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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO 
 
Los radicales libres (RL) pueden ser definidos como átomos o moléculas con uno o más 

electrones desapareados en alguno de sus orbitales electrónicos (Halliwell y Gutteridge, 

1999). Este electrón generalmente es el que le proporciona su alta capacidad reactiva. El 

oxigeno molecular (dioxigeno) tiene una configuración electrónica única y es por si mismo 

considerado un radical, por lo que los RL derivados del oxigeno son considerados los 

radicales producidos por los seres vivos más importantes (Miller et al., 1990). Las 

especies reactivas de oxigeno (ERO) son ubicuas, altamente reactivas, de tiempo de vida 

media muy corto, se producen en el metabolismo del oxigeno en los sistemas biológicos 

aeróbicos y reaccionan con las moléculas que se encuentran a su alrededor empezando 

con aquellas que se encuentran muy cercanas a su sitio de formación. Las ERO incluyen 

al radical superóxido (O2
), al radical hidroxilo (OH) y al peróxido de hidrógeno (H2O2). 

Además habría que considerar entre las ERO a las especies reactivas de nitrógeno 

(ERN), que poseen tanto átomos de oxigeno como de nitrógeno, e incluyen al oxido nítrico 

(NO) y al radical peroxinitrito (ONOO) entre las más importantes. Las ERN también 

participan en diferentes procesos biológicos como en el funcionamiento de los tejidos 

vasculares. Las ERO/ERN han sido consideradas dañinas por su reactividad, sin 

embargo, bajos niveles de estas son necesarias para que se lleven a cabo diferentes 

procesos bioquímicos, entre los que se encuentran la señalización intracelular, la 

diferenciación, el control del ciclo, la apoptosis, el sistema inmune, la defensa contra los 

microorganismos, etc (Ghosh, 1998; Tohyama y Yamamura, 2004; Bae et al., 1997; Lee et 

al., 1998). 

 

1.1.1 RADICAL SUPERÓXIDO 

La adición de un electrón al dioxigeno forma el radical O2
 (Miller et al., 1990). Este radical 

puede ser producido por diferentes mecanismos en donde se presenta la activación del 

oxigeno, ya sea por procesos bioquímicos o por radiaciones electromagnéticas, es 

considerado el principal ERO ya que es el que reacciona con un mayor numero de 

moléculas para formar otras ERO secundarias en donde participa directa o indirectamente 

en reacciones catalizadas por metales de transición   (Valko et al., 2005).  

 

La producción del O2
 se origina principalmente en la mitocondria (Cadenas & Sies, 1998). 

La cadena de transporte de electrones es la principal fuente de ATP en las células de 
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mamíferos y es por tanto esencial para la vida. Durante la transducción de energía, una 

pequeña cantidad de electrones provenientes de la cadena de transporte de electrones se 

unen al oxigeno molecular para formar el O2
, el cual ha sido implicado en la patofisiología 

de diferentes enfermedades   (Kovacic et la., 2005;  Valko et al., 2004). La medición de 

partículas sub-mitocondriales sugiere que del 1-3% de electrones provenientes de la 

cadena de transporte de electrones pueden generar al O2
, en particular los complejos I y 

III. Recientemente se ha demostrado que el O2
 proveniente del complejo I es liberado 

dentro de la matriz mitocondrial, ya que no se han detectado niveles de este en 

mitocondrias intactas y por tanto los producidos en el complejo III son vertidos al citosol 

(Muller et al., 2004).  

 

1.1.2 PEROXIDO DE HIDRÓGENO 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) puede ser producido directamente en las células 

principalmente por algunas enzimas oxido-reductasas, como es el caso de la glucosa 

oxidasa (Massey et al., 1969) y la NADPH oxidasa. Sin embargo, la mayoría del H2O2 es 

producto de la dismutación del O2
 (Lambeth, 2002), proveniente de la fuga de electrones 

de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Loschen et al., 1974; Forman y 

Kennedy 1974) la biotransformación de xenóbioticos (McCord y Fridovich, 1970) y otras 

flavoproteínas ( Massey et al., 1969). Otro importante sitio de producción del H2O2 son los 

peroxisomas en donde se presentan diferentes reacciones de biotransformación en donde 

el oxigeno es reducido a H2O2 por los electrones provenientes de las moléculas a 

detoxificar, el H2O2 es posteriormente convertido en agua en los propios peroxisomas (De 

Duve y  Baudhuin, 1969). Sin embargo, el proceso bioquímico que produce más H2O2 en 

los peroxisomas es la β-oxidación de ácidos grasos, debido a las reacciones enzimáticas 

de las flavin oxidasas. Se ha estimado que el 35% de todo el H2O2 formado en el hígado 

de ratas es producido por estas reacciones (Boveris et al., 1972). El H2O2 es una ERO 

muy importante ya que al igual que el O2
 puede dar origen a otras ERO secundarias. 

 

Por mucho tiempo se consideró a las ERO como moléculas que potencialmente podrían 

generar daños a las biomoléculas, pero en los últimos años se ha venido postulando a los 

RL y ERO como moléculas transductoras de señales: El caso particular del H2O2 es uno 

de los más importantes, ya que se ha considerado un segundo mensajero modulado por 

enzimas como las oxido reductasas y en especial la NAPDH oxidasa y la DuOXs que 

incrementan sus niveles celulares (Antunes y Cadenas, 2000). El H2O2 es una molécula 



13 
 

altamente utilizada en la investigación porque es un potencial segundo mensajero ya que 

sus propiedades fisicoquímicas que le permiten difundir fácilmente al interior de la célula.  

    

1.1.3 RADICAL HIDROXILO 

El OH puede ser considerado como la forma sin carga neta del ión hidroxilo. El OH tiene 

una alta reactividad que lo hace sumamente peligroso y además presenta un tiempo de 

vida muy corto de aproximadamente 10-9 segundos (Pastor et al., 2000). Estas 

propiedades químicas le permiten reaccionar rápidamente con cualquiera de las 

moléculas que se encuentran a su alrededor. El OH puede ser producido in vivo por 

reacciones en donde participan metales de transición como el fierro y el cobre (Valko et 

al., 2005; Leonard et al., 2004) en la reacción de Fenton como se muestra a continuación: 

Fe2+   +    H2O2   →   Fe3+   + OH   +   OH−  

Sin embargo, no es la única manera que se produce in vivo el OH, ya que el O2
 puede 

reaccionar con el H2O2 en una reacción conocida como reacción de Haber-Weiss (Liochev 

y Fridovich, 2002): 

O2
   +   H2O2  + Fe3+  →   O2  + Fe2++   OH + OH− 

 

1.2 ESPECIES REACTIVAS DE NITRÓGENO 

El oxido nítrico (NO•) es una pequeña molécula que tiene un electrón desapareado sobre 

el antienlace 2π y el orbital Py y es considerado un RL. El NO• es producido en diferentes 

tejidos por medio de la oxido nítrico sintetasa (NOS) la cual cataliza la reacción de 

Arginina a Citrulina y en donde produce el NO• en una reacción oxidativa en la que 

participan 5 electrones (Ghafourifar y Cadenas, 2005). El NO• es muy abundante se 

considera como una molécula que participa en muchos procesos de señalización como la 

neurotransmisión, la regulación de la presión sanguínea, los mecanismos de defensa, la 

relajación del músculo liso, la regulación del sistema inmune, etc. (Bergendi et al., 1999). 

El NO• tiene un tiempo de vida media de unos cuantos segundos en un medio acuoso y  

una alta estabilidad en un sistema libre de oxigeno. Sin embargo, tiene una gran 

capacidad de difusión en las membranas y en el citoplasma (Chiueh, 1999), es por ello 

que participa en fenómenos como la transmisión neuronal y la plasticidad sináptica, en el 

sistema nervioso central. En el medio intracelular NO• reacciona con el oxigeno y el agua 

para formar nitratos y aniones nitrito. 
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1.3 ANTIOXIDANTES 

La exposición a las ERO producidas por los procesos fisiológicos o ambientales ha 

llevado a los organismos a desarrollar mecanismos de defensas (Cadenas 1997). Los 

organismos se protegen contra el estrés oxidativo inducido por las ERO con mecanismos 

que pueden ser preventivos, de reparación, defensas físicas y defensas antioxidantes. 

