  las proteínas, tras  la adición de cloruro  férrico y ácido ascórbico,  los 

carbonilos proteicos fueron 2 y 9 veces superiores que los obtenidos sin hierro en los 

homogenizados y en las membranas respectivamente (figuras 31 y 33). 

La  mayoría  de  los  ácidos  biliares  aumentó  la  peroxidación  lipídica  en  los 

homogeneizados hepáticos producida por la reacción de Fenton, si bien las diferencias 

tan  sólo  fueron  estadísticamente  significativas  respecto  al  control  oxidado  en 

presencia del TLC  (figura 30),  con un 21 % de  incremento. Este  ácido  ya  fue el que 

obtuvo la mayor significancia en ausencia de hierro (figura 26). 

En  términos  del  estrés  oxidativo  proteico  de  los  homogeneizados,  se 

obtuvieron resultados similares. La mayor carbonilación  la alcanzarón el TDA, 36% de 

incremento  respecto  al  control  positivo,  y  el  TLC,  64%  (tabla  5),  si  bien  tan  sólo  se 

obtuvo significación estadística en el contraste del control positivo con el TDA, por  la 

mayor dispersión de resultados obtenidos en los experimentos del TLC (figura 31). 

Al  igual  que  sucedió  en  los  homogeneizados,  los  resultados  fueron  más 

evidentes cuando  la muestra utilizada  fue  la membrana. En éstas, UDA, TQA, TDA, y 

TLC potenciaron significativamente  la LPO presente en el control positivo en un 10%, 

21%,  24%  y  29%,  respectivamente  (figura  32).    Respecto  a  la  oxidación  proteica 

causada por el hierro,  los  ácidos que potenciaron  significativamente  la  aparición de 

restos  carbonilo    fueron  LCA, UDA, DCA, TDA, TQA y TLC  con  incrementos de   24%, 

27%, 30%, 33%, 41% y 74% respectivamente (figura 33). 
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Figura 30. Efecto de los ácidos biliares en la formación de MDA+4‐HDA en homogeneizados de hígado en el sistema 
generador de radicales libres del  FeCl3 y ácido ascórbico. Los valores son la media ± error estándar de al menos seis 
observaciones, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs control + (#). 

 

 
Figura 31. Los ácidos biliares aumentaron la formación de restos carbonilo  causada por hierro y ácido ascórbico en 
homogeneizados de hígado. Los valores son  la media ± error estándar de al menos seis observaciones, p ≤ 0,05 vs 
control (*) o vs control + (#). 
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Figura 32. Los ácidos UDA, TQA, TDA y TLC potencian la peroxidación lipídica inducida por Fe2+ en las  membranas 
aisladas del tejido hepático. Los valores son  la media ± error estándar de al menos seis observaciones, p ≤ 0,05 vs 
control (*) o vs control + (#). 

 

 
Figura 33. Efecto de  los ácidos biliares en  la carbonilación proteica en membranas aisladas de hígado. Los valores 
son la media ± error estándar de al menos seis observaciones, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs control + (#). 
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Del estudio de  los resultados expuestos en  la  tabla 5 y  las  figuras 26 a 33, se 

seleccionó  para  su  posterior  evaluación  el  TLC  por  ser  el  ácido  biliar  que  mayor 

inducción de daño oxidativo en lípidos y proteínas produjo, tanto en homogeneizados 

como en membranas. En presencia de hierro, el TLC también potenció la LPO tanto en 

homogeneizados  como  en  las  membranas,  en  las  que  TLC  también  potenció  la 

formación de restos carbonilo debida a hierro.  Únicamente no se observó una acción 

significativa en  la oxidación de proteínas debida a hierro en homogeneizados aunque 

se evidenció una clara tendencia (figura 31).   

 

 CINÉTICAS DE TIEMPO DE DAÑO OXIDATIVO 

Con el fin de establecer unas condiciones experimentales comunes del modelo 

generador y potenciador de daño oxidativo, se realizó un estudio cinético de tiempo 

en cuatro grupos diferentes. Se determinaron las concentraciones de MDA+4‐HDA y de 

restos  carbonilo  en  los  homogeneizados  y  las  membranas  aisladas  hepáticas, 

manteniendo  una  agitación  y  temperatura  constante  de  37°C  y  modificando  la 

duración  de  la  incubación  (0,  10,  30,  60  y  120 min). Un  primer  grupo  del  estudio, 

denominado  “control”,  valoró  la oxidación  lipídica  y proteica, en homogeneizados  y 

membranas en ausencia de TLC, cloruro  férrico y ácido ascórbico. El segundo grupo, 

denominado “TLC”, determinó los efectos del tiempo de incubación cuando se añadió 

al medio TLC 1 mM. Un  tercer grupo, denominado “control+”, valoró  los efectos del 

tiempo  de  incubación  cuando  se  añadió  cloruro  férrico  y  ácido  ascórbico.  El  cuarto 

grupo, denominado “TLC+”, analizó la presencia conjunta de incubación de TLC 1 mM 

con cloruro férrico 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM. Los resultados obtenidos en las 

cinéticas de tiempo se resumen en la tabla 6 y las figuras 34 a 37 .  
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Tabla 6. Efecto del tiempo de  incubación en  la formación de MDA+4‐HDA y restos carbonilo en homogeneizados y 
membranas de hígado. La incubación se realizó a 37°C en presencia y ausencia de ácido taurolitocólico (TLC) 1 mM, 
en presencia (+) y ausencia de FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1mM. Los valores son la media ± error estándar de 
al menos seis observaciones independientes, *: p ≤ 0,05 vs control correspondiente (tiempo de incubación: 0 min). 

Fe2+  TUBO  
Tiempo 
(min) 

Homogeneizados  Membranas 
MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo
(nmol/mg proteína) 

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo
(nmol/mg proteína) 

A
us
en

ci
a 

Control  
  

0  0,32 ± 0,05  3,46 ± 0,53  0,09 ± 0,05    2,15 ± 0,98 

10  0,30 ± 0,04  5,60 ± 0,66(*)  0,10 ± 0,06    4,30 ± 1,59 

30  0,28 ± 0,04  6,05 ± 0,76(*)  0,11 ± 0,07    6,89 ± 0,93(*) 

60  0,32 ±0,04  6,34 ± 0,78(*)  0,45 ± 0,30    7,40 ± 0,91(*) 

120  0,34 ± 0,03  6,09 ± 0,69(*)  0,76 ± 0,56    5,50 ± 0,45(*) 

TLC 
  

0  0,57 ± 0,06  7,53 ± 0,59  7,54 ± 0,74    6,58 ± 0,38 

10  0,58 ± 0,05  6,77 ± 0,86  4,95 ± 0,56    8,77 ± 1,08(*) 

30  0,60 ± 0,05  7,56 ± 0,49  5,25 ± 0,68    11,39 ± 2,22(*) 

60  0,71 ± 0,04(*)  7,39 ± 0,58  5,34 ± 0,34  (*)  12,53 ±2,79(*) 

120  0,76 ± 0,02(*)  7,39 ± 0,37  6,39 ± 0,30  (*)  12,74 ± 1,50(*) 

Pr
es
en

ci
a 

Control+ 
 

0  0,34 ± 0,05  4,47 ± 0,10  2,10 ± 0,77    5,86 ± 1,98 

10  0,33 ± 0,04  5,37 ± 0,67  11,62 ± 2,60  (*)  9,62 ± 2,37(*) 

30  0,36 ± 0,07  5,62 ± 0,66  30,10 ± 2,88  (*)  12,29 ± 2,48(*) 

60  0,37 ± 0,05  5,84 ± 0,66  38,16 ± 1,88  (*)  12,17 ± 2,20(*) 

120  0,49 ± 0,06(*)  5,77 ± 0,68  47,72 ± 1,40  (*)  21,61 ± 8,44(*) 

TLC+ 
 

0  0,47 ± 0,10  5,98 ± 0,95  14,92 ± 5,59    15,04 ± 2,25 

10  0,50 ± 0,10  5,68 ± 0,64  28,68 ± 9,30    20,83 ± 2,42(*) 

30  0,55 ± 0,09  6,32 ± 0,78  41,21 ± 3,04  (*)  27,46 ± 4,16(*) 

60  0,65 ± 0,10(*)  6,67 ± 0,82  49,51 ± 2,06  (*)  38,86 ± 3,56(*) 

120  1,31 ± 0,24(*)  6,23 ± 0,92  65,51 ± 7,77  (*)  46,45 ± 5,61(*) 

 

En  primer  lugar  se  realizó  un  estudio  de  la  evolución  temporal  de  la 

peroxidación  lipídica  en  los  homogeneizados  hepáticos.  La  figura  34  ilustra  los 

resultados y de su observación puede deducirse que un tiempo de incubación de hasta 

dos horas no alteró las concentraciones de MDA+4‐HDA de las muestras controles. Por 

el  contrario,  se  requirieron  dos  horas  de  incubación  de  los  homogeneizados  en 

presencia  de    FeCl3  y  ácido  ascórbico,  controles  positivo,  para  que  aumentara  la 

peroxidación lipídica de forma significativa, mientras que bastó con una hora para que 

se obtuviera significación estadística cuando se utilizó el TLC, ya  fuera en ausencia o 

presencia  de  hierro  y  ácido  ascórbico.  En  el  daño  oxidativo  a  las  proteínas  de  los 

homogeneizados  no  se  obtuvieron  diferencias  en  función  de  la  duración  de  la 
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incubación para ninguno de  los modelos oxidativos estudiados, ni el de TLC ni el de 

FeCl3 y ácido ascórbico, ya fueran utilizados de forma aislada o combinada (figura 35). 

 
Figura 34. Efecto del tiempo de incubación en la formación de MDA+4‐HDA en homogeneizados de hígado. La 
incubación se realizó a 37°C en presencia de ácido taurolitocólico 1 mM (—), en presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1mM (—) y en presencia (—) de ácido taurolitocólico 1 mM, FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM y en 
ausencia de todos ellos (—). Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones 
independientes, *p ≤ 0,05 vs 0 minutos. 

 
Figura 35. Papel del tiempo de incubación en la oxidación proteica en homogeneizados de hígado. La incubación se 
realizó en presencia de ácido taurolitocólico 1 mM (—), en presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1mM (—)  
y en presencia (—) de ácido taurolitocólico 1 mM, FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM y en ausencia de todos 
ellos (—). Los valores son las medias ± errores estándares. n=6, *p ≤ 0,05 vs 0 minutos. 
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Figura 36.  Influencia del tiempo de  incubación en  la formación de MDA+4‐HDA en membranas de hepatocitos. La 
incubación se realizó a 37°C en presencia de ácido taurolitocólico 1 mM (—), en presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1mM (—) y en presencia (—) de ácido taurolitocólico 1 mM, FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM y en 
ausencia de todos ellos (—). Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones *p ≤ 0,05 vs 0 
minutos. 

 
Figura  37.  Efecto  del  tiempo  de  incubación  en  la  formación  de  restos  carbonilo  en membranas  de  hígado.  La 
incubación se realizó a 37°C en presencia de ácido taurolitocólico 1 mM (—), en presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1mM (—) y en presencia (—) de ácido taurolitocólico 1 mM, FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM y en 
ausencia  de  todos  ellos  (—).  Los  valores  son  la  media  ±  error  estándar  de  al  menos  seis  observaciones 
independientes, *p ≤ 0,05 vs 0 minutos. 
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Los estudios cinéticos tercero y cuarto se realizaron en membranas aisladas de 

tejido  hepático.  El  tercero  valoró  la  concentración  de MDA  +  4‐HDA  y  el  cuarto  la 

determinación  de  restos  carbonilo.  En  los  dos  se  produjeron  aumentos  de  la  lesión 

oxidativa directamente relacionados con la duración de la incubación. La peroxidación 

lipídica  en  membranas  aisladas  (figura  36)  apenas  se  modificó  en  las  muestras 

controles. Aunque el TLC provocó un ligero aumento significativo a partir de una hora 

de  incubación,  los  resultados  más  espectaculares  se  produjeron  en  el  modelo 

fentoniano  ya  sea  aplicado  solo o  con  TLC,  con  significación  a partir de  los 10  y 30 

minutos  respectivamente.  Respecto  a  la  oxidación  de  proteínas  de  las membranas 

aisladas,  los  incrementos  significativos en  su  carbonilación  fueron  a partir de  los 30 

minutos para  los controles y de 10 minutos para el TLC y  los dos estudios con hierro 

(figura 37). 