Este último es uno de los más importantes y está compuesto por enzimas antioxidantes 

entre las que se encuentran la Superóxido Dismutasa (SOD), GlutationPeroxidasa (GPx) y 

la Catalasa (CAT) y otros no enzimáticos entre los que se encuentran el Ácido ascórbico 

(Vitamina C), α-Tocoferol (Vitamina E), Glutationreducido (GSH), Carotenoides, 

Flavonoides y otros antioxidantes.  

Las ERO pueden causar la muerte celular vía apoptosis y/o necrosis en algunos tipos 

celulares, las cuales pueden ser disminuidas o eliminadas por los sistemas antioxidantes 

(Carmody y Cotter, 2001; Kim et al., 2001; Jang y Surh, 2003). La concentración de ERO 

y el microambiente celular parecen ser importantes en determinar el tipo de muerte celular 

(Kim et al., 2001). En condiciones normales siempre existe un balance entre las ERO y las 

defensas antioxidantes para que los organismos se encuentren en homeostasis. 

 

1.3.1 SUPERÓXIDO DISMUTASA  

La superóxido dismutasa (SOD) se encuentra presente en todos los tipos celulares y se 

ha demostrado que tiene un papel muy importante en la protección de las células y tejidos 

contra el estrés oxidativo. Se han descrito tres isoformas de SOD, que comparten un 

mecanismo en común: la dismutación del O2
 en H2O2 como se puede observar en la 

siguiente ecuación: 

2 O2
 + 2H+ + SOD → H2O2 + O2 

La ecuación es de primer orden y tiene una constante de Michaelis Menten de 109 M-1s-1 

su actividad esta regulada por los niveles de H2O2 y por lo tanto presenta mecanismos de 

retroalimentación con las enzimas encargadas de transformar el H2O2 en agua como lo 

son la catalasa y la Glutationperoxidasa. 

La SOD de cobre y zinc (Cu/Zn SOD o SOD1) se encuentra localizada en el citosol. Es 

una proteína homodimérica con un peso molecular de 32.5 kDa (Fridovich y Freeman, 

1986). El Cu es esencial para la reacción catalítica mientras que el Zn es importante para 

mantener la estructura de la proteína (Fridovich, 1975). La Cu/Zn SOD no es esencial 

para el desarrollo y supervivencia, por lo que los ratones KO se desarrollan normalmente 

hasta adultos sin presentar aparentes daños oxidativos  (Tsan, 2001), la sobre-expresión 

de la Cu/Zn SOD no altera la expresión de la MnSOD (White et al., 1993)  y tampoco 
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modifica su expresión cuando hay deficiencias de la MnSOD (Copin et al., 2000). 

La SOD de manganeso (MnSOD o SOD2) es considerada una de las enzimas 

antioxidantes más importantes de la célula. Es una enzima homotetramérica con un peso 

molecular de 88 kDa y requiere Mn en su centro activo (Fridovich, 1975). Constituye el 10-

15% de las SOD y se encuentra localizada en la mitocondria (Tsan, 2001). La 

sobrevivencia de los ratones ha sido relacionada a la MnSOD, ya que ratones deficientes 

en este gen mueren entre los 10 y 21 días de nacidos de cardiomiopatías, acidosis 

metabólica y neurodegeneración (Lebowitz et al., 1996; Li et al., 1995). 

La SOD extracelular (ECSOD) es muy abundante en los fluidos pulmonares y en los 

espacios intersticiales de los pulmones de ratones y humanos. ECSOD también es muy 

abundante en los vasos sanguíneos y en la vía respiratoria aérea. La ECSOD es una 

glicoproteína de secreción en forma de tetrámero con un peso molecular de 135 kDa y 

requiere Cu y Zn para su actividad como la isoforma citosólica  (Marklund, 1984). 

Característicamente la ECSOD presenta afinidad heterogénea por la heparina (Marklund, 

1982), regula la actividad y modula los niveles del oxido nítrico (Oury et al., 1996). La 

expresión de ECSOD es inducida por interferón gamma y es inhibida por el factor de 

necrosis tumoral alfa, el factor de crecimiento transformante beta y la interleucina 1 alfa en 

cultivo de fibroblastos (Marklund,1992). 

 

1.3.2 CATALASA 

La Catalasa (CAT) tiene una estructura homotetramérica con un peso molecular de 240 

kDa (Fridovich y Freeman, 1986) cuya función principal es convertir el H2O2 en agua y 

oxigeno molecular siguiendo la siguiente reacción: 

2 H2O2 →  H2O  +  O2 

La CAT está presente en la mayoría de las células aérobicas de animales y se encuentra 

en mayores proporciones en el hígado y los eritrocitos. El cerebro, corazón y músculo 

esquelético presentan bajas concentraciones de esta enzima. La CAT está localizada en 

los peroxisomas y en el citoplasma en neumocitos y macrófagos (Kinnula et al., 1995). Es 

considerada una de las enzimas antioxidantes más importantes en convertir el H2O2  en 

agua y oxigeno en los neumocitos de rata (Simon et al., 1989).  Sin embargo se ha 

observado en estudios con modelos animales o en cultivos celulares, que la CAT puede 

ser inducida por hipoxia, oxidantes o citocinas (White et al., 1989a; Tsan et al., 1990; Shull 

et al., 1991), aunque existen reportes controversiales (Jornot and Junod, 1992; Pietarinen-

Runtti et al., 1998). La exposición de lipopolisácaridos en ratas disminuye la expresión de 

la CAT (Clerch et al., 1996) y es la única enzima antioxidante que se encuentra 



16 
 

incrementada durante morfogénesis de los pulmones humanos (Asikainen et al., 1998). 

De manera interesante, la sobreexpresión de la CAT particularmente en la mitocondria de 

murinos se ha asociado con  un incremento en longevidad (Schriner et al., 2005). 

  

1.3.3 GLUTATIONPEROXIDASA 

Las Glutationperoxidasas (GPx) son una familia de enzimas antioxidantes dependientes 

de selenio que puede ser dividida en dos grupos, las celulares y las extracelulares. En 

general la GPx típica es una proteína tetramérica con un peso molecular de 85 kDa, para 

realizar su función requiere de cuatro átomos de selenio unidos a cisteínas, lo que le 

confiere su actividad catalítica. La función principal de esta enzima es reducir el H2O2 a 

agua oxidando a una molécula de Glutation (GSH)(Kinnula et al., 1995) como se presenta 

en la siguiente ecuación: 

H2O2  + 2GSH →  GSSG  +   2H2O 

La reducción del Glutation oxidado (GSSG) es catalizado por la Glutationreductasa como 

se muestra en la siguiente ecuación: 

GSH   +   NADPH   +  H+ →  2GSH  +   NADP+ 

Estas dos enzimas trabajan acopladas durante el ciclo del reciclamiento del GSH 

(Halliwell y Gutteridge, 1989). La capacidad para poder reciclar al GSH es esencial para la 

defensa antioxidante y previene la pérdida de los tioles celulares (Heffner y Repine, 1989). 

Existen tres enzimas GPx dependientes de selenio que son diferentes genéticamente y 

solo una no dependiente de selenio, la forma clásica dependiente de selenio ha sido 

identificada en una gran variedad de células (Mullenbach et al., 1988). Estas enzimas se 

encuentran presentes en el citosol de la mayoría de las células. Se ha reportado una 

forma extracelular de GPx dependiente de selenio en los revestimientos de los epitelios 

pulmonares y otras células del pulmón (Avissar et al., 1996). De manera muy importante, 

a nivel celular se ha reportado actividad de GPx en la mitocondria (Mbemba et al., 1985; 

Esworthy et al., 1997). 

 

 

1.3.4 VITAMINA C 

El ácido ascórbico o vitamina C es muy importante en la defensa antioxidante no-

enzimática, ya que esta molécula es muy eficiente en ambientes acuosos. La vitamina C 

trabaja en conjunto con otras moléculas antioxidantes como la vitamina E y los 

carotenoides. La vitamina C  regenera al α-Tocoferilo (vitamina E oxidada) a su forma 

reducida,  α-Tocoferol, en las membranas y lipoproteínas (Kojo  2004; Carr y  Frei  1999). 
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El ácido ascórbico tiene dos grupos hidroxilo ionizables, es por ello un di-ácido (AscH2). 