Tras el análisis conjunto de  los cuatro estudios cinéticos, se decidió utilizar un 

tiempo de  incubación de dos horas para  las  siguientes  fases experimentales de esta 

investigación,  dado  que  éste  fue  el  tiempo  en  el  que  se  detectaron  los  mayores 

cambios significativos. 

 

 CINÉTICAS DE CONCENTRACIÓN 

En primer lugar se estudiaron los efectos del TLC en concentraciones de 0,001 ‐ 

0,01  ‐ 0,1  ‐ 0,3  ‐ 1  y 3 mM para  valorar  su  capacidad de generar daño oxidativo. A 

continuación  se  estudiaron  sus  efectos,  en  presencia  de  cloruro  férrico  y  ácido 

ascórbico. La tabla 7 recoge las concentraciones de MDA+4‐HDA y de restos carbonilo 

obtenidas.  

Las  figuras  38  y  39  ilustran  los  efectos  del  TLC  sobre  la  oxidación  lipídica  y 

proteica  respectivamente  en  los  homogeneizados  hepáticos.  Todas  las 

concentraciones de TLC aumentaron  significativamente  tanto  los niveles de MDA+4‐

HDA  como  la  carbonilación  proteica,  lo  que  sugiere  que  incluso  a  pequeñas 
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concentraciones  como  0,001  mM  ya  se  produce  lesión  oxidativa  en  los 

homogeneizados, indicando que estas muestras son muy sensibles al TLC.  

Por el contrario, en  las membranas, el daño oxidativo a  lípidos y proteínas al 

añadir TLC aumentó de forma concentración dependiente, observándose un aumento 

significativo de MDA + 4‐HDA  y de  la  carbonilación proteica, desde  concentraciones 

iguales o superiores a 0,3 mM de TLC (figuras 40 y 41). 

 

Tabla  7.  Efecto  del  ácido  taurolitocólico  (TLC)  en  la  formación  de  MDA+4‐HDA  y  restos  carbonilo    en 
homogeneizados y membranas de hígado. Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones 
independientes, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs control + (#). 

Fe2+  TLC  
(mM) 

Homogeneizados  Membranas 

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo 
(nmol/mg proteína)

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo 
(nmol/mg proteína)

A
us
en

ci
a 

Control  0,44 ±  0,04  3,59  ±  0,52  0,92  ±  0,49  5,42  ±  2,69  

0,001  0,76  ±  0,03(*)  9,17  ±  1,23(*)  1,48  ±  0,81  9,06  ±  1,15  

0,01  0,65  ±  0,06(*)  10,01  ±  0,63(*)  1,85  ±  0,66  10,01  ±  1,00  

0,1  0,69  ±  0,05(*)  10,11  ±  1,07(*)  2,74  ±  0,65  10,16  ±  1,32  

0,3  0,60  ±  0,03(*)  9,98  ±  0,47(*)  3,67  ±  0,44(*)  11,58  ±  1,87(*) 

1  0,78 ±  0,03(*)  9,66  ±  0,29(*)  4,24 ±  0,39(*)  14,91 ±  3,41(*) 

3  0,82  ±  0,04(*)  10,32  ±  0,84(*)  4,94  ±  0,86(*)  17,10  ±  4,40(*) 

Pr
es
en

ci
a 

Control+  0,51  ±  0,04(*)  7,15  ±  0,98(*)  35,38 ±  3,81(*)  17,98 ±  1,75(*) 

0,001+  0,52  ±  0,06(*)  6,91  ±  0,85(*)  38,20  ±  4,17(*, #)  24,08  ±  3,70(*, #)

0,01+  0,54  ±  0,05(*)  7,61  ±  0,77(*)  38,61  ±  4,24(*, #)  26,52  ±  2,60(*, #)

0,1+  0,53  ±  0,06 (*)  7,24  ±  0,66(*)  40,47  ±  3,96(*, #)  32,37  ±  2,23 (*, #)

0,3+  0,76  ±  0,13 (*)  7,92  ±  0,80(*)  44,57  ±  4,60(*, #)  35,49  ±  0,89(*, #)

1+  0,99  ±  0,19(*, #) 6,70  ±  0,83(*)  49,30 ±  5,39(*, #)  39,32 ±  2,48(*, #)

3+  1,82  ±  0,33(*, #) 8,16  ±  0,42(*)  46,10  ±  5,50(*, #)  42,08  ±  3,09(*, #)
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Figura  38.  El    ácido  taurolitocólico  (TLC)  aumentó  la  peroxidación  lipídica  en  homogeneizados  de  hígado.  La 
incubación se realizó a 37°C durante 2h. Los valores son  la media ± error estándar de al menos seis observaciones 
independientes, *: p ≤ 0,05 vs control. 

 

   
Figura 39. El ácido taurolitocólico (TLC) modificó la formación restos carbonilo  en homogeneizados de hígado. Los 
valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, *: p ≤ 0,05 vs control. 
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Figura  40.  Efecto  concentración  dependiente  del  ácido  taurolitocólico  (TLC)  de  la  formación  de MDA+4‐HDA  en 
membranas de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h. Los valores son la media ± error estándar de al 
menos seis observaciones independientes, *: p ≤ 0,05 vs control. 

 

 

 
Figura  41.  Respuesta  concentración  dependiente  del  ácido  taurolitocólico  (TLC)  en  la  carbonilación  proteica  en 
membranas  aisladas  de  hígado.  Los  valores  son  la  media  ±  error  estándar  de  al  menos  seis  observaciones 
independientes, *: p ≤ 0,05 vs control. 
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La  incubación  de  homogeneizados  y membranas  hepáticas  con  FeCl3  y  ácido 

ascórbico, provocó un aumento significativo de  las concentraciones de MDA+4‐HDA y 

de restos carbonilo, lo que indicó la presencia de peroxidación lipídica y proteica en el 

hígado  (tabla 7 y  figuras 39 a 45). Los radicales  ∙OH y ROO∙ generados  in vitro por  la 

reacción de Fenton incrementaron un 16% y un 3.746% la peroxidación lipídica de los 

homogeneizados y de las membranas respectivamente (figuras 42 y 44). En el caso de 

las proteínas, la oxidación se aumentó en un 99% y un 232% respectivamente (figuras 

43 y 45). 

La adición de TLC a los homogeneizados a concentraciones iguales o mayores a 

1mM, potenció significativamente  la peroxidación  lipídica respecto a  la obtenida solo 

en  presencia  del  sistema  Fenton  (figura  42).  Esta  respuesta  fue  dependiente  de  la 

concentración  de  TLC.  Por  el  contrario,  ninguna  de  sus  concentraciones  modificó 

significativamente  la oxidación proteica que había  inducido el FeCl3 y ácido ascórbico 

(figura 43). 

En  las membranas  celulares  aisladas  del  tejido  hepático,  el  TLC  potenció  de 

forma significativa  tanto  la peroxidación  lipídica  (figura 44) como  la carbonilación de 

las proteínas (figura 45) desde su concentración más pequeña, 0,001 mM de TLC. 

Considerando todos estos resultados de forma global, se decidió mantener una 

concentración 1 mM de TLC para realizar la última fase experimental con melatonina. 
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Figura 42. Efectos del ácido taurolitocólico (TLC) en la formación de MDA+4‐HDA en homogeneizados de hígado. La 
incubación se realizó a 37°C durante 2 con TLC  (0,001 – 3 mM), en ausencia o presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1 mM. Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 
vs control (*) o vs control + (#). 

 
Figura  43.  Cinética  de  concentración  de  ácido  taurolitocólico  (TLC)  para  la  formación  de  restos  carbonilo    en 
homogeneizados de hígado.  La  incubación  se  realizó a 37°C durante 2h  con  TLC  (0,001 – 3 mM),  en ausencia o 
presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM. Los valores son  la media ± error estándar de al menos seis 
observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs control + (#). 
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Figura 44. El TLC potenció la peroxidación lipídica en membranas de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 
2h con TLC  (0,001 – 3 mM), ausencia o presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM. Los valores  son  la 
media ± error estándar de al menos seis observaciones, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs control + (#). 

 

 
Figura 45. Efecto del ácido  taurolitocólico  (TLC) en  la oxidación de  las proteínas de  las membranas de hígado. La 
incubación se realizó a 37°C durante 2h con TLC (0,001 – 3 mM), en ausencia o presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1 mM. Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 
vs control (*) o vs control + (#). 
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 VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

DE LA MELATONINA 

En este apartado se han evaluado los efectos antioxidantes de la melatonina en 

un rango de concentraciones de 0,1 a 5 mM. De los ocho modelos utilizados en la fase 

experimental  anterior,  se  han  utilizado  todos  con  la  excepción  de  la  oxidación  de 

proteínas en homogeneizados hepáticos en presencia de FeCl3 y ácido ascórbico, ya 

que  la  adición  de  TLC  incluso  hasta  concentraciones  de  3mM,  no  indujo  cambios 

significativos  en  relación  a  los  niveles  de  carbonilación  proteica  respecto  a  los 

obtenidos sólo por FeCl3 y ácido ascórbico (figura 43).  Las concentraciones de MDA+4‐

HDA y de restos carbonilo obtenidas en los homogeneizados y membranas se resumen 

en la tabla 8. 

Tabla  8.  Efecto  protector  de  la  melatonina  (aMT)  en  la  oxidación  de  lípidos  y  proteínas  inducida  por  ácido 
taurolitocólico (TLC) 1 mM, en ausencia y presencia de FeCl3 0,1 mM y ácido ascórbico 0,1 mM en homogeneizados y 
membranas aisladas de hígado.  Los  valores  son  las medias ± errores estándares. n=6, p  ≤ 0,05 vs  control  (*),  vs 
control + (#), vs TLC  (¤) o vs TLC+ (§). 

Fe2+  TUBO 
Homogeneizados  Membranas 

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo
(nmol/mg proteína)

MDA + 4‐HDA 
(nmol/mg proteína) 

Restos Carbonilo
(nmol/mg proteína)

A
us
en

ci
a 

Control  0,27 ± 0,04   3,47 ± 0,27   0,35 ± 0,18   6,66 ± 1,62  

TLC  0,60 ± 0,07 (*)  8,35 ± 0, 59(*)  5,36 ±  0,58(*)  10,94 ±2,45(*) 

aMT 0,1  0,54 ± 0,04 (*)  8,05 ±  0,41(*)  5,65 ±  0,51(*)  9,14 ± 1,12(*) 

aMT 0,5  0,52 ± 0,02 (*)  7,27 ±  0,38(*)  5,86 ±  0,30(*)  7,84 ± 0,73  

aMT 1  0,51 ± 0,04   7,70 ±  0,32(*)  5,44 ±  0,68(*)  6,27 ± 0,96  

aMT 2  0,54 ± 0,03 (*)  7,56 ±  0,29(*)  5,03 ±  0,42(*)  6,62 ± 0,98  

aMT 3  0,46 ± 0,03 (*, ¤)  7,58 ±  0,72(*)  4,99 ±  0,44(*)  6,43 ± 0,93  

aMT 5  0,44 ± 0,02 (¤)  6,70 ±  0,74(*)  4,46 ±  0,52(*, ¤)  5,88 ± 1,55(¤) 

Pr
es
en

ci
a 

Control+  0,44 ± 0,04 (*)  ‐‐  39,98 ± 5,88(*)  18,14± 4,16(*) 

TLC +  0,82 ± 0,14 (*, #)  ‐‐  52,06 ± 6,04(*, #)  43,71 ± 4,67(*, #) 

aMT+ 0,1  0,85 ±  0,21 (*, #)  ‐‐  48,32 ± 5,09(*, #, §)  47,53 ± 5,11(*, #) 

aMT+ 0,5  0,49 ±  0,06  (*, #, §)  ‐‐  41,94 ± 4,94  (*, §)  30,47 ± 3,15(*, #, §)

aMT+ 1  0,39 ±  0,05  (*, §)  ‐‐  27,27 ± 8,65  (*, §)  20,30 ± 4,15(*, §) 

aMT+ 2  0,38 ±  0,06 (*, §)  ‐‐  10,74 ± 6,32(*, #, §)  9,95 ± 2,29(#, §) 

aMT+ 3  0,35 ±  0,06  (§)  ‐‐  3,88 ± 1,44(*, #, §)  6,15 ± 0,83(#, §) 

aMT+ 5  0,33 ±  0,05  (#, §)  ‐‐  2,02 ± 0,52(*, #, §)  2,71 ±  ,94(#, §) 
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La  figura  46  ilustra  los  efectos  de  la  adición  de melatonina  en  la  oxidación 

lipídica  causada  por  el  TLC  1 mM  en  homogeneizados  hepáticos.  En  esta  gráfica  se 

muestra que  la melatonina  tuvo un comportamiento antioxidante a concentraciones 

superiores  a  2  mM,  ya  que  3  mM  y  5  mM  redujeron  significativamente  las 

concentraciones de MDA+4‐HDA en un 42% y un 51% con respecto a las de TLC 1mM. 

A  partir  de  estos  datos  pudimos  calcular  gráficamente  que  la  concentración  de 

melatonina  necesaria  para  prevenir  el  50%  de  la  oxidación  lipídica  en  los 

homogeneizados,  IC50, fue 4,73 mM. Respecto al modelo de  la carbonilación proteica 

causado por el TLC 1 mM, aunque la melatonina redujo la oxidación, los resultados no 

fueron estadísticamente significativos (figura 47). 

En  membranas  aisladas  del  tejido  hepático  se  obtuvieron  resultados  muy 

discretos en  la preservación de  la  toxicidad oxidativa del TLC. Tan solo melatonina 5 

mM redujo un 18% las concentraciones de MDA + 4‐HDA obtenidas tras la incubación 

con  TLC  1 mM  (figura  48).  Una mayor  actividad  antioxidante  de  la melatonina  se 

observó  frente  a  la  oxidación  de  proteínas,  ya  que  los  niveles  de  carbonilación  del 

control  se  incrementaron  significativamente  con  la  exposición  a  TLC  1  mM,  sin 

embargo, fueron similares a los detectados en aquellas muestras que además del ácido 

biliar  recibieron  un  cotratamiento  con  melatonina  a  concentraciones  iguales  o 

superiores  a  0,5  mM  (figura  49).  De  esta  última  representación  gráfica  puede 

deducirse que, bajo nuestras condiciones experimentales,  la  IC50 de melatonina para 

reducir  la oxidación de  las proteínas de  las membranas  inducida por el TLC 1 mM fue 

de tan solo 0,15 mM. 
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Figura 46. Efecto protector de  la melatonina (aMT) en  la oxidación de  lípidos  inducida por ácido taurolitocólico en 
homogeneizados de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h. Los valores son la media ± error estándar de 
al menos seis observaciones, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs TLC 1 mM (¤). 

 

 

 
Figura  47.  Efecto  de  la  melatonina  (aMT)  en  la  oxidación  de  proteínas  inducida  por  ácido  taurolitocólico  en 
homogeneizados de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h. Los valores son la media ± error estándar de 
al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*). 
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Figura 48. Cinética de  la melatonina  (aMT) en  la oxidación de  lípidos  inducida por ácido  taurolitocólico 1mM en 
membranas de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h. Los valores son la media ± error estándar de al 
menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs TLC 1 mM (¤). 

 

 
Figura 49. La melatonina (aMT) reduce la oxidación de proteínas inducida por ácido taurolitocólico en membranas 
de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h con diferentes concentraciones de melatonina. Los valores son 
la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 vs control (*) o vs TLC 1 mM (¤). 
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La oxidación lipídica inducida por FeCl3 y ácido ascórbico, y potenciada por TLC 

1 mM también fue reducida significativamente por  la adición de melatonina tanto en 

homogeneizados como en membranas, de una forma directamente dependiente de la 

concentración (tabla 8). 

En homogeneizados,  la oxidación  lipídica  inducida por FeCl3 y ácido ascórbico, 

fue  casi  el  doble  que  el  control  basal  (figura  50).  Dicha  oxidación  se  potenció  en 

presencia de TLC, obteniendo niveles de oxidación tres veces superiores al control. En 

presencia de bajas concentraciones de melatonina (0,5 mM),  los valores de MDA + 4‐

HDA cayeron drásticamente y se observó una reducción significativa con respecto a los 

homogeneizados tratados con TLC en presencia de hierro. En los homogeneizados con 

TLC y hierro tratados con concentraciones iguales o superiores a 1 mM de melatonina, 

los niveles de LPO caen por debajo de  la mitad de  los valores de  los homogeneizados 

con TLC  y hierro,  recuperándose a  concentraciones  iguales o  superiores a 3 mM de 

melatonina,    hasta  los  valores  basales  de  LPO  en  ausencia  tanto  de  TLC  como  de 

hierro.  La  IC50  de  la  melatonina  para  inhibir  la  formación  de  MDA+4‐HDA  en 

homogeneizados hepáticos en presencia de TLC 1mM, FeCl3 y ácido ascórbico  fue de 

0,40 mM. Por último, en las membranas, la oxidación lipídica inducida por FeCl3 y ácido 

ascórbico fue 40 veces superior al control (figura 51). Dicha oxidación se potenció en 

presencia  de  TLC,  obteniendo  niveles  de  oxidación más  de  50  veces  superiores  al 

control.  Desde  la  concentración  de  melatonina  más  baja  estudiada  (0,1  mM)  se 

observó una reducción significativa de  la LPO con respecto a  las membranas tratadas 

con  TLC  en  presencia  de  hierro  y  ascórbico.  Los  niveles  de MDA  +  4‐HDA  en  las 

membranas  con  TLC  y  hierro  tratadas  con  concentraciones  de  0,5  a  1  mM  de 

melatonina  son  similares  a  los  controles  positivos  de  peroxidación  lipídica.  El 

tratamiento con melatonina 5 mM en membranas con TLC y hierro ferroso, consiguió 

valores de LPO más de 25 veces  inferiores a  los observados en  la muestras  tratadas 

con  TLC  y  hierro  ferroso  (tabla  8),  observándose  tendencia  de  recuperación  a  los 

niveles  basales,  aunque  se  mantienen  diferencias  significativas  con  respecto  a  los 

niveles  control  en  ausencia  de  TLC  y  hierro  ferroso.  La  IC50  de  la melatonina  en  la 

inhibición de  la  formación de MDA+4‐HDA en membranas hepáticas en presencia de 

TLC 1 mM, FeCl3 y ácido ascórbico fue de 1,06 mM. 
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Figura  50.  Efecto  de melatonina  (aMT)  en  la  oxidación  de  lípidos  potenciada  por  ácido  taurolitocólico  (TLC)  en 
homogeneizados de hígado. La  incubación se realizó, en ausencia o presencia de TLC 1mM, FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1 mM. Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes, p ≤ 0,05 
vs control (*),  vs control +  (#), o vs TLC 1 mM  (§). 

 
Figura 51. Melatonina (aMT) redujo la oxidación de lípidos potenciada por ácido taurolitocólico (TLC) en membranas 
de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h, en ausencia o presencia de TLC 1mM, FeCl3 0,1 mM y ácido 
ascórbico 0,1 mM. Los valores son la media ± error estándar de al menos seis observaciones independientes p ≤ 0,05 
vs control (*), vs control +  (#), o vs TLC 1 mM  (§). 
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En  la  carbonilación  proteica  de  las  membranas,  se  observó  que  el  daño 

oxidativo  inducido  por  FeCl3  y  ácido  ascórbico  fue  3  veces  superior  al  control  basal 

(figura 52). Dicha oxidación se potenció en presencia de TLC 1 mM,  incrementado  la 

carbonilación proteica hasta más de 5 veces que el control.  La oxidación de proteínas 

inducida por FeCl3 y ácido ascórbico y potenciada por TLC en membranas también fue 

reducida significativamente por la adición de concentraciones de melatonina iguales o 

superiores  a  0,5 mM.  Los  niveles  de  restos  carbonilo  en  las membranas  con  TLC  y 

hierro  ferroso  tratadas  con  1 mM  de melatonina  son  similares  al  control  positivo. 

Concentraciones de melatonina  iguales o  superiores a 2 mM presentaron niveles de 

oxidación de proteínas significativamente  inferiores al control positivo y recuperaron 

los niveles de carbonilación proteica basales ya que no se observan diferencias con los 

controles. El tratamiento con melatonina 5 mM a las membranas con 1 mM TLC y 0,1 

mM  hierro  ferroso,  consiguió  valores  de  carbonilación  proteica  más  de  15  veces 

menores  que  los  observados  en  las  membranas  con  TLC  1  mM,  hierro  y  ácido 

ascórbico. La IC50 de la melatonina en la inhibición de la formación de restos carbonilo 

en membranas hepáticas en presencia de TLC, FeCl3 y ácido ascórbico fue 0,79 mM. 
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Figura  52.  Cinética  de  concentraciones  de melatonina  (aMT)  en  la  oxidación  de  proteínas  potenciada  por  ácido 
taurolitocólico en membranas de hígado. La incubación se realizó a 37°C durante 2h, en ausencia o presencia de TLC 
1mM,  FeCl3  0,1  mM  y  ácido  ascórbico  0,1  mM.  Los  valores  son  la  media  ±  error  estándar  de  al  menos  seis 
observaciones independientes p ≤ 0,05 vs control (*), vs control +  (#), o vs TLC 1 mM  (§). 

 

Finalmente  para  facilitar  la  comparación  global  de  los  resultados  de  este 

estudio,  incluimos una  tabla con  las concentraciones  IC50 obtenidas para melatonina 

previniendo el daño oxidativo a lípidos o proteínas y en homogeneizados o membranas 

celulares aisladas del hígado (tabla 9). 

 

Tabla  9.  Concentraciones  de  melatonina  necesarias  para  inhibir  el  50%  del  daño  oxidativo  (IC50)  debido  a  la 
presencia de ácido  taurolitocólico 1mM,  en ausencia  y presencia de  FeCl3 0,1 mM  y ácido ascórbico 0,1 mM  en 
homogeneizados y membranas de hígado. 

Fe2+ 

IC50 (mM) 

Homogeneizados  Membranas 

MDA + 4‐HDA  Restos Carbonilo  MDA + 4‐HDA  Restos Carbonilo 

Ausencia  4,73  >5  >5  0,15 

Presencia  0,40  ‐‐  1,06  0,79 
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Los  desórdenes  hepáticos  colestáticos  son  un  grupo  heterogéneo  de 

enfermedades que cursan con una alteración del flujo biliar. Entre otras y a modo de 

ejemplo la atresia biliar, la cirrosis biliar primaria, la colangitis esclerosante primaria y 

todas las tumoraciones que en su crecimiento ocluyan las vías biliares pueden generar 

colestasis.  El  tratamiento  debe  ser  fundamentalmente  etiológico  y  en  numerosas 

ocasiones, esta patología es responsable de que deba recurrirse al trasplante hepático 

en un elevado porcentaje de pacientes [Starzl, 1989; Whitington y Balistreri, 1991].   