En condiciones de pH fisiológico, el 99.9% de la vitamina C esta presente como AscH-, y 

solo en muy pequeñas proporciones como AscH2 (0.05%) y Asc2- (0.004%). La estructura 

química antioxidante de la vitamina C se presenta cuando se encuentra en la forma AscH, 

en la que puede donar electrones y reaccionar con los RL para producir una estructura 

estable resonante conocida como ascorbato radical libre (AscH• ), el cual tiene un pK=-

0.86, lo que le permite no protonarse y estar en su forma AscH•-. A este producto se le 

conoce como radical semidehidroascorbato, un radical muy poco reactivo que es 

considerado una molécula terminal en cuanto a la disminución de  la reactividad de los 

RL. Se considera que los niveles de esta vitamina son una buena estimación del estado 

de estrés oxidativo en los sistemas biológicos (Kasparova et al., 2005; Cuzzorcrea et al., 

2004).  

Es reconocido que la vitamina C protege a las membranas contra la oxidación (Retsky et 

al., 1999), sin embargo, la ingesta de dosis muy altas ha sido un asunto sujeto a intensos 

debates por años (Cameron et al., 1976). Por una parte, la toma de altas dosis de 

vitamina C (2000 mg/día) no ha presentado reportes consistentes de sus efectos 

benéficos y por ello nunca ha sido totalmente establecida como un tratamiento. No 

obstante, se ha reportado que bajos niveles de vitamina C en el suero están relacionados 

con propensión a metaplasia gástrica o gastritis crónica, las cuales son consideradas 

lesiones pre-cancerosas (You et al., 2000). El efecto positivo de la vitamina C en la 

reducción del cáncer estomacal pudiera ser debido a la acción inhibitoria que presenta 

para contrarrestar la formación de compuestos N-nitroso, ya que impide la reacción entre 

los nitritos y los grupos amino. Un efecto protector de la vitamina C ha sido reportado en 

cáncer de pulmón y colorectal (Knekt et al., 1991). Algunos estudios in vitro y en animales 

en donde se suplementa la dieta con vitamina C, presentan evidencias de que el 

ascorbato puede ser pro-oxidante (Kang et al., 1998). Este efecto pudiera estr relacionado 

a la liberación de iones metálicos que pudieran dañar a las células. En otros reportes se 

ha sugerido que la vitamina C induce la descomposición de lípido hidroperóxidos  que 

reaccionan con el DNA como lo son 4-oxo-2-nonenal, 4,5-epoxy-2(E)-decenal y 4-hidroxi-

2-non-enal (Lee, Oe y Blair 2001). 

 

 

1.3.5 VITAMINA E 

La vitamina E es liposoluble y se han descrito ocho formas diferentes. El α-tocoferol es la 

más activa de las formas y es una poderosa molécula biológica antioxidante en las 
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membranas celulares (Burton e Ingold, 1989) cuya función principal es proteger contra la 

lipoperoxidación (Pryor, 2000). Como se mencionó anteriormente, la vitamina C es 

considerada la molécula antioxidante acuosa por excelencia. Recientes datos sugieren 

que el α-tocoferol y el ácido ascórbico funcionan acoplados en un proceso cíclico. Cuando 

se lleva a cabo la reacción antioxidante,  el α-tocoferol es convertido en un radical α-

tocoferilo debido a la donación de uno de sus hidrógenos lábiles a un lípido o a un radical 

lípidoperoxil. Por lo que en el siguiente paso de la reacción antioxidante el radical α-

tocoferol es reducido a su forma original por la vitamina C (Kojo  2004). 

Diferentes reportes epidemiológicos han señalado que ingerir vitamina E en una 

concentración de 200UI /por día reduce la incidencia de cáncer colorectal, por fomentar la 

apoptosis de las células cancerosas, y aumentando la expresión de p21wafi/ cip 1, un 

poderoso inhibidor del ciclo celular (White et al., 1997). Generalmente el efecto protector 

de la vitamina E se asocia a la inhibición de la formación de RL y activación de 

endonucleasas. Por otra parte, se han reportado efectos negativos en la combinación de 

las vitaminas E, C y beta caroteno para prevenir adenoma colorectal canceroso en un 

periodo de 4 años (Greenberg et al., 1994; Dreher y Junod 1996). Una de las sorpresas 

reportadas en cuanto a la dosis diaria de Vitamina E fue que 400 UI o más incrementan el 

riesgo de muerte, por lo que suspendió esta dosis como tratamiento (Miller et al., 2005). 

En resumen, la dosis apropiada de vitamina E para tener un efecto benéfico es de 200 UI  

diaria.  

  
1.3.6 GLUTATION(GSH) 

El antioxidante no enzimático con grupo funcional tiol mas importante es el tripéptido 

Glutation(GSH), ya que es considerado el mejor amortiguador redox de la célula. El GSH 

reducido es considerado el antioxidante soluble más abundante en los compartimentos 

celulares: citosol 1-11mM, núcleo 3-15mM y  5-11mM en la mitocondria (Masella et al., 

2005). Se encuentra presente en los sistemas biológicos en dos formas la reducida GSH  

y la oxidada GSSG o Glutationdisulfuro. Entre las funciones que se han descrito del GSH 

se encuentra la de mantener el estado redox en el núcleo de proteínas con altos niveles 

de residuos de aminoácidos con sulfidrilos que son necesarias para la expresión y 

reparación del DNA. Un ambiente oxidado modifica rápidamente los sulfidrilos de las 

proteínas (proteína-SH) oxidando dos electrones y formando grupos funcionales ácido 

sulfénico (proteína-SOH) u oxidando un electrón formando radicales tiolil (proteína-S•) (Ji 

et al., 1999). Estos productos parcialmente oxidados reaccionan con el GSH y forman 

proteínas S-Glutatiónalizadas (proteína-SSG), las cuales posteriormente podrían ser 
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reducidas en el ciclo del Glutationpor medio de la Glutationreductasa y otras proteínas 

como la glutaredoxinas y las tioredoxinas para restaurar los sulfidrilos de las proteínas 

(proteína-SH).  El papel del GSH es tan importante que si no estuviera presente, los tioles 

de las proteínas podrían ser oxidados hasta formas irreversibles como el ácido sulfínico 

(proteína-SO2H) o sulfónico (proteína-SO3H).  Generalmente, la capacidad antioxidante 

de los compuestos tiólicos es debida a su átomo de azufre, el cual fácilmente puede re-

acomodar su estructura y compensar la pérdida de un electrón (Karoui et al., 1996). De 

esta manera se pueden producir especies radicales sulfuro como el radical tiolil (GS•). La 

reacción del Glutationcon un radical libre puede ser descrita de la siguiente manera: 

 GSH +  R• →  GS• +  RH 
 

Los radicales generados podrían dimerizarse y formar el Glutationoxidado de la siguiente 
manera: 
 

 GS• +  GS• →  GSSG 

El GSSG puede ser acumulado en el interior de la célula y al relacionarlo con el GSH se 

puede obtener un radio GSH / GSSG que es una buena determinación para estimar el 

estrés oxidativo en un organismo (Hwang et al., 1992). De lo anterior se puede deducir 

que altos niveles de GSSG pueden reaccionar con los grupos sulfidrilos de las proteínas 

para producir proteínas-Glutationdisulfuro: 

 GSSG +  proteína-SH ↔  proteína-SSG +  GSH 

 

La reacción del GSSG con las proteínas produce proteína—SSG que tienen tiempos de 

vida media más altos, esto pudiera tener como consecuencia proteínas mal plegadas. 