La  alteración  del  flujo  biliar  puede  deberse  a  un  defecto  funcional  en  la 

formación de la bilis a nivel del hepatocito, colestasis intrahepática, o a una alteración 

de  la  secreción  o  el  transporte  de  la  bilis  a  nivel  del  árbol  biliar,  colestasis 

extrahepática.  Anatomopatológicamente  es  obvio  que  en  las  dos  modalidades  de 

colestasis y de forma  invariable se produce  lesión hepatocelular y que ésta, al menos 

en parte, debe producirse por la acumulación de alguno de los componentes de la bilis. 

A pesar de que no  se  conoce  completamente  su  fisiopatología,  se  considera que el 

principal  hecho  funcional  responsable  de  la  hepatotoxicidad  celular  durante  la 

colestasis, es la acumulación de ácidos biliares en el hígado [Greim y cols., 1973; Attili y 

cols., 1986; Schmuckler y cols., 1990; Heuman y cols., 1991; Fischer y cols., 1996; Bove, 

2000]. Es evidente que para poder aplicar con éxito terapéutico un tratamiento en  la 

colestasis  se  requiere  entender  los  mecanismos  moleculares  y  celulares  que  se 

desencadenan en este proceso patológico. 

Aunque  las  teorías  fisiopatológicas  que  implican  a  los  ácidos  biliares  en  la 

colestasis  son  muy  numerosas,  básicamente  podemos  agruparlas  en  dos  grandes 

categorías que no son excluyentes: la primera en la que el daño hepático está mediado 

por la acción detergente de las sales biliares y la segunda por su acción prooxidante. 

Por  su  estructura  química  y  en  el  rango  de  concentraciones  fisiológicas,  los 

ácidos  biliares  desempeñan  una  importante  función  detergente  que  facilita  la 

absorción  intestinal  de  lípidos.  Estas  moléculas  aunque  carecen  de  actividad 

enzimática,  no  son  proteínas  sino  derivados  del  ciclopentanoperhidrofenantreno, 

emulsionan  las grasas  ingeridas en  la dieta en una  suspensión de gotas de pequeño 

tamaño en el medio acuoso integrado por los líquidos ingeridos, los jugos digestivos y 
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la  propia  bilis.  Generar  esta  emulsión  lipídica  favorecerá  la  acción  posterior  de  las 

lipasas pancreática e  intestinal. Sin embargo, si  las concentraciones  intracelulares de 

sales  biliares  se  elevan,  hecho  propio  de  la  colestasis,  su  acción  detergente  puede 

concentrarse en las bicapas lipídicas de las membranas celulares, unas estructuras que 

están integradas mayoritariamente por fosfolípidos unidos entre sí casi exclusivamente 

por  enlaces  electrostáticos  débiles.  Aunque  esta  acción  detergente  directa  que 

provoca  la  disrupción  de  la  membrana  sea  posible  [Billington  y  cols.,  1980],  su 

contribución  fisiopatológica relativa durante  la colestasis es muy discutida, ya que se 

requieren concentraciones  intracelulares de  sales biliares muy elevadas para que    la 

repercusión funcional sea realmente significativa [Fischer y cols., 1996]. Sin embargo, 

es también probable que actúen de forma más focalizada sobre el anillo de lípidos que 

rodea a  las proteínas de  la membrana, pudiendo modificarlas, activarlas e  inhibirlas, 

como  sucede  con  la  fosfolipasa A2  que  libera  ácido  araquidónico  y  éste  a  su  vez,  a 

través de  las enzimas ciclooxigenasa y  lipoxigenasa,  reduce   parcialmente el oxígeno 

molecular  liberando  EROs  y  formando  prostaglandinas  y  leucotrienos  [DeRubertis  y 

cols.,  1984;  Craven  y  cols.,  1986;  1987;  Booth  y  cols.,  1997].  Del mismo modo  los 

ácidos biliares pueden activar a  la  fosfolipasa C que  forma  inositoltrifosfato  [Chung y 

cols., 1985; Nakanishi y cols., 1990] y éste libera Ca2+ desde el retículo endoplásmico al 

espacio  intracelular,  lo  que  terminará  activando  la  eNOS  Ca2+/calmodulina 

dependiente [Schmidt y cols., 1992]. 

El  segundo  grupo de  teorías  sobre  la  fisiopatología de  los  ácidos biliares,  los 

involucra en la producción de daño oxidativo y nitrosativo mediado por radicales libres 

[Dahm y cols., 1988; Sokol y cols., 1991; 2001]. La acumulación de estos ácidos altera 

procesos  tan  esenciales  para  la  célula  como  la  producción  de  energía  por  la 

mitocondria,  aumentando  la  formación  de  más  EROs  que  son  capaces  de  oxidar 

lípidos,  proteínas  y  ácidos  nucleicos  deteriorando  de  esta  forma  la  función  celular 

[Sokol y cols., 1991; 1993; Krahenbuhl y cols., 1994; Sokol y cols., 1995; 1998b; 2001]. 

En la actualidad se ha descrito que los ácidos biliares pueden inducir daño oxidativo in 

vitro  en  hepatocitos  aislados  [Sokol  y  cols.,  1993;  1995],  cultivos  primarios  de 

hepatocitos  [Rodrigues  y  cols.,  1998a],  homogeneizados  hepáticos  [Sokol  y  cols., 

1998b]  y  en  mitocondrias  hepáticas  [Sokol  y  cols.,  1993;  1995;  Rodrigues  y  cols., 
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1998b]. También la administración intravenosa de ácidos biliares [Sokol y cols., 1998a] 

y  la  ligadura del  conducto biliar  inducen daño oxidativo  in  vivo  [Sokol  y  cols., 1991; 

Singh  y  cols.,  1992;  Krahenbuhl  y  cols.,  1995;  Panozzo  y  cols.,  1995;  Parola  y  cols., 

1996; Alptekin y cols., 1997; González‐Correa y cols., 1997; Tsai y cols., 1997; Sokol y 

cols., 1998b; Tsai y cols., 1998; Orellana y cols., 2000]. Es necesario señalar que si bien 

en  la  colestasis  se observa una acumulación de ácidos biliares,  también  sucede a  la 

inversa ya que  la perfusión  intravenosa de ácidos biliares es capaz de reducir el  flujo 

biliar y generar un proceso colestático [Sokol y cols., 1998a]. 

La mitocondria, principal lugar de formación de radicales libres en la célula, y el 

retículo  endoplásmico,  son  dos  de  las  organelas más  afectadas  por  la  acumulación 

intracelular de ácidos biliares durante  la colestasis  [Krahenbuhl y cols., 1994; Sokol y 

cols.,  1995;  1998a;  Yerushalmi  y  cols.,  2001; Washo‐Stultz  y  cols.,  2002;  Crowley‐

Weber  y  cols.,  2003;  Rolo  y  cols.,  2003]. Durante  la  colestasis  los  ácidos  biliares  se 

acumulan intracelularmente e interfieren con el transporte mitocondrial de electrones, 

reduciendo la síntesis de ATP, inhibiendo el estado 3 de la respiración y reduciendo la 

actividad de los complejos I y II de la cadena de respiración mitocondrial [Krahenbuhl y 

cols.,  1994].  La  alteración  del  flujo  de  electrones  conduce  a  los  complejos  I  y  III  a 

generar cantidades considerables de anión superóxido. [García‐Ruiz y cols., 1995]. Los 

ácidos biliares por tanto, aceleran  la generación de  ∙O2
‐ a estos niveles, desbordando 

las defensas antioxidantes mitocondriales. El ∙O2
‐  formado en exceso en la mitocondria 

es reducido a H2O2 por  la SOD y éste puede salir de  la mitocondria y acceder a otros 

compartimientos  celulares  donde  o  bien  será  tóxico  o  bien  reducirse  a  H2O  por  el 

glutatión o lo que es mucho peor, puede reaccionar con hierro o cobre y generar ∙OH, 

el radical libre más tóxico que se conoce por ser el de vida media más corta. Por eso, 

los niveles mitocondriales de glutatión descienden durante  la colestasis  lo que  limita 

esta  vía  defensiva  antioxidante  [Sokol  y  cols.,  1998a].  El  glutatión  reducido  es  el 

sustrato  de  enzimas  antioxidantes  esenciales  para  el mantenimiento  del  equilibrio 

oxidativo,  la  homeostasis  oxidativa,  y  además  por  su  elevada  concentración 

intracelular se le considera un antioxidante clave. Estudios recientes describen que en 

ratas  con  obstrucción  biliar  quirúrgica  hay  una  disminución  tanto  en  el  glutatión 

reducido del tejido hepático como en el plasmático [Montilla y cols., 2001]. Incluso en 
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este mismo modelo quirúrgico se han observado deficiencias en el sistema enzimático 

antioxidante de otros territorios extrahepáticos como el riñón, donde se describieron 

descensos en las actividades de la glutatión reductasa, GPx, glutatión transferasa, SOD 

y de  la CAT  [Cruz y  cols., 2001], y el estómago y muy posiblemente esta minusvalía 

antioxidante puede contribuir a explicar por qué  la mucosa gástrica de animales con 

colestasis se ulcera con mayor facilidad en presencia de diversos agentes facilitadores 

de la lesión [Dehpour y cols., 1999; Ekblad y cols., 2000; Zeuzem, 2000]. 

Otras causas por  las que  los ácidos biliares  inducen  lesión oxidativa son: 1)  la 

generación endógena de ácido araquidónico [Cocco y cols., 1999]; 2)  la activación del 

receptor  de muerte Fas, que corta a través de la caspasa 8 la  proteína proapoptótica 

Bid, y el Bid truncado se inserta en la mitocondria causando un cambio conformacional 

en  la proteína proapoptótica BAK que permite  la permeabilización de  la membrana 

externa y la liberación de citocromo C [Faubion y cols., 1999; Higuchi y cols., 2001]; 3) 

el  aumento de  la  liberación de  calcio  a nivel del  retículo endoplásmico mediante  la 

proteína BAK; 4) la disminución de los niveles de NAD+.  

Además  de  la  implicación mitocondrial  en  la  génesis  de  la  lesión  oxidativa 

mediada por ácidos biliares, se ha descrito que éstos pueden activar varias  isoformas 

de  las NADPH oxidasas [Lambeth, 2002], un enzima complejo con varias subunidades 

localizadas  en  el  citosol  y  en  la membrana  que  genera  ∙O2
‐  y  que  en  el  hígado  se 

encuentran en muchas extirpes celulares, como en  las células de Kupffer [Ljubuncic y 

cols., 1996], en los hepatocitos [Reinehr y cols., 2005] e incluso en los neutrófilos que 

alcanzan el tejido hepático como consecuencia de la lesión inflamatoria mediada por la 

colestasis  inducida  por  la  ligadura  del  conducto  biliar  [Parola  y  cols.,  1996; Casini  y 

cols., 1997; Zimmerman y cols., 1997]. 

Los ácidos biliares a concentraciones bajas  (25‐100 µM)  inducen apoptosis en 

cultivos de hepatocitos de rata [Patel y cols., 1994], hepatocitos aislados [Gumpricht y 

cols., 2000; Yerushalmi y cols., 2001] y en líneas celulares hepáticas expuestas a ácidos 

biliares  hidrofóbicos  [Jones  y  cols.,  1997;  Rodrigues  y  cols.,  1998a;  Faubion  y  cols., 

1999; Rust y cols., 2000; Reinehr y cols., 2005]. También  inducen apoptosis  in vivo en 

el  hígado  de  ratas  alimentadas  con  dietas  ricas  en  ácidos  biliares  hidrofóbicos 
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[Rodrigues y cols., 1998b], o si éstas son perfundidas con ácidos biliares [Chieco y cols., 

1997; Sokol y cols., 1998a], o si se les practica la ligadura del conducto biliar [Miyoshi y 

cols., 1999; Graf y cols., 2002].  Concentraciones mayores de ácidos biliares (500‐1000 

µM) producen muerte celular por necrosis en hepatocitos aislados y cultivos primarios 

de  hepatocitos  [Galle  y  cols.,  1990;  Patel  y  cols.,  1994;  Sokol  y  cols.,  1995].  Se 

considera  que  ambas  formas  de  muerte  celular  inducida  por  ácidos  biliares,  son 

importantes en  la patogénesis de  los desórdenes  colestáticos hepáticos mediante  la 

generación de daño oxidativo  [Sokol y cols., 1995; 2001]. Se cree que el mecanismo 

por el que los ácidos biliares hidrofóbicos inducen apoptosis tanto in vivo como in vitro 

se  debe  principalmente  a  la  activación  de  los  receptores  de muerte  Fas  [Faubion  y 

cols., 1999; Miyoshi y cols., 1999; Sodeman y cols., 2000; Takikawa y cols., 2001; Graf y 

cols., 2002]. Los ácidos biliares proapotóticos activan  la NADPH oxidasa produciendo 

un estrés oxidativo que desencadena  la fosforilación de  las quinasas c‐Jun‐N‐terminal 

(JNK)  [Leppa  y  Bohmann,  1999]  y  el miembro  Yes  de  la  familia  de  las  Src  quinasas 

[Reinehr y cols., 2004], activando a  los receptores de muerte Fas y conduciendo a  la 

apoptosis.  