El papel principal del GSH contra el estrés oxidativo, es que puede servir de cofactor de 

diferentes enzimas detoxificantes como es el caso de GPx, la Glutatión-S- transferasa 

entre otras; el GSH participa en el transporte de aminoácidos a través de la membrana 

plasmática; GSH reacciona con el OH y el oxigeno singulete directamente, detoxifica el 

H2O2 y lípido peróxidos por la acción catalítica de la Glutationperoxidasa. Además, el GSH 

es capaz de regenerar las otras importantes moléculas antioxidantes como las vitaminas 

C y E; el GSH puede reducir el radical tocoferilo de la vitamina E directamente o 

indirectamente vía la reducción del semidehidroascorbato a ascorbato. La capacidad del 

GSH para regenerar las otras moléculas antioxidantes importantes está relacionada con el 

estado redox celular definido por el radio GSSG/ 2GSH. Este mecanismo tiene un alto 

impacto sobre el ambiente celular. Los valores medios celulares del potencial reductor 

para el radio GSSG / 2GSH son dependientes del ambiente redox en donde se localicen, 
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de esta manera se ha podido definir que el potencial redox es -180mV en el retículo 

endoplasmático, mientras que en el citosol es de -232mV. Podemos entonces hablar que 

la compartimentalización del GSH está relacionada con los diferentes estados redox que 

prevalecen en las diferentes estructuras subcelulares. El radio GSSG / 2GSH en un 

ambiente reductor no solo esta definido por el mismo radio GSSG/2GSH, sino que 

también se debe de considerar los niveles totales de GSH. Un incremento en la 

concentración de GSH define el estado de reducción media hacía valores superiores. El 

contenido intracelular de GSH es en respuesta a factores ambientales y es una función 

del balance entre uso y síntesis. La exposición a ERO o a compuestos que pueden 

generar ERO entre los que se encuentran el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), pueden 

incrementar el contenido de GSH al inducir su síntesis. HNE es eliminado de las células 

por reacciones con GSH catalizadas por la Glutatión-S-transferasa que tienen relativa 

especificidad por los alquenos. HNE puede activar la vía JNK, la cual posteriormente 

activa al complejo transcripcional conocido como la proteína activadora  (AP-1). Diferentes 

vías de señalización son utilizadas por la célula para contrarrestar el estrés oxidativo, se 

ha reportado que el GSH regula la señalización redox alterando tanto sus propios niveles 

como su relación con el radio GSSG/ 2GSH (Jones et al., 2000). La pérdida de GSH 

celular se ha relacionado con la disminución de la proliferación en células endoteliales 

vasculares e incrementad la proliferación en fibroblastos. Esto se ha observado como un 

mecanismo de autofosforilación del receptor PDGF que se encuentra inhibido por bajas 

concentraciones celulares de GSH. El GSH esta involucrado en la activación de diferentes 

factores de transcripción entre los que se encuentran NF-κB,  AP-1.  

El GSH protege a las células contra la apoptosis, este papel protector está determinado 

por diferentes mecanismos multifactoriales que involucran la destoxificación y la 

modulación del estado redox celular, así como, sensibilidad a las diferentes vías de 

señalización y su interacción con pro y anti señales apoptóticas. Por lo que la importancia 

de los niveles de GSH son un factor importante en la protección contra la apoptosis, es 

posible pensar que para tener una terapia anti-cáncer es importante considerar la 

inducción de la apoptosis disminuyendo los niveles de GSH (Masella et al., 2005). 

 

 

1.4 ESTRÉS OXIDATIVO 

Las ERO son producidas en todos los organismos aeróbicos y normalmente están en la 

célula en un estado balanceado con las moléculas antioxidantes. El estrés oxidativo se 

presenta cuando este balance es perturbado por la falta de antioxidantes, generación 
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excesiva de ERO o por ambas. Así que, cuando los antioxidantes se encuentran en bajas 

proporciones y/o se incrementa la formación de ERO, se incrementa la respuesta celular 

para tratar de contrarrestar este evento hasta que se puede controlar o cuando la célula 

no lo puede controlar entonces activa el proceso de muerte. El estrés oxidativo puede 

generar un ambiente muy adverso o condiciones extremas en los sistemas biológicos. Un 

rápido indicador de que el sistema se encuentra en estrés oxidativo es determinar el 

incremento en la respuesta antioxidante y/o un incremento en los niveles de ERO 

endógenos.  La formación de ERO incrementarse como una consecuencia de diferentes 

condiciones de estrés ambiental, entre las que se encuentran, radiación electromagnética 

UV, la exposición a herbicidas, temperaturas extremas, toxinas como la cercosporina y 

aflatoxina, contaminantes ambientales, metales y xenobióticos. Cuando el estrés oxidativo 

se presenta, la función de la célula es contrarrestar los efectos oxidativos y restaurar el 

balance redox tratando de alcanzar los parámetros homeostáticos. Este último evento de 

la respuesta celular puede activar o silenciar genes que codifican para enzimas de 

defensa, factores de transcripción y proteínas estructurales (Dalton et al., 1999; 

Scandalios, 2004). 

En los eucariontes superiores, tanto plantas como animales, la respuesta al estrés 

oxidativo es muy compleja y está modulada por diferentes reguladores (Scandalios, 

1997). El estado redox dependiente de ERO que modifica el reciclamiento de los tioles de 

los residuos de cisteínas es sumamente importante para establecer las interacciones 

proteína-proteína y proteína-DNA que son fundamentales para los procesos de 

transducción de señales y para la regulación de la actividad de algunos factores de 

transcripción (Dalton et al., 1999; Delaunay y Scandalios, 2004; Storz e Imlay, 1999; Kiley 

y Storz, 2004; Ruis y Schuller, 1995;  Moradas-Ferreira y Costa, 2000; Isnard y Toledano, 

2000), como es el caso de la activación del factor NF-κB y la proteína AP-1, conocidos por 

tener una participación fundamental en procesos como la proliferación, diferenciación y 

morfogénesis, los cuales pueden ser estimulados por diferentes agentes que convergen 

en un mecanismo común que involucra la producción de ERO. Un mecanismo que se ha 

descrito, es que al incrementarse la producción de H2O2 se tiene como consecuencia la 

activación redox de  NF-κB y en el cual participa una forma activa de la proteína Rho que 

es una GTPasa que responde a la modificación del estado redox celular (Gabbita et al., 

2000).  

Las fuentes de ERO, tanto extracelulares como intracelulares, son capaces de modular la 

expresión de genes. Dosis bajas de H2O2 (<20µM) pueden producir cambios en la 

fosforilación de proteínas reguladoras específicas entre las que se encuentra la proteína 
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cinasa B también conocida como Akt. La acción directa de la señalización por H2O2 en la 

regulación diferencial de genes antioxidantes en plantas y animales, es debida a las 

interacciones proteína-DNA en la región del elemento de respuesta antioxidante (ARE; 

TGACTCA),  NF-κB y el elemento 2 de respuesta al ácido abscisico (ACGT) en los 

promotores de estos genes. Además la inducción de la expresión de genes de defensa, 

otros papeles del desbalance redox en plantas incluyen muerte directa de patógenos, la 

modificación de la estructura de la pared celular y la inducción de la muerte celular 

programada (Scandalios 1997). En levaduras y animales, el estrés oxidativo puede llevar 

a la detención de la división celular y a la progresión del ciclo celular (Paulovich et al., 

1997). Un claro ejemplo de como la ERO pueden tener un papel benéfico fue cuando se 

observó que el O2
 desempeñaba un papel importante en la infección por microbios, en 

donde su actividad puede ser comparada con la de un antibiótico de amplio espectro 

(Babior 1984.). En  plantas, la respuesta a la invasión por patógenos también involucra un 

desbalance redox que tiene que ver con un aumento transitorio de grandes cantidades de 

ERO (Doke 1997). 

El estado de estrés oxidativo generado por el incremento de ERO desempeña papeles 

diferentes, y en ocasiones opuestos, durante diferentes procesos celulares. Por ejemplo, 

el H2O2 puede actuar de una manera relevante en los procesos de transducción de 

señales por medio de la activación de NF-κB, mientras que en condiciones patológicas de 

estrés oxidativo el H2O2 puede inducir la apoptosis o la necrosis. El estado estable de los 

niveles de ERO en las células es crítico y es determinante para determinar si la célula 

debe de incrementar los niveles de ERO o active mecanismos que modulen la respuesta 

antioxidante celular. 

 

1.5 HORMESIS Y ESTRÉS OXIDATIVO 

La hormesis puede definirse como: “Un proceso en el cual la exposición a bajas dosis de 

un agente químico o un ligero cambio en los factores ambientales inducen un efecto 

benéfico adaptativo a la célula u organismo, que lo protege cuando es expuesto a dosis 

más elevadas”.  