En  el  mecanismo  propuesto  de  apoptosis  inducida  por  ácidos  biliares,  la 

producción de EROs sería inicialmente a través de la activación de la NADPH oxidasa y 

posteriormente la mitocondria actuaría de amplificador de la señal de estrés oxidativo. 

Algunos estudios  sobre  la apoptosis y/o necrosis  inducida por ácidos biliares  se han 

centrado en  la permeabilidad  transitoria mitocondrial  (MPT)  como un evento  crítico 

previo a  la muerte celular  [Botla y cols., 1995; Gores y cols., 1998; Rodrigues y cols., 

1998a; Yerushalmi y cols., 2001]. La MPT es un rápido aumento en la permeabilidad de 

la  membrana  mitocondrial  causado  por  la  apertura  de  un  megacanal,  el  poro  de 

permeabilidad  transitoria mitocondrial, que  atraviesa  las membranas mitocondriales 

interna y  externa [Pastorino y cols., 1993; Crompton, 1999]. Cuando se activa el poro, 

se  produce  el  hinchamiento mitocondrial,  la  pérdida  del  potencial  electroquímico  a 

través de  su membrana,  la  reducción de  la  fosforilación oxidativa,  la  generación de 

EROs  [Lemasters  y  cols.,  1998]  y  la  ruptura  de  la membrana mitocondrial  externa, 

permitiendo  que  diversas  proteínas  del  espacio  intermembranoso  sean  liberadas  al 

citosol,  incluyendo  la  señal  proapoptótica  citocromo  C  y  diversos  inhibidores  de  la 
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apoptosis  [Ott  y  cols.,  2002].    Particularmente  interesantes  son  los  hallazgos  que 

correlacionan un aumento en la generación de EROs con la inducción de la MPT por los 

ácidos  biliares  [Patel  y Gores,  1997;  1998b;  Rodrigues  y  cols.,  1998a;  Sokol  y  cols., 

2001;  Yerushalmi  y  cols.,  2001;  Sokol  y  cols.,  2005],  probablemente  a  través  de  la 

modificación oxidativa de las proteínas del poro de MPT.   

Rodrigues y cols. observaron que el efecto citoprotector del UDA, un ácido biliar 

hidrofílico,  probablemente  se  debe  a  su  capacidad  para  inhibir  la  MPT  [1998b; 

Rodrigues  y  cols.,  1998a].  Otros  fármacos,  los  21‐aminosteroides  o  lazaroides,  que 

están  diseñados  para  localizarse  en  el  interior  de  las membranas  celulares  y  actuar 

depurando  EROs,  tienen una potente  capacidad de  inhibir  la peroxidación  lipídica  y 

han  sido  capaces  de  proteger  frente  a  la  apoptosis  inducida  por  ácido 

glicoquenodesoxicólico  en  cultivos  de  hepatocito  de  rata,  sugiriendo  una  estrecha 

relación entre estrés oxidativo y apoptosis en  la toxicidad  inducida por ácidos biliares 

[Patel  y  Gores,  1997].  También  Yersuhalmi  y  cols.  [2001]  demostraron  que  bajas 

concentraciones  de  ácido  glicoquenodesoxicólico  son  capaces  de  estimular  la 

producción  de  EROs  en  15‐30  minutos  en  hepatocitos  aislados  y  en  1  hora  de 

desencadenar  la  permeabilidad  de  transición mitocondrial  que  es  seguida  en  unas 

horas  por  una  significativa  apoptosis  hepatocelular.  También  estudiaron  cómo  los 

antioxidantes son capaces de inhibir tanto la apoptosis como la inducción de la MPT en 

este modelo, hecho que sugiere que el estrés oxidativo dentro del hepatocito debe de 

ser una señal necesaria en la inducción de la MPT, que precede y es requerida para la 

cascada  de  eventos  que  conducen  a  la  apoptosis  inducida  por  ácidos  biliares 

[Rodrigues y Steer, 2000]. 

Se cree que  la  inducción de  la MPT per se aumenta  la producción de EROs en  la 

cadena respiratoria a través de la liberación del citocromo C mitocondrial [Zamzami y 

cols., 1995], lo que alteraría la transferencia de electrones del complejo III al complejo 

IV. La alteración resultante podría tener el mismo efecto que  la  inhibición directa del 

complejo III por los ácidos biliares [Krahenbuhl y cols., 1994] y conducir al complejo III 

a  generar  cantidades  considerables  de  anión  superóxido.  El  aumento  de  las  EROs 

puede  causar  de  nuevo  la modificación  por  oxidación  de  las  proteínas  del  poro  de 
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MPT,  causando  mayor  MPT  con  la  consiguiente  liberación  del  citocromo  C  de  la 

mitocondria  [Lemasters  y  cols.,  1998].  Así,  se  forma  un  bucle  autoamplificado  de 

eventos en  la mitocondria,  inicialmente estimulada por estrés oxidativo de  los ácidos 

biliares o por  liberación del citocromo C, que puede perpetuar, y magnificar el estrés 

oxidativo  intracelular [Yerushalmi y cols., 2001]. Estos mismos autores han propuesto 

que el estrés oxidativo agudo estimula la MPT en mayor proporción en la mitocondria  

limitando la síntesis de ATP y las funciones de las bombas catiónicas ATP‐dependientes 

de  la membrana  plasmática  produciendo  alteraciones  de  la  homeostasis  del  calcio, 

activación  de  las  proteasas  celulares,  y  alteraciones  de  la  membrana  que  en 

combinación con el fallo energético mitocondrial culminan en la necrosis hepatocelular 

[Yerushalmi y cols., 2001]. Los agentes químicos que bloquean  la MPT disminuyen  la 

necrosis hepatocelular inducida por ácidos biliares [Sokol y cols., 2001]. 

Finalmente, otra fuente importante de EROs generadas por los ácidos biliares es 

la microflora de la luz intestinal.  Las cepas bacterianas que toleran la bilis, sintetizan y 

utilizan menaquinonas y vitamina K1 como un cofactor en  la deshidrogenación de  los 

sustratos de los ácidos biliares para formar vitaminas K reducidas [Valko y cols., 2001]. 

Se cree que estas vitaminas K reducidas pueden transportarse al interior de las células 

de  la mucosa  colónica  en  forma  de micelas  donde  iniciarían  reacciones  de  oxido‐

reducción que generan ∙O2
‐ [Valko y cols., 2001]. 

A  la  hora  de  plantear  nuestro  estudio  fue  necesario  tomar  una  serie  de 

decisiones  importantes para  la consecución de  los objetivos. En primer  lugar tuvimos 

que  decidir  el  tipo  de muestra  utilizada:  el  homogeneizado  y  la membrana  celular 

purificada, en ambos casos procedentes del tejido hepático. Bajo nuestras condiciones 

experimentales, los ácidos biliares produjeron elevaciones de los indicadores de lesión 

oxidativa  mucho  mayores  en  membranas  aisladas  que  en  homogeneizados.  Las 

muestras de homogeneizados conservan todos  los componentes celulares  incluyendo 

los  niveles  endógenos  de  antioxidantes  del  tejido  hepático.  Por  el  contrario  las 

membranas purificadas en su proceso de aislamiento del resto de organelas sufrieron 

varios lavados con tampón, por lo que se reduce a la mínima expresión la interferencia 

de  los antioxidantes endógenos,  lo que podría explicar  su mayor  susceptibilidad a  la 
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lesión  oxidativa.  Otra  ventaja  adicional  de  las  membranas  es  que  con  ellas 

simplificamos la composición de las muestras, ya que las membranas en torno al 90% 

están  formadas  por  lípidos  y  proteínas.  En  el  caso  de  los  homogeneizados  están 

presentes todas las biomoléculas. 

La elección de los indicadores de lesión oxidativa vino marcada por su utilización 

en la bibliografía científica. Para valorar la lesión oxidativa en los lípidos el método más 

utilizado, casi de forma unánime, es  la cuantificación del MDA, un fragmento final de 

los restos acilos de los fosfolípidos [Halliwell, 1991]. Se ha demostrado que en ratas a 

las que se  les practicó  la  ligadura del conducto biliar se observó un  incremento de  la 

peroxidación  lipídica y que ésta está  involucrada en el desarrollo del daño del  tejido 

hepático [Singh y cols., 1992; Krahenbuhl y cols., 1995; Panozzo y cols., 1995; Parola y 

cols.,  1996;  Alptekin  y  cols.,  1997;  Tsai  y  cols.,  1997;  1998; Orellana  y  cols.,  2000]. 

Además la obstrucción biliar es la responsable la aparición de lesiones oxidativas en los 

lípidos de otras  localizaciones extrahepáticas como el riñón, el  intestino, el corazón e 

incluso  cruza  barreras  protectoras  como  la  hematoencefálica  alcanzando  el  tejido 

cerebral [Ljubuncic y cols., 2000; Montilla y cols., 2001; Assimakopoulos y cols., 2006; 

Cruz  y  cols.,  2007],  lo  que  sugiere  que  la  lesión  oxidativa  que  inicialmente  estaba 

confinada al hígado deriva en sistémica. 

Así,  las concentraciones de MDA en el tejido renal aumentan en  los modelos de 

colestasis [Tajiri y cols., 1995; Ljubuncic y cols., 2000; Cruz y cols., 2001] y se cree que 

el estrés oxidativo puede desempeñar un papel esencial en la disfunción renal asociada 

a  la  ictericia  obstructiva,  posiblemente  por  una  acción  indirecta  a  través  de  la 

formación de varios mediadores vasoactivos que pueden modificar la microcirculación 

glomerular [Bomzon y cols., 1997]. A nivel intestinal, la acumulación de ácidos biliares 

altera  la  circulación  enterohepática  [Ljubuncic  y  cols.,  2000],  hecho  que  se  ha 

propuesto  puede  explicarse  por  su  capacidad  para  unirse  a  lipoproteínas  de  baja 

densidad [Ceryak y cols., 1993]. En el corazón se ha descrito que durante la colestasis 

hay una acumulación de ácidos biliares en  las mitocondrias cardiacas, sobre todo  los 

más  lipofílicos  (LCA, DCA,  y QDA)  y que  son  responsables de una disminución en el 

control  de  la  cadena  respiratoria  y  en  el  potencial  de  membrana,  causando  la 
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inducción de MPT  [Ferreira y cols., 2005]. Por último, estudios recientes demuestran 

que en pacientes con ictericia obstructiva aumenta el estrés oxidativo en el cerebro, y 

se  cree  que  es  al  menos  parcialmente  responsable  de  la  patogénesis  de  la 

encefalopatía  hepática  [Norenberg  y  cols.,  2004;  Chroni  y  cols.,  2006].  Nuestros 

resultados coinciden con todas estas observaciones previas sobre las implicaciones de 

los radicales libres en la fisiopatología de la colestasis y demuestran que varios ácidos 

biliares  pueden  producir  lesión  oxidativa  de  los  lípidos  tanto  a  nivel  de 

homogeneizados como en membranas aisladas. 

Elegimos  la determinación de  los restos carbonilo proteicos como  indicador del 

daño  oxidativo  a  proteínas  producido  por  radicales  libres  [Cao  y  Cutler,  1995a;  b; 

Adams y cols., 2001]. Nuestro estudio es el primero que demuestra que  la exposición 

in  vitro  a  los  ácidos  biliares  conlleva  carbonilación  proteica  tanto  en  los 

homogeneizados como en las membranas, lo que es un signo de sufrimiento oxidativo 

por parte de las proteínas. 

Otra cuestión clave fue  las decisiones sobre el modelo experimental. En el caso 

de una acción de  los ácidos biliares cabía  la posibilidad de que no tuvieran suficiente 

actividad  como  para  inducir  la  lesión  directa  y  que  sin  embargo  fueran  capaces  de 

potenciar  el  estrés  oxidativo  desencadenado  por  cualquier  situación  oxidativa.  En 

consecuencia decidimos probar su efecto utilizando un sistema generador de radicales 

∙OH y ROO∙ mediante la reacción de Fenton que combina el hierro férrico con el ácido 

ascórbico [Cadenas y cols., 1989; Sahu y Washington, 1992; Wiseman y Halliwell, 1994; 

Millán‐Plano y cols., 2003; Guajardo y cols., 2006]. Tanto el hierro como la vitamina C 

están presentes a altas concentraciones en el hígado sano  [Baskin y Salem, 1997]. En 

nuestro estudio el hierro ferroso aumentó las concentraciones de MDA+4‐HDA y restos 

carbonilo con respecto al control en homogeneizados como en membranas (tablas 4, 7 

y  8).  Esto  fue  especialmente  evidente  en  las  membranas  aisladas  utilizando  el 

indicador del MDA+4‐HDA.  Estas diferencias observadas  según el  tipo de muestra e 

indicador  biológico  parecen  lógicas  si  consideramos  que  los  ácidos  grasos 

poliinsaturados de las membranas celulares son muy susceptibles a la lesión oxidativa 
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por  radicales  libres,  iniciando  una  reacción  en  cadena  de  oxidación  de  los  lípidos, 

peroxidación lipídica, de devastadoras consecuencias para las membranas  biológicas. 

En ausencia del daño oxidativo  inducido por el hierro,  todos  los ácidos biliares 

que estudiamos aumentaron los niveles de restos carbonilo  tanto en homogeneizados 

como  en  membranas.  Sin  embargo  en  la  oxidación  lipídica  el  incremento  fue 

estadísticamente  significativo  tan  sólo  al  añadir  los  ácidos  biliares  conjugados  con 

taurina: TQA, TDA y TLC, en el caso de los homogeneizados y de LCA, UDA, DCA y sobre 

todo TLC en las membranas aisladas. Una primera conclusión interesante que se puede 

desprender  de  estos  resultados  es  que  todos  los  ácidos  biliares  tuvieron  cierta 

capacidad prooxidante. Además el daño inducido por sales biliares a las proteínas fue 

independiente  de  su  grado  de  solubilidad  en  medios  acuosos  o  hidrófobos.  Sin 

embargo, a nivel de los lípidos y dado que los ácidos biliares que están conjugados con 

la taurina son más hidrofílicos en relación a las formas no conjugadas [Natalini y cols., 

2007] y que dentro de los no conjugados la hidrosolubilidad del UDA es mayor que la 

de LCA, DCA y QCA [Natalini y cols., 2007], puede proponerse que la solubilidad en el 

medio acuoso sea un condicionante importante en la inducción del daño lipídico en los 

homogeneizados, un requisito que no fue necesario en el caso de las membranas. Esto 

posiblemente  se  deba  a  que  utilizando  membranas  aisladas  purificadas,  hasta  los 

ácidos  biliares más  hidrofóbicos  pueden  acumularse  en  el  core  hidrofóbico  de  las 

bicapas y de esta manera potenciar su acción prooxidante. 

Tras  la  inducción con hierro  los resultados fueron algo más discretos. En el caso 

de los homogeneizados nuevamente fue el tratamiento con los ácidos conjugados con 

la taurina los que más elevaron los niveles de oxidación de lípidos y proteínas, aunque 

la  significación  estadística  solo  se  registró  para  TLC  y  TDA  respectivamente.  En  las 

membranas aisladas  las significaciones fueron obtenidas en todos  los conjugados con 

taurina, y en UDA en el caso de la oxidación a lípidos, y de todos los ácidos a excepción 

del QCA en la oxidación a proteínas. Estos resultados que están en la misma línea de lo 

sucedido en ausencia de hierro, refuerzan la importancia de la naturaleza hidrofílica o 

no,  expuesta  anteriormente. Nuestros  resultados  están  en  concordancia  con  los  de 

Sreejayan  y  cols.,  quienes  demostraron  que  los  ácidos  biliares  son  capaces  de 



 

139 

 Discusión

potenciar la peroxidación lipídica inducida por hierro y que ésta se relaciona de forma 

directa  con  su  hidrofilidad/hidrofobicidad,  encontrando  que  los  mayores  efectos 

prooxidantes en los lípidos se alcanzaron con el TLC, [Sreejayan y von Ritter, 1998]; sin 

embargo no encontraron actividad prooxidante de  los ácidos biliares en ausencia de 

hierro, posiblemente esta pequeña discrepancia se deba a que utilizaron modelos de 

membranas  artificiales,  liposomas  [Sreejayan  y  von  Ritter,  1998].  El  TLC  disminuye 

selectivamente  la  fluidez  de  la  membrana  canicular,  alterando  la  actividad 

transportadora  canalicular  de  ácidos  biliares  y probablemente  otros  solutos  [Mills  y 

cols.,  1987];  también  altera  la  localización  canalicular  de  los  transportadores  de 

proteínas,  incluyendo  proteínas  de  resistencia  a  múltiples  fármacos  (Mrp2), 

transportador  de  aniones  orgánicos  en  la  membrana  apical  del  hepatocito  y  del 

enterocito  [Beuers  y  cols.,  2001],  y  la bomba  exportadora de  ácidos biliares  (Bsep), 

transportador canalicular de ácidos biliares [Crocenzi y cols., 2003b], que normalmente 

están interiorizados en la membrana en estructuras vesiculares. 

Otro  ácido  biliar  contrastado  en  la  literatura  es  el  UDA.  En  condiciones 

fisiológicas este ácido está en la bilis humana y representa aproximadamente el 2% del 

total  de  ácidos  biliares.  Este  ácido  ha  sido  ampliamente  utilizado  en  la  terapéutica 

humana [Leuschner y cols., 1989; Poupon y cols., 1991; Beuers y cols., 1992; Rubin y 

cols., 1994; Paumgartner y Beuers, 2002]. Aunque inicialmente la FDA estadounidense 

aprobó su utilidad clínica en  la disolución de  los cálculos vesiculares, hoy no se utiliza 

con  este  propósito  ya  que  ha  sido  desplazado  por  el  éxito  de  la  colecistectomía 

laparoscópica. Posteriormente la FDA lo aprobó para el tratamiento de la cirrosis biliar 

primaria,  ya  que  el  UDA  demora  la  progresión  de  la  fibrosis  hepática  y mejora  la 

supervivencia [Angulo y cols., 1999]. También tiene indicaciones terapéuticas en otros 

trastornos  como  las  colestasis  asociadas  al  embarazo  y  a  la  nutrición  parenteral 

[Beuers  y  cols.,  1998]  y  se  ha  propuesto  su  uso  en  combinación  con  antioxidantes 

lipofílicos  para  proteger  a  los  hepatocitos  frente  a  la  toxicidad  por  amiodarona 

[Ouazzani‐Chahdi y cols., 2007]. El objetivo del tratamiento con UDA se apoya en que 

tras su administración oral, el  UDA se acumula en el pool circulante de ácidos biliares 

y  desplaza  a  los  ácidos  biliares  endógenos  [Marteau  y  cols.,  1990]  lo  que  permite 

alterar la composición del pool de ácidos biliares disminuyendo la citotoxicidad de los 
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ácidos  biliares  endógenos  y  reduciendo  la  secreción  biliar  de  colesterol.  Su 

administración a dosis  terapéuticas eleva  su concentración hasta alcanzar el 40% de 

todos  los  ácidos  biliares  presentes  en  la  bilis  [Beuers  y  cols.,  1998].  Además  y  a 

diferencia de  los ácidos biliares hidrofóbicos, el UDA, mejora  la  función mitocondrial 

en  pacientes  con  alteraciones  hepatobiliares  [Lazaridis  y  cols.,  2001]  y  junto  con  el 

tauroursodesoxicólico  son  potentes  inhibidores  de  la  apoptosis  inducida  por  ácidos 

biliares  a  las  células  hepáticas  [1998b;  Rodrigues  y  cols.,  1998a;  Rodrigues  y  Steer, 

1999; Benz y cols., 2000; Graf y cols., 2002]. Se cree que la acción protectora del UDA 

depende no sólo de su efecto colerético  [Kurz y cols., 2000; Kurz y cols., 2001], sino 

también  de  la  modulación  de  la  permeabilidad  mitocondrial  y  la  inhibición  de  la 

producción de EROs [1998b; Rodrigues y cols., 1998a; Rodrigues y Steer, 1999]. El UDA 

reduce  la  permeabilidad  de  transición  mitocondrial  y  evita  la  translocación  de  la 

proteína  proapoptótica  BAX  a  la  mitocondria,  la  liberación  del  citocromo  C 

mitocondrial y la activación de la cascada de caspasas [1998b; Rodrigues y cols., 1998a; 

1999;  2003].  El UDA  inhibe  la  apoptosis modulando  la  expresión  génica  de  la  ruta 

apoptótica  E”F‐1/Mdm‐2/p53/BAX  [Sola  y  cols., 2003; Amaral  y  cols., 2007].  El UDA 

activa  la  rutas  de  supervivencia  de  la  fosfatidilinositol  3‐quinasa  y  las  MAPK 

[Schoemaker y cols., 2004]. 

El  UDA mejoró  las  defensas  antioxidantes  endógenas  en  hepatocitos  de  rata 

[Mitsuyoshi  y  cols., 1999].  En este mismo  sentido  su  administración en modelos de 

cirrosis  biliar  primaria  in  vivo, mejoró  los  niveles  de  glutatión,  aunque  fue  ineficaz 

reduciendo  la peroxidación  lipídica [Pemberton y cols., 2006].   También en  la cirrosis 

biliar  primaria,  el  tratamiento  con UDA  corrigió  parcialmente  el  nivel  sanguíneo  de 

glutatión, pero fracasó en la prevención de la peroxidación lipídica [Pemberton y cols., 

2006]. Sin embargo se ha demostrado que in vitro reduce la oxidación lipídica inducida 

por DCA  [Mitsuyoshi  y  cols., 1999]  y por TDA, posiblemente por un desplazamiento 

competitivo de este ácido biliar hidrofóbico de  la superficie  lipídica  [Sreejayan y von 

Ritter, 1998]. En modelos fentonianos, aunque el  UDA ha mostrado cierta interacción 

con  hierro  (III)  [Lapenna  y  cols.,  2002],  ha  resultado  ineficaz  frente  a  la  oxidación 

lipídica  producida  por  hierro  (II)  [Sreejayan  y  von  Ritter,  1998].  Bajo  nuestras 

condiciones  experimentales,  el  UDA  sin  ser  muy  potente,  sí  ha  generado  daño 
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oxidativo  en  lípidos  y  proteínas  de  membranas  aisladas  y  en  proteínas  de 

homogeneizados. Posiblemente su acción estimulante de los antioxidantes endógenos 

haya  sido  suficiente  para  que  en  los  homogeneizados  no  se  haya  detectado  lesión 

oxidativa  en  los  lípidos.  En  los  experimentos  en  los  que  se  indujo  estrés  oxidativo 

mediante hierro  ferroso, el UDA potenció el daño oxidativo a  lípidos  y proteínas en 

membranas aisladas pero no en  los homogeneizados, hecho que refuerza  la hipótesis 

anterior. 