La hormesis es un concepto fundamental en la teoría evolucionista. Desde sus inicios 

hasta estos momentos, la vida en la tierra ha existido en ambientes adversos en los 

cuales las células han sido expuestas a RL y otras sustancias tóxicas.  Para evitar la 

extinción los organismos han desarrollado mecanismos complejos para contrarrestar esos 

ambientes. Típicamente esas vías de respuestas horméticas involucran a proteínas como 

canales iónicos, cinasas, desacetilasas y factores de transcripción, que regulan la 
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expresión de genes que codifican para proteínas citoprotectoras. Han sido identificadas 

diferentes categorías de proteínas que se expresan en la respuesta hormética, entre las 

que se encuentran proteínas “chaperonas” como las proteínas de choque térmico, 

enzimas antioxidantes como la SOD y la GPx y factores de crecimiento como el factor de 

crecimiento relacionado a la insulina y el factor neurotrófico derivado del cerebro (Mathers 

et al., 2004; Mattson et al., 2004; Young et al., 2004). En algunos casos los organismos 

han utilizado las propiedades químicas de los agentes tóxicos incorporándolos dentro de 

sus vías metabólicas o de señalización. Ejemplos de ellos son el oxigeno en la 

respiración, el monóxido de carbono como molécula de señalización en las neuronas, el 

fierro y el selenio, metales potencialmente tóxicos, que son utilizados en las funciones de 

diferentes enzimas. 

Se han estudiado muchos casos de como las células y organismos responden de forma 

bifásica a químicos o ambientes de estrés, entre los cuales podemos mencionar 

exposición a xenobióticos, cambios en la temperatura, radiación, entre otros. Uno de los 

modelos más estudiados en los experimentos de hormesis es el llamado pre-

acondicionamiento isquémico, este se produce cuando un órgano como el corazón o el 

cerebro son sujetos a una ligera isquemia, y cuando posteriormente se les expone a una 

isquemia mayor, las células presentan resistencia a la muerte (Yellon y Downey, 2003; 

Pong, 2004). La isquemia presenta una respuesta bifásica dependiente de la dosis, en 

periodos ligeros de isquemia presenta efectos protectores y altas exposiciones de 

isquemia presentan daño celular. Los mecanismos celulares y moleculares que están 

presentes durante el pre-acondicionamiento isquémico han empezado a entenderse y 

estos podrían involucrar estrés oxidativo que induce vías de señalización citoprotectoras 

en donde participan la activación de cinasas, cambios en la funcionalidad mitocondrial y la 

expresión de genes que codifican enzimas antioxidantes y proteínas chaperonas 

(Juhaszova et al., 2004).  

Una observación común en los estudios de hormesis, es que la exposición a bajas 

concentraciones de un tipo de agente hormético puede proteger a las células u 

organismos contra más de un tipo de estrés. Un ejemplo de esto son las células 

expuestas a ligeros aumentos en la temperatura, que pueden protegerse contra el daño 

oxidativo o a toxinas como el cianuro (Li et al., 2002). Algunos fitoquímicos presentan 

efectos benéficos por activar las vías de señalización de respuesta al estrés. Las vías que 

típicamente están involucradas en la activación de cinasas y factores de transcripción, 

presentan un incremento en la producción de proteínas citoprotectoras entre las que se 

encuentran enzimas de la fase II de destoxificación, enzimas antioxidantes, proteínas de 
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choque térmico, factores de crecimiento y proteínas involucradas en la regulación del 

metabolismo energético celular  (Mattson y Cheng, 2006). Ejemplos de estas respuestas 

incluyen la activación del factor de transcripción Nrf2 por sulforafano y curcumina (Lee y 

Surh, 2005);la activación de desacetilasas de histonas y sus factores de transcripción 

blancos FOXO por acción del resveratrol (Frescas et al., 2005);y la activación del receptor 

transitorio al potencial (TRP) y canales de calcio por la capsaicina y alicina (Bautista et al. 

2005). 

 

1.6 Nrf2 

Se han descrito respuestas adaptativas mediadas por diferentes factores de transcripción 

en respuesta al estrés oxidativo, como el receptor de activación de la proliferación por 

peroxisomas gama (PPARγ), (Collino et al., 2006), la sirtuina (silent mating type 

information regulation 2 homolog) 1 (SIRT1) (Brunet et al., 2004), El factor activador de la 

transcripción tipo 4 tor 4 (ATF4) (Harding et al., 2003), los factores de transcripción 

Sp1/Sp3 (Ryu et al., 2003), la proteína p53 (Finkel y Holbrook, 2000) y algunas otras.  

Un factor de transcripción muy importante que participa en la regulación de la protección 

antioxidante, principalmente en la fase II de destoxificación, es el factor de transcripción 

Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-related factor) que regula la expresión inducible de 

numerosos genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes, mediante su unión a una 

secuencia específica  del ADN conocida como ARE (de sus siglas en inglés: Antioxidant 

Response Element), que puede ser activada por diversos compuestos oxidantes y/o 

electrófilos de naturaleza química muy diversa. La actividad del factor Nrf2 se encuentra 

constitutivamente reprimida debido a su unión con una proteína citoplásmica llamada 

Keap1 y al citoesqueleto. Dicha unión fomenta la permanente degradación de Nrf2 por el 

proteosoma, por lo que el control primario de su función radica principalmente en su 

distribución subcelular, más que en la síntesis de novo.  

Nrf2 tiene la capacidad de controlar algunos aspectos diferentes de la protección celular, 

entre las que se incluyen la reparación del DNA (Aoki et al., 2007), el metabolismo de los 

grupos hemo (Ishii et al., 2000), la reducción de quinonas (Itoh et al., 1997), el flujo de 

transporte (Maher et al., 2007), y fundamentalmente la síntesis de Glutation(Sekhar et al., 

2002a)Estas funciones solo representan una fracción de las muchas funciones de la 

actividad transcripcional de Nrf2 que comienzan a estudiarse con gran detalle.  

A pesar de ser una molécula altamente conservada en diferentes especies, la función de 

Nrf2 se ha adaptado a la presión de la selección natural para proporcionar los máximos 

beneficios al organismo. Sin embargo, se ha observado claramente que la dinámica de 
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activación de Nrf2 se encuentra en función del ambiente redox que está determinado por 

los niveles de las moléculas que contienen en su estructura química al grupo funcional 

sulfhidrilo que determinan el rango de actividad fisiológica. Este rango esta relacionado a 

las condiciones que la célula puede responder a estímulos que pueden ser benéficos o 

dañinos y en los cuales la activación transcripcional de Nrf2 es importante para la 

sobrevivencia celular. Se ha observado que la modulación de la activación de Nrf2 en 

eventos tóxicos agudos es incrementando las defensas celulares antioxidantes, sin 

embargo, este evento no es claro en los eventos crónicos, ya que un aumento sostenido 

de la actividad de Nrf2 no sería benéfico para el organismo.  

 

1.7 Bcl-2 

La apoptosis es un proceso altamente regulado, que involucra cambios en la expresión de 

distintos tipos de genes. Uno de ellos es el proto-oncogene bcl-2 que codifica para una 

proteína integral de membrana de 26kDa, que se encuentra localizada en la envoltura 

nuclear en parte del retículo endoplasmático y en la membrana externa mitocondrial. El 

producto del gen bcl-2 se ha observado que prolonga la sobrevivencia celular, ya que 

puede impedir la muerte celular inducida por una gran variedad de estímulos y 

tratamientos entre los que se encuentran, agentes quimioterapéuticos, radiación, H2O2, 

carencia de factores de crecimiento, neurotoxinas entre otros (Kim et al., 2001, Zhon et 

al., 1993; Blum et al., 2001). A pesar de que se han hecho una gran cantidad de 

investigaciones, aún se desconoce el mecanismo exacto por el cual Bcl-2 impide la 

apoptosis. La localización de Bcl-2 en el sitio en donde se generan la mayor cantidad de 

RL y la evidencia que las ERO  son capaces de inducir la apoptosis en diferentes líneas 

celulares, han llevado a proponer la posibilidad de que Bcl-2 podría prevenir la apoptosis 

por participar como una molécula antioxidante o por suprimir la producción de RL. Datos 

experimentales de estudios in vitro e in vivo sugieren que Bcl-2 podría bloquear la 

apoptosis a través de la regulación de los mecanismos de defensa celular antioxidante 

(Hockenbery et al., 1993, Kane et al., 1993). Los niveles de OH generados por agentes 

como el ácido 3-nitropropionico, disminuyeron en células que sobre-expresan Bcl-2 en 

comparación con las células transfectadas con el vector (Amstad et al., 2001; Bogdanov, 

et al., 1999). La sobre-expresión ectópica de Bcl-2 también disminuye la acumulación de 

peróxidos inducida por tratamientos con TGF-β, β-Lapacona o adriamicina (Huang y 

Chou, 1998; Chau et al., 1998; Lawrence et al., 1996). Además de los reportes anteriores 

es muy aceptado que la sobre-expresión o la inducción de Bcl-2 confiere resistencia ante 

daños oxidativos, ya que Bcl-2 disminuye la lipoperoxidación, el daño oxidativo al DNA y 
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proteínas inducido por una gran cantidad de estímulos (Bruce-Keller et al., 1998; Fabisiak 

et al., 1997; Myers et al., 1995; Lee et al., 2001; Gangmin et al., 1999; Godley et al., 

2002).  