También  merece  la  pena  destacar  las  observaciones  realizadas  con  QCA,  un 

estereoisómero  del  UDA  con  una  hidrofobicidad  y  unas  actividades  biológicas 

completamente distintas. Se trata de un ácido biliar hidrofóbico que es mayoritario en 

la  bilis  humana  llegando  a  representar  el  35%  de  los  ácidos  biliares  totales  y  cuya 

administración presenta toxicidad en una gran parte de estudios realizados aunque los 

mecanismos por  los que actúa  son bastante desconocidos  [Rolo y  cols., 2000; 2001; 

Yerushalmi y cols., 2001; Graf y cols., 2002; Gumpricht y cols., 2004; Boucherie y cols., 

2005; Sokol y cols., 2005]. En nuestros experimentos, QCA produjo daño oxidativo sólo 

a proteínas  tanto en homogeneizados como en membranas y en ausencia de hierro. 

Siendo que el QCA es uno de los ácidos biliares más tóxicos conocido y que alcanza una 

concentración tan elevada en condiciones fisiológicas,  los resultados prooxidantes de 

nuestro estudio a nivel de las proteínas tienen una especial relevancia para explicar su 

toxicidad. Al conjugarlo con  la taurina, TQA, aumenta  la solubilidad en agua del QCA 

[Natalini y cols., 2007]. En nuestro estudio en ausencia de hierro TQA produjo daño 

oxidativo  a  proteínas  tanto  en  homogeneizados  como  en membranas,  incluso  con 

mayores niveles de oxidación que los detectados para QCA, y un aumento significativo 

de  la  peroxidación  lipídica  en    homogeneizados.  Además  el  TQA  potenció  el  daño 

oxidativo  a  lípidos  y  proteínas  generado  por  hierro  en membranas,  donde  el  QCA 

apenas  presentaba  diferencias  con  respecto  al  control  con  hierro.  Estos  resultados 

novedosos en el daño oxidativo a  las proteínas  inducido por QCA y TQA están en  la 

línea de las observaciones realizadas por la perfusión intravenosa del TQA en ratas que 

produjo una  lesión hepática asociada a  incrementos de  la oxidación  lipídica  [Sokol y 

cols., 1998a]. Además en hepatocitos aislados el tratamiento con altas concentraciones 
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(>0,5  mM)  del  conjugado  con  glicina  del  QCA,  el  ácido  glicoquenodesoxicólico, 

produjeron una mayor oxidación lipídica y necrosis celular [Gumpricht y cols., 2000]. 

También  el DCA  se  comportó  como  prooxidante,  circunstancia  que  tiene  gran 

interés porque representa el 25% de todos  los ácidos biliares en el ser humano. Bajo 

nuestras  condiciones de  laboratorio, el DCA produjo daño oxidativo  a proteínas   en 

homogeneizados y membranas, y  oxidación de los lípidos de las membranas aisladas. 

En presencia de hierro y ascórbico, DCA potenció la carbonilación proteica causada por 

la reacción de Fenton en  las membranas de  los hepatocitos. Esta diferencia con QCA 

podría explicarse por su hidrofilia, ya que DCA es más hidrofóbico que QCA [Natalini y 

cols.,  2007].  Por  otra  parte  el  TDA  es  el  DCA  conjugado  con  taurina.  Su  actividad 

prooxidante  fue  similar  a  la  observada  para  TQA,  con  la  diferencia  de  que  el  TDA 

potencia  el  daño  oxidativo  a  proteínas  generado  por  hierro  ferroso  en 

homogeneizados, lo que podría relacionarse con que TDA es más hidrofóbico que TQA 

y por  lo tanto puede producir mayor daño a  las proteínas. Nuestros resultados están 

en  la misma  línea que  la potenciación que  el  TDA  ejerce  sobre  la oxidación  lipídica 

inducida por hierro en liposomas de fosfatidilcolina [Sreejayan y von Ritter, 1998]. 

Finalmente  señalar  que  el  LCA  es  el  ácido  biliar más  hidrofóbico  de  todos  los 

evaluados  en  este  trabajo.  Representa  el  1%  del  total  de  ácidos  biliares.  El  LCA, 

disminuye  tanto  el  flujo  biliar  dependiente  como  el  independiente  de  los  ácidos 

biliares  [King  y  Schoenfield,  1971].  El  mecanismo  de  reducción  del  flujo  biliar 

independiente de ácidos biliares se ha explicado por la inhibición de la Na+‐ K+‐ATPasa 

[Reichen y Paumgartner, 1979; Kakis y cols., 1980], la inhibición de la permeabilidad de 

las  uniones  comunicantes  [Boucherie  y  cols.,  2005],  y  el  desacoplamiento  de  los 

transportadores hepáticos como Bsep [Akita y cols., 2001; Yu y cols., 2002; Crocenzi y 

cols., 2003b]. En pacientes con enfermedad colestática crónica se encuentran niveles 

elevados de LCA [Murphy y cols., 1972; Fischer y cols., 1996]. Al igual que DCA, el LCA 

generó daño oxidativo a proteínas tanto en homogeneizados como en membranas, y 

aumentos  de  MDA+4‐HDA  en  las  membranas  aisladas.  También  potenció  el  daño 

oxidativo a proteínas generado por hierro  ferroso en membranas. Su conjugado con 

taurina es el TLC, que  fue el ácido biliar que mayor oxidación  lipídica y carbonilación 
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proteica produjo en todas las posibilidades estudiadas, homogeneizados o membranas 

y  ausencia o  presencia  de  hierro  y  ascórbico.  Tan  solo  falló  al  intentar  potenciar  la 

oxidación  a  proteínas  producida  por  hierro  ferroso  en  los  homogeneizados.  Esto 

sugiere que  la conjugación con taurina del LCA,  lo que aumenta su hidrofilia [Sarbu y 

cols., 2001] aumenta de  forma significativa su capacidad oxidativa  lesiva de  lípidos y 

proteínas. 

Dado  que  el  TLC  fue  el  ácido  biliar  de  todos  los  estudiados  que más  estrés 

oxidativo  generó,  tanto  para  lípidos  como  para  proteínas  y  en  homogeneizados  y 

membranas,  lo  elegimos  para  estudiar  el  efecto  protector  de  la melatonina  en  la 

toxicidad biliar, sin embargo antes de realizar esos estudios decidimos conocer mejor 

su habilidad prooxidante utilizando dos modelos  cinéticos, uno de  tiempo y otro de 

concentración.  Las  cinéticas  de  tiempo  se  realizaron  en  cuatro  modalidades 

experimentales: sólo con muestra biológica o muestras control, otras añadiendo TLC, 

otras en presencia de hierro y ascórbico que se consideran muestras control +, y un 

último  grupo  de muestras  en  exposición  de  hierro  y  ascórbico,  con  TLC.  Como  era 

previsible  los controles en ausencia de hierro no obtuvieron diferencias significativas 

de los indicadores de oxidación lipídica entre los distintos tiempos de incubación ni en 

homogeneizados ni en membranas, tan solo un pequeño aumento a partir de los 10 y 

30 minutos  para  homogeneizado  y membranas  respectivamente,  circunstancia  que 

podría  indicarnos  una  mayor  susceptibilidad  basal  de  las  proteínas  a  tiempos  de 

incubación  prolongados.  En  las  cinéticas  realizadas  en  presencia  de  oxidantes,  se 

obtuvieron  cambios  significativos  desde  los  10 minutos  en  el  caso  de  la  oxidación 

proteica inducida por TLC, solo o combinado con hierro hasta las dos horas en el daño 

oxidativo  a  los  lípidos  causado  por  el  hierro  y  el  ácido  ascórbico.  En  general,  la 

aparición de  lesión oxidativa  fue  anterior en  las proteínas que en  los  lípidos, hecho 

coincidente  con  la  cinética  de  los  controles  y  en  las  membranas  que  en  los 

homogeneizados. A  la vista de estos  resultados elegimos un  tiempo de dos horas ya 

que era óptimo para  inducir  la mayor cantidad posible de modelos estudiados. En el 

estudio  realizado  en  liposomas  de  fosfatidilcolina  expuestos  a  varios  ácidos  biliares 

incluyendo el  TLC,  al  igual que nosotros  también utilizaron un  tiempo de dos horas 

[Sreejayan  y  von  Ritter,  1998].  En  lo  que  se  refiere  al  estudio  cinético  de 
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concentración,  observamos  que  TLC  produjo  un  aumento  en  todos  los  casos 

estudiados, con excepción de la potenciación de la carbonilación proteica inducida por 

hierro  y  ascórbico  en  homogeneizados  hepáticos.  La  existencia  de  una  relación 

toxicidad  oxidativa‐concentración  de  TLC  fue muy  evidente  en  las  experiencias  con 

membranas.  La  mayor  susceptibilidad  de  éstas  podría  asociarse  a  que  los 

homogeneizados mantienen sus niveles basales de antioxidantes endógenos. 

El mecanismo de acción propuesto para la toxicidad de los ácidos biliares, donde 

la mitocondria hepática es a  la vez un blanco  importante [Krahenbuhl y cols., 1995] y 

una fuente potencial de radicales libres [Sokol y cols., 1995], así como la reducción de 

las  defensas  mitocondriales  antioxidantes  endógenas  como  el  glutatión  y  la 

ubiquinona,  en  ratas  con  ligadura  crónica  del  conducto  biliar  [Krahenbuhl  y  cols., 

1995], y de  la Cu,Zn‐SOD y CAT en el hígado de pacientes con diversas hepatopatías 

[Togashi  y  cols.,  1990],  sugieren  fuertemente  que  los  antioxidantes  puedan 

desempeñar un papel hepatoprotector. De hecho, varios estudios presentan efectos 

beneficiosos de  los  antioxidantes  en  el daño hepático  [Pastor  y  cols.,  1997;  Sokol  y 

cols., 1998a; Montilla y cols., 2001; Yerushalmi y cols., 2001; Crocenzi y cols., 2003a; 

Cruz y cols., 2003; Gumpricht y cols., 2004; Ara y cols., 2005; Gumpricht y cols., 2005]. 

Recientemente  se  ha  descrito  que  además  de  la melatonina  sintetizada  en  la 

glándula pineal  sometida  al  control  circadiano,  se puede  sintetizar en muchos otros 

tejidos, como las células enterocromafines de la mucosa intestinal [Polat y Emre, 2006] 

y se conoce que en condiciones de salud las concentraciones de melatonina en la bilis 

de las ratas y otros mamíferos son más de 100 veces mayores que en el plasma  [Tan y 

cols.,  1999a],  proponiéndose  que  estos  niveles  tan  altos  de melatonina  en  la  bilis 

puedan desempeñar una  función   hepatoprotectora  [Calvo  y  cols., 2001; Messner  y 

cols.,  2001].  Sin  lugar  a  dudas,  la  N‐acetil‐5‐metoxitriptamina  o  melatonina  es  la 

indolamina pineal  cuya  función  antioxidante  está mejor  contrastada  en  la  literatura 

científica, ya que más de un millar de publicaciones realizadas por numerosos grupos 

de  investigación  con  un  amplio  repertorio  de modelos  experimentales  oxidativos  la 

avalan  [para  revisión  véase Reiter  y  cols.,  2003a;  2007; Koppisetti  y  cols.,  2008].  La 

melatonina ejerce un efecto protector de  la  lesión hepática causado por  la colestasis 
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inducida por  la  ligadura del  conducto biliar en  la  rata, una acción que  seguramente 

esté mediada por sus habilidades antioxidantes y antiinflamatorias [Ohta y cols., 2003; 

Mayo y cols., 2005]. Sin embargo, el mecanismo íntimo por el cual la melatonina ejerce 

un efecto terapéutico en el hígado colestático es todavía desconocido. 

Nuestros  resultados  indican  que  la  melatonina  redujo  la  oxidación  lipídica 

producida por ácido TLC tanto en homogeneizados como en membranas ya  fuera en 

ausencia o presencia del hierro y del ácido ascórbico. Estas observaciones concuerdan 

con numerosos estudios en los que melatonina fue protectora frente a la peroxidación 

lipídica  en  varios modelos  experimentales.  Así,  a modo  de  ejemplo,  la melatonina 

redujo  la  LPO  en  diferentes modelos  experimentales  con membranas  aisladas.  Así, 

estabilizó  las membranas microsómicas  hepáticas  expuestas  a  FeCl3/ADP/NADPH  e 

incluso potenció  la  función antioxidante de otras moléculas como el  tamoxifeno y  la 

pinolina [García y cols., 1997; 1998; 1999]. En modelos de hepatotoxicidad  in vivo,  la 

melatonina ha demostrado su eficacia frente a  la toxicidad del alfa‐naftilisotiocianato 

[Ohta y cols., 2000; Calvo y cols., 2001; Ohta y cols., 2001], el shock endotóxico y no 

endotóxico  [Sewerynek  y  cols.,  1995;  El‐Sokkary  y  cols.,  1999a],  la  isquemia‐

reperfusión hepática [Sewerynek y cols., 1996], la administración de etanol [El‐Sokkary 

y cols., 1999b] y la inyección de tetracloruro de carbono [Ohta y cols., 2000]. 

En cobayas a las que se les practicó la ligadura del conducto biliar, la melatonina 

redujo  la  aparición  de  cálculos  pigmentarios  y  revirtió  los  cambios  que  la  oclusión 

quirúrgica  provocó  en  la  concentración  de  sales  biliares,  el  pH  biliar,  las 

concentraciones  de MDA  y  el  estatus  antioxidante  total  [Shiesh  y  cols.,  2000].  La 

melatonina también redujo el daño oxidativo hepático y la apoptosis en la colestasis y 

la cirrosis [Ohta y cols., 1999; López y cols., 2000; Cruz y cols., 2003; Ohta y cols., 2003; 

Padillo y cols., 2004; Cruz y cols., 2005; Esrefoglu y cols., 2005]. Cabe destacar que su 

acción frente a la necrosis/apoptosis inducida por isquemia/reperfusión en ratas, está 

mediada porque disminuye el estrés oxidativo e  inhibe  la vía apoptótica al  limitar  la 

liberación del citocromo C hacia el citosol y  la activación de  la caspasa 3  [Kim y Lee, 

2008]. El tratamiento con melatonina aumentó el nivel antioxidante total del suero y 

redujo  la concentración sérica de MDA, además de mejorar  los parámetros del daño 
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renal en ratas con ligadura del conducto biliar [Chen y cols., 2001], e incluso minimizó 

la oxidación lipídica en tejidos extrahepáticos causada por la colestasis, como diversas 

regiones cerebrales  [Cruz y cols., 2007], el riñón  [Cruz y cols., 2001; Bulbuller y cols., 

2002] y el estómago [Polat y Emre, 2006]. 

En nuestro estudio se demuestra por primera vez que  la melatonina protege de 

la oxidación proteica  inducida por TLC en membranas  celulares  aisladas, una  acción 

que se realiza con una eficacia superior a la desarrollada a nivel lipídico, ya que revirtió 

los  niveles  de  restos  carbonilo  a  los  valores  basales,  no  observándose  diferencias 

significativas con respecto al control desde concentraciones de 0,5 mM de melatonina 

(figura 52). 

A  diferencia  de  los  lípidos  existen  muy  pocas  evidencias  de  la  actividad 

protectora de la melatonina a nivel de las proteínas. Aunque poco tiempo después del 

descubrimiento de  la acción antioxidante de  la melatonina se estudiaron sus efectos 

protectores, manteniendo  los niveles de glutatión  tras  la administración de butionin 

sulfoximina, un tóxico que provoca la aparición de cataratas [Abe y cols., 1994], no fue 

hasta  el  año  2000  cuando  Kim  y  cols.,  demostraron  que  la  melatonina  redujo  la 

carbonilación de  la albúmina sérica bovina causada por  la acción del hierro y el ácido 

ascórbico, con una IC50 aproximada de 1,4 mM [Kim y cols., 2000]. En este sentido,  la 

melatonina  también  evitó  la  fragmentación  y  carbonilación  de  la  albúmina  bovina 

debida a Cu2+ y H2O2  [Mayo y cols., 2003]. Resultados protectores se obtuvieron con 

otras proteínas  como  la  lisozima,  la  albúmina  sérica humana  y  la  β‐lactoglobulina A 

[Salvi  y  cols.,  2001].  En  cultivos  celulares,  la  melatonina  redujo  de  una  forma 

concentración  dependiente  la  pérdida  de  bandas  de  espectrina  y  la  disminución  de 

restos  sulfhidrilo que  causa el ONOO‐ en  las membranas de eritrocitos  [Di Mascio  y 

cols.,  2000].  En modelos  in  vivo,  la melatonina  redujo  la  carbonilación  proteica  en 

riñón  e  hígado  de  animales  tratados  con  fármacos  como  la  gentamicina  y  el 

paracetamol [Sener y cols., 2002b; 2003b] y amortiguó el daño oxidativo en modelos 

de  isquemia‐reperfusión  hepática  y  renal  y  en  quemaduras  [2002a;  Sener  y  cols., 

2002c; 2003a; 2003b]. 
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El  mecanismo  de  acción  de  la  melatonina  protegiendo  frente  a  la  toxicidad 

oxidativa de los ácidos biliares, posiblemente se realice porque la melatonina es capaz 

de  reaccionar  de  forma  directa  con  varios  radicales  libres  y  EROs,  en  la  actualidad 

sabemos que al menos ∙OH, ROO∙, H2O2, 
1O2, ONOO

‐ y HClO [Tan y cols., 1993b; Pieri y 

cols., 1994; Reiter, 2000; Tan y cols., 2000a]. De todos ellos,  los dos primeros son  los 

más  implicados  en  el modelo  experimental  de  FeCl3  y  ácido  ascórbico  que  hemos 

utilizado  en  este  trabajo.  Poeggeler  y  cols.  [1993]  en  un  amplio  estudio  en  el  que 

compararon varias moléculas antioxidantes, demostraron que la melatonina tiene una 

tasa  de  reacción  con  ∙OH  y  ROO∙  elevada:  0,60∙1011  y  0,75∙1011  mol∙l‐1∙s‐1, 

respectivamente.  Otra  posible  vía  de  acción  de  la  melatonina  es  aumentando  la 

actividad de las enzimas  antioxidantes: GPx, glutatión reductasa, glutatión transferasa, 

CAT  y  SOD  en  el  tejido  hepático  [Montilla  y  cols.,  2001;  Ohta  y  cols.,  2005],  un 

mecanismo que en nuestro modelo experimental solo puede tener especial interés en 

aquellos casos en los que hemos utilizado homogeneizados, ya que en las membranas 

aisladas con los lavados se pierde casi completamente esta actividad. 

Podemos  considerar  a  la melatonina  como uno de  los  antioxidantes de mayor 

espectro [Poeggeler y cols., 1994] que además posee una serie de ventajas sobre otros 

antioxidantes  clásicos:  1)  Tiene  propiedades  farmacológicas  excelentes  tras 

administración  oral  o  parenteral.  Atraviesa  bien  las membranas  biológicas  [Shida  y 

cols., 1994; Costa y cols., 1995], lo que le permite alcanzar todos los compartimientos 

celulares,  pudiendo  de  esta manera  actuar  como  antioxidante  en  el  núcleo  y  en  la 

mitocondria, dos lugares donde además la melatonina se concentra [Menéndez‐Peláez 

y  cols.,  1993].  2)  No  se  ha  detectado  ningún  efecto  adverso  importante  en  los 

tratamientos con melatonina, ni se ha podido calcular su dosis letal 50 en el animal de 

experimentación [Reiter, 1997]. 3) Protege a las moléculas de ADN, proteínas y lípidos 

utilizando  mecanismos  de  acción  frente  a  radicales  libres  muy  variados,  ya  sean 

directos  por  interacción  con  ellos  o  indirectos  a  través  de  la  potenciación  de  otros 

antioxidantes  como enzimas  antioxidantes endógenas que  son  a  su  vez,  capaces de 

depurar radicales libres [Reiter y cols., 1999; 2003a]. 4) Algunos de los productos de la 

interacción  de  la  melatonina  con  radicales  libres  a  su  vez  tienen  propiedades 

antioxidantes,  lo que prolonga  la actividad antioxidante  [Seegar y  cols., 1997; Tan  y 
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cols., 2000a; Burkhardt y cols., 2001; Tan y cols., 2001; 2003a; Maharaj y cols., 2003b; 

Ressmeyer y cols., 2003; Tan y cols., 2003]. 

A  la  vista  de  todas  nuestras  experiencias  podemos  resumir  que  la melatonina 

previene tanto la oxidación lipídica como proteica, inducidas por el ácido biliar TLC en 

homogeneizados  y  membranas  aisladas  hepáticas.  Estos  resultados  amplían  las 

experiencias previas sobre la peroxidación lipídica que se produce durante la patología 

colestática  y  aportan  las  primeras  evidencias  sobre  los  efectos  protectores  de  la 

melatonina  ante  la  oxidación  proteica  inducida  por  sales  biliares,  contribuyendo  a 

explicar  su mecanismo  fisiopatológico  y  planteando  nuevas  estrategias  terapéuticas 

frente a esta patología hepática de amplia incidencia en nuestra sociedad. 
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 Conclusiones

Tras el análisis de los resultados obtenidos y su discusión, podemos concluir que: 

Primera:  La exposición in vitro de homogeneizados o membranas aisladas de tejido hepático 

a siete ácidos biliares provocó ataque por radicales  libres a sus  lípidos y proteínas.  

En  todos  los  casos  se  constató  carbonilación  proteica,  mientras  que  sólo  los 

conjugados con taurina indujeron lipoperoxidación en homogeneizados y DCA, UDA, 

LCA  y  TLC  en  las  membranas  hepáticas.  El  TLC  fue  el  ácido  biliar  que  implicó 

mayores  niveles  de MDA+4‐HDA  y  carbonilación.  Las  potencias  relativas  de  cada 

ácido biliar pueden deberse a  su estructura química, que  rige  su grado de hidro‐

liposolubilidad y su capacidad de transferencia electrónica.  

Segunda:  Todos  los  ácidos biliares estudiados potenciaron el efecto prooxidante del hierro 

salvo  el  QCA.  Esta  acción  se  observó  mejor  en  las  membranas  que  en  los 

homogeneizados. Nuevamente el mayor efecto lo produjo el TLC con excepción de 

la oxidación proteica de  los homogeneizados, en  las que  sólo el TDA modificó  las 

concentraciones de restos carbonilo con significación estadística. 

Tercera:  La  incubación  con  TLC  de  las membranas  hepáticas  en  presencia  y  ausencia  de 

cloruro  férrico  y  ácido  ascórbico  aumentó  las  oxidaciones  lipídica  y  proteica  de 

forma tiempo y concentración dependiente. En los homogeneizados esta acción del 

TLC sólo se observó potenciando la peroxidación lipídica causada por el hierro. 

Cuarta:  La melatonina previno de forma concentración dependiente el daño oxidativo a los 

lípidos y proteínas causado por el TLC, especialmente a nivel de las proteínas de las 

membranas hepáticas.   También  redujo  con gran eficiencia el efecto potenciador 

del TLC en la oxidación causada por hierro y ascórbico. 

Quinta:  La acción protectora de  la melatonina  in vitro  frente a  la  lesión oxidativa causada 

por  ácidos  biliares  refuerza  la  necesidad  de  realizar más  estudios  farmacológicos 

que evalúen el papel de la melatonina en la prevención de la hepatotoxicidad de las 

patologías colestáticas mediada por radicales libres. 
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