 

1.7.1 PARTICIPACIÓN DE Bcl-2 EN LA REGULACIÓN DEL ESTADO REDOX CELULAR 

 
Se ha observado que las células que sobre-expresan Bcl-2 tienen incrementado los 

niveles de expresión de las enzimas antioxidantes, así como un aumento en la 

concentración de GSH (Lee at al., 2001). Diferentes líneas de investigación sugieren que 

el efecto de Bcl-2 sobre la expresión o actividad de las enzimas antioxidantes son tipo 

celular específico. Por ejemplo, Bcl-2 incrementa la actividad de la CAT en la línea celular 

de feocromocitoma de rata PC12 pero no en la línea celular hipotalámica GT1-7. La 

actividad de la GPx y la GR en las líneas anteriores que sobre-expresan Bcl-2 fue similar 

respecto a las células control transfectadas (Ellerby et al., 1996). Por otra parte, astrocitos 

que sobre-expresan Bcl-2 presentan incremento en la actividad de SOD y GPx, pero la 

línea celular de linfoma hematopoyético murino FL5-12 no presentó algún cambio en la 

actividad de ninguna enzima antioxidante cuando fue transfectada con Bcl-2 

(Papadopoulos et al., 1998). Células de teratocarcinoma NT-2/D1 y de neuroblastoma SK-

N-MC transfectadas con Bcl-2 muestran un incremento en la actividad de SOD Cu/Zn, 

pero no en las enzimas SOD Mn, GPx y GR (Lee et al.,  2001b). Por otra parte, ratones 

Knockout (KO) para Bcl-2 presentan patologías asociadas con defectos en las enzimas 

antioxidantes (Hochman et al., 1998). También se ha reportado que la sobre-expresión de 

Bcl-2 mimetiza el efecto de sobre-expresar SOD en modelos experimentales in vitro o in 

vivo (Merad-Saidoune et al., 1999) y sorprendentemente el fenotipo de ratones KO para la 

SOD es similar al fenotipo de los ratones KO para Bcl-2 (Huang et al., 1997). Los 

resultados anteriores sugieren distintas funciones de Bcl-2 en la regulación del estado 

redox celular en respuesta al estrés oxidativo. 

 

1.7.2 Bcl-2 EN EL MANTENIMIENTO DE LOS NIVELES DE GSH 

Se ha observado que células que sobre-expresan Bcl-2 tienen incrementados los niveles 

de GSH y además cuando se disminuye la expresión de Bcl-2 también disminuyen los 

niveles de GSH (Ellerby et al., 1996; Voehringer 1999). Por lo tanto, Bcl-2 podría bloquear 

los mecanismos de apoptosis a través de la modulación del metabolismo del GSH ya que 

se ha reportado que la disminución de los niveles de GSH intracelular están relacionados 

con el inicio de la apoptosis. Cuando las líneas celulares PC12 y GT1-7 fueron 
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transfectadas con Bcl-2, sus niveles totales de GSH se elevaron sin encontrarse 

alteraciones significativas en las actividades de las enzimas GPx y GR, indicando que la 

sobre-expresión de Bcl-2 establece un estado redox celular altamente reducido (Ellerby et 

al., 1996). Además, Bcl-2 puede alterar la compartamentalización del GSH ya que con 

lleva a una relocalización del GSH desde el citosol al núcleo, este desplazamiento podría 

cambiar el potencial redox nuclear, induciendo un ambiente altamente reductor 

(Voehringer et al., 1998). El GSH nuclear podría participar como un regulador 

transcripcional de NF-kB, AP-1 y p53 debido a la alteración en el estado redox nuclear 

(Toledano et al., 1994). Los cambios transcripcionales fueron observados en células con 

diferentes niveles de expresión de Bcl-2 los cuales fueron determinados por 

microarreglos, lo cual sugiere que el GSH actúa mediante un mecanismo dependiente de 

Bcl-2 en donde regula la transcripción por alterar el ambiente redox celular (Voehringer et 

al., 2000; Ellerby et al., 1996, Rahman y MacNee, 2000). 

 

 

1.7.3 MECANISMOS DE EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Bcl-2 EN RESPUESTA AL 

ESTRÉS OXIDATIVO 

La regulación de la expresión de la proteína Bcl-2 en respuesta al estrés oxidativo vía del 

factor de transcripción NF-κB ha sido demostrada en cultivos de la línea celular del 

feocromocitoma (PC12), transfectada para sobre-expresar bcl-2 y resistir la muerte celular 

por apoptosis inducida con H2O2. Por otra parte, se ha visto que los niveles de expresión 

de la proteína Bcl-2 no sólo se ven alterados por moléculas involucradas directamente con 

el estado de estrés oxidativo. Entre las moléculas inductoras más importantes se puede 

mencionar a TNF-α, la que participa en una vía de transducción de señales en la que se 

involucra la expresión de Bcl-2 y la respuesta antioxidante. TNF-α se une a su receptor 

membranal cambiando su estructura promoviendo su asociación con la proteína TRADD, 

que por su parte, se asocia con TRAF-2 de dos maneras. La primera está relacionada con 

la activación del factor de transcripción AP-1 y el aumento en la expresión de genes 

involucrados en la respuesta antioxidante debidas al estado de estrés oxidativo, que 

activa la vía JNK. En la segunda forma, también conocida como la vía clásica o canónica 

de NF-κB, TRAF-2 estimula a la cinasa del factor nuclear κB (NIK), que a se vez fosforila 

a la cinasa que actúa sobre IκB (IKK), que por su parte, fosforila a IκB, el inhibidor de NF-

κB. Una vez fosforilado el inhibidor, este es ubiquitinado y degradado por el proteosoma; 

dejando en libertad a NF-κB que migra al núcleo y activa la expresión de genes 

involucrados en la supervivencia celular entre los que destaca Bcl-2 (Hadad, 2004). 
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La expresión de la Bcl-2 es muy diversa en diferentes tipos de tejidos y sus niveles 

dependen del estado de diferenciación, de esta manera se ha observado que en células 

comprometidas a un linaje celular específico o totalmente diferenciadas, los niveles de 

expresión de Bcl-2 son altos, por el contrario en aquellos tipos celulares poco 

comprometidos y que tienen una taza elevada de duplicación los niveles de la expresión 

de Bcl-2 son bajos (Crescenzi et al., 2003; Adams y Cory 2007). Nuestro grupo de trabajo 

demostró que la concentración de Bcl-2 determinada en homogeneizados de pulmón, 

hígado, riñon y bazo de ratón, aumenta gradualmente en forma directamente proporcional 

con la edad del organismo, desde recién nacidos y hasta 24 meses de edad (López-

Araiza et al., 2006). Sin embargo, si se obtienen cultivos primarios de fibroblastos de 

pulmón provenientes de ratones jóvenes y viejos, y se les cultiva hasta llegar a la 

senescencia in vitro, el contenido de Bcl-2 no aumenta, por lo que es probable que sea 

necesario otro estímulo ausente del cultivo para que aumente la expresión de esta 

proteína (Konigsberg et al., 2006). 

 
1.7.4 OTROS MECANISMOS DE REGULACIÓN DE Bcl-2 

La proteína Bcl-2 es susceptible a ser fosforilada por varias cinasas, como por ejemplo la 

cinasa regulada por señales extracelulares (extracellular signal-regulated kinase, 

ERK1/2). El sitio de fosforilación es una tirosina en la región BH3 y al parecer la 

fosforilación es una señal para que Bcl-2 sea degradada vía el proteosoma (Pérez-Galán 

et al., 2008). Por otro lado, se ha sugerido que existe una relación entre los niveles de 

Ca+2 y la presencia de Bcl-2 en la membrana del RE y de la mitocondria. Se sabe que Bcl-

2 es dirigida a estas membranas gracias a la participación de la chaperona FKBP38 

(proteína de unión 38 a FK506). FKBP38 es una proteína multimérica que pertenece a 

una familia de peptidil-prolil cis/trans isomerasas (PPIasas). Estas enzimas son proteínas 

que participan durante el proceso de plegamiento, biogénesis, ensamble y transporte 

intracelular de otras proteínas. Además catalizan la isomerización cis/trans de las prolinas, 

lo cual confiere actividad biológica a la conformación nativa de algunas proteínas . Las 

proteínas FKBP comparten características estructurales como es el dominio N-terminal 

con actividad de PPIasa, seguido de la repetición de tres tetratricopéptidos (TPR) y un 

motivo de unión a calmodulina (CaM).  Asimismo, cuenta con un sitio de anclaje a la 

membrana en el C-terminal. Por lo que se le ha co-localizado con Bcl-2 en las membranas 

externas de la mitocondria y la de RE (Edlich et al., 2005). Ahora se sabe que para que 

FKBP38 se active, se requiere de la presencia de Ca+2 y CaM para que se forme un 

complejo Ca+2/CaM/FKBP38, el cual cambia su conformación y es capaz de unirse a Bcl-
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2. Se ha propuesto que el complejo Ca+2/CaM/FKBP38, no solo transporte a Bcl-2 a la 

mitocondria y RE, sino que le permita anclarse en las membranas junto a Bcl-2 e 

interactuar con dicha proteína. Esto cambiaría la conformación de Bcl-2 y favorecería su 

unión con Bad permitiendo el inicio de la apoptosis. Se ha reportado que al aumentar los 

niveles de Ca+2 se favorece el complejo antes mencionado y se induce la apoptosis, así 

mismo, al inhibir la liberación del Ca+2 de sus reservorios celulares con el agente inhibidor 

conocido como GPI1046 o empleando RNAi contra FKBP38 se previene la apoptosis 

mediada por Bcl-2 (Edlich et al., 2007; Hinds et al., 2003). 

 

 

2. JUSTIFICACIÓN 

 

Desde que los organismos incorporaron al oxigeno dentro de su metabolismo, se han 

visto obligados a desarrollar diferentes estrategias que les han permitido adaptarse al 

efecto de generar ERO. Estás moléculas altamente reactivas, que pueden generar daños 

a las biomoléculas, han sido relacionadas con diferentes procesos fisiológicos como el 

cáncer, las enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento entre otros. Sin 

embargo, no solo se les ha relacionado en procesos dañinos, también se ha descrito que 

son necesarias para que se lleven a cabo diferentes procesos benéficos para los 

organismos, como lo son los procesos de diferenciación y transducción de señales.  

Para que se lleven a cabo ambos procesos, es necesario que existan modulaciones en el 

estado redox, es decir que haya un estado oxidante que pudiera o no llagar a ser de 

estrés oxidativo potencialmente capaz de generar daño oxidativo. 

Las respuestas celulares que se han descrito en respuesta al estrés oxidativo son muy 

variadas y dependen del nivel de estrés que se haya generado. Entre las respuestas 

celulares más descritas se encuentra el incremento en la expresión de enzimas 

antioxidantes, la reparación del daño a las biomoléculas y la expresión de proteínas 

involucradas en la muerte o sobrevivencia celular. Resulta interesante estudiar la 

interrelación que existe entre las diferentes respuestas celulares que se presentan en 

respuesta al estrés oxidativo o cambios en el estado redox, ya que parece existir una 

correlación entre ellas. Por otra parte, la respuesta celular es dependiente de la intensidad 

del estímulo y de alguna manera las células pueden responder drásticamente al inducir la 

muerte celular ante un daño severo o dar respuestas del índole adaptativo para 

contrarrestar eventos más intensos de estrés oxidativo y que pudieran ser letales para el 

organismo, a esta respuesta adaptativa se le conoce como hormésis.  
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La necesidad de conocer la respuesta celular a diferentes intensidades de estímulos 

oxidativos, nos han llevado a proponer modelos horméticos, que colaborarán en la 

comprensión de las relaciones entre las diferentes respuestas celulares dicho estrés.  

Algunas de las relaciones más importantes ha estudiar, son aquellas que se presentan 

entre las proteínas encargadas de la respuesta antioxidante y las proteínas que participan 

en la sobrevivencia celular. Entre las muchas relaciones que pueden ser analizadas, 

resulta interesante estudiar la que se presenta entre los factores de transcripción que 

responden a la modificación del estado redox celular, como es el caso de Nrf2 y NF-κB, 

que además, participan en la regulación de la expresión de las enzimas antioxidantes. 

Adicionalmente NF-κB también regula la expresión de proteínas que participan en la 

regulación de la muerte celular como es el caso de la proteína Bcl-2, que además de ser 

una proteína antiapoptótica que también ha sido relacionada con funciones antioxidantes. 

 

Los resultados adquiridos en la respuesta celular antioxidante en modelos horméticos, 

serán de gran utilidad, ya que además de ayudar a entender las interacciones que se 

presentan en las respuestas adaptativas, es posible que se puedan aplicar en diferentes 

modelos de patologías y fenómenos asociadas al estrés oxidativo, como lo son los 

modelos de isquemia-reperfusión, enfermedades neurodegenerativas y envejecimiento. 

Adicionalmente, se podrían establecer las condiciones necesarias para tratar de 

responder preguntas asociadas a la resistencia que presentan algunas líneas celulares 

cancerígenas a los tratamientos de quimioterapia.   
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3. OBJETIVO 

 

Determinar los mecanismos que regulan la expresión de la proteína Bcl-2 en respuesta al 

estrés oxidativo y determinar su participación en la respuesta antioxidante en la línea 

celular de fibroblastos de pulmón de ratón L-929.  

 

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Establecer un modelo de sobrevivencia debido a la expresión endógena de Bcl-2 

como respuesta al estrés oxidativo. 

 

 Determinar el daño al DNA ante diferentes retos de estrés oxidativo. 

 

 Determinar si la sobre-expresión endógena de Bcl-2  en respuesta a diferentes 

retos oxidativos tiene efecto sobre el estado Redox celular 

 

 Determinar la expresión de Bcl-2/BAX ante diferentes retos de estrés oxidativo. 

 

 Determinar el efecto protector de Bcl-2 en un modelo de sobre-expresión endógena 

de Bcl-2. 

 

 Determinar la respuesta antioxidante en el modelo de sobre-expresión endógena 

de Bcl-2. 

 
 Determinar la expresión de enzimas antioxidantes en el modelo de sobre-expresión 

endógena de Bcl-2. 

 

 Determinar la activación de Nrf2 ante diferentes retos de estrés oxidativo. 

 

 Determinar la activación de NF-κB en el modelo de sobre-expresión endógena de 

Bcl-2 en respuesta al estrés oxidativo. 

 

 Determinar el mecanismo que regula la expresión de Bcl-2 en la vía transduccional 

de NF-κB. 
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4. HIPÓTESIS 

 
Debido a que Bcl-2 es una proteína de sobrevivencia celular relacionada con la respuesta 

antioxidante, se espera que al modificar el estado Redox celular mediante un reto 

oxidativo se incrementen los niveles de expresión de Bcl-2 y que esto conlleve a contribuir 

o sostener el mecanismo protector durante la respuesta hormética. 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 CULTIVO CELULAR 

La línea celular L929 de fibroblastos de pulmón de ratón, fue cultivada a 37°C con una 

atmosfera de 95% de aire y 5% CO2. Las células se cultivaron en Medio Esencial Mínimo 

(MEM GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA) suplementado con 5% de suero fetal bovino 

(FBS; GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA), 5% de suero de ternera (GIBCO-BRL, 

Gaithersburg, MD, USA), 100 U/mL penicilina y 100 g/mL estreptomicina (GIBCO-BRL, 

Gaithersburg, MD). El medio fue remplazado cada dos o tres días y las células fueron 

tripzinizadas cuando llegaron a confluencia. Todos los experimentos se realizaron en 

condiciones de subconfluencia.  

 

5.2 MODELO DE HORMESIS 

Se sembraron células L-929 a una densidad de 3X105 en cajas de 24 pozos (Corning, 

Acton MA, USA). Después de 12 h se les administró el tratamiento con diferentes 

concentraciones de H2O2 por 24 h y posteriormente se evaluó la viabilidad celular por 

medio de la técnica de exclusión del colorante azul tripano. Posteriormente se eligieron 2 

concentraciones de los tratamientos con H2O2, las cuales deberían de ser opuestas en 

cuanto a su efecto sobre la viabilidad celular. De esta manera se eligieron a los 

tratamientos con 50 y 200 μM de H2O2 y se expuso a la línea celular L-929 a diferentes 

intervalos de tiempo (0, 3, 6, 9, 15 h). 

Una vez evaluada la viabilidad celular, se eligió el tiempo de exposición al H2O2 en el cual 

el tratamiento con 200 μM de H2O2 mostrara 50% de viabilidad celular y el tratamiento con 

50 μM de H2O2 en donde no se encontrara una diferencia estadísticamente significativa 

con respecto al control sin tratamiento.  
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Una vez establecido que el tiempo de exposición al H202 era de 9 h, se trató a 3X105 

células L-929 por ese tiempo y posteriormente se administraron dosis letales de H2O2 

(200,300 y 400 μM) durante 3 h y posteriormente se evaluó la viabilidad celular. 

 

5.3 SOBRE-EXPRESIÓN ENDÓGENA DE Bcl-2  

Para determinar sí la expresión de Bcl-2 fue inducida en respuesta a los retos oxidativos, 

las células fueron tratadas con las dos concentraciones de H2O2 elegidas, a diferentes 

períodos de exposición. Las células L-929  fueron sembradas a una densidad de  5X106  

células en cajas de petri de 100mmX20mm (Corning, Acton MA, USA). Después de 12 h 

las células fueron incubadas con 50 M H2O2 disuelto en el medio de cultivo durante 0, 3, 

6, 9 y 12 h a 37 C y 5% CO2;  Después de los tratamientos con H2O2, se aislaron el RNA 

y las proteínas totales para determinar la expresión de Bcl-2 y Bax.  

 

5.4 AISLAMIENTO DE RNA, TRANSCRIPCIÓN REVERSA Y PCR 

El RNA total fue extraído de las células tratadas con 1 mL del reactivo de TrizolR 

(Invitrogen, Carlsbad, CA USA) de acuerdo al protocolo descrito por Chomczynski (1993). 

La integridad del RNA fue confirmada por electroforesis en geles de agarosa 1.2 %. El 

RNA mensajero de cada muestra fue convertido a cDNA, utilizando el sistema de pre-

amplificación Superscript TM (Invitrogen, Carlsbad, CA USA) de acuerdo a las 

instrucciones del productor.  

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada con los siguientes primers: 

bcl-2 (250 pb): 5´-CGG CTT TGC AGA GAT GTC CA-3´ (forward) y  5’- ATG CCG GTT 

CAG GTA CTC AG5’ -3’ (reverse), bax (230 pb):  5’-GAA CAG ATC ATG AAG ACA GG-

3’’(forward)  y 5’-GCA AAG TAG AAG AGG GCA AC-3’ (reverse);el gen de ciclofiilina fue 

utilizado como control de normalización (450pb) y se utilizaron los siguientes primers 5’-

CCC CAG CGT GTT CTT CGA CAT-3   (forward) y 5’-GCT GGT CTT GCC ATT CCT 

GGA 3’ (reverse). La Reacción fue completada con 5 µL de amortiguador PCR, 1.5 µL 

de/MgCl2 50 mM, 1 µL dNTP´s master mix 10 mM, 0.3 µL del primer cyclophilin 20 mM, 1 

µL del primer Bcl-2 o Bax 20 mM, 1 U GoTaq polimerasa (Promega, Madison WI, USA), 5 

µL del producto de retrotranscripción y 34.6 µL de agua ultrapura para PCR.  

Las reacciones de amplificación de PCR fueron realizadas de acurdo a las siguientes 

condiciones: 94 °C durante 5 min (Temperatura inicial de desnaturalización), temperaturas 

de amplificación: desnaturalización 94 °C durante 30 s, alineamiento 57 °C durante 30 s, y 

elongación 72 °C durante 30 s, se repitió la secuencia de temperaturas de amplificación 

durante 35 ciclos, finalmente se aplicó una última temperatura de elongación de 72 °C 
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durante 3 min. Los productos de PCR fueron separados por medio de una electroforesis 

en un gel de agarosa al 1.2 %, para visualizar los productos de PCR a cada muestra se le 

adicionó 1 μL de bromuro de etidio con una concentración de 1 mg/mL. La expresión del 

mRNA fue cuantificada usando un analizador de imágenes Kodak IMAGEN GEL DOC, 

con un  software Kodak 3.1, y se utilizó el mRNA de ciclofilina como gen de normalización 

signal. Los datos fueron expresados en unidades arbitrarias (A.U.). 

 

5.5 ANALISIS DE WESTERN BLOT  

La expresión de las proteínas Bcl-2, Bax, GST, γGCS, αIκB,  en la línea celular L929 fue 

determinada por medio de la técnica de Western blot. Las células tratadas fueron 

despegadas con tripsina y resuspendidas en el amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCl pH 

8.0, 120 mM NaCl, 0.5% NP40, 100 mM NaF, 0.2 mM NaVO3, 1 g/mL aprotinina, 1 mM 

PMSF, 1 g/mL leupeptina). Los homogenados celulares fueron incubados a 4 C durante 

10 min y posteriormente centrifugados a 14000 rpm a 4C durante 20 min. La 

concentración de proteínas fue determinada en el sobrenadante utilizando el reactivo 

comercial de Bradford (BioRad, Hercules CA, USA) (Bradford, 1976). Los lisados 

celulares fueron separados en un gel SDS-PAGE al 12 % y transferido a una membrana 

de PVDF (BioRad, Hercules CA, USA). Las Membranas fueron bloqueadas con TBS-

Tween 0.1 %, 5 % leche libre de grasa durante 1 h, y posteriormente se incubó con un 

anticuerpo monoclonal -Bcl-2 o -Bax (Neomarker, Fremont CA, USA) durante 2 h. Las 

membranas fueron lavadas tres veces con TBS-Tween e incubadas con un anticuerpo 

secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce, Rockford IL, USA) durante 1 h. 

Después se lavó la membrana tres veces, los blots fueron revelados utilizando un reactivo 

quimioluminiscente comercial (Supersignal® Pierce, Rockford IL, USA).  

 

5.6 INHIBIDOR Bcl-2  

Para determinar sí el efecto citoprotector fue inducido por el tratamiento con el H2O2 o por 

la expresión de Bcl-2, utilizamos un pre-tratamiento con la molécula HA14-1  (Etil -  [2 – 

amino – 6 – bromo – 4 - ( 1 – ciano – 2 – etoxi – 2 – oxoetil )] - 4H –cromen -3-carboxilato) 

(Calbiochem) (Wang, J.L. 2000) un inhibidor que interactúa con el dominio BH3 

impidiendo la función antiapoptótica de Bcl-2. El inhibidor HA14-1 es una molécula que se 

disuelve en solventes orgánicos como el dimetil sulfóxido (DMSO) que puede ser tóxico 

para las células, por lo que se realizaron curvas de viabilidad con diferentes 

concentraciones de DMSO y con ello se determinó la concentración en la que se debería 
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de disolver el inhibidor HA14-1 que no fuera nociva. La concertación de HA14 empleada 

fue de 10 M en 0.2% DMSO, el inhibidor fue adicionado al medio de cultivo y las células 

fueron pre-tratadas durante 4 h y posteriormente se adicionó el H2O2 50μM durante 9 h, y 

después se aplicaron tratamientos con dosis letales de H2O2  durante 3 h mas para 

posteriormente evaluar la viabilidad celular.  

 

5.7 DETERMINACIÓN DEL ESTADO REDOX GSH/GSSG 

La concentración de GSH y GSSG fue determinada por medio de HPLC usando la técnica 

descrita por Fariss y Reed (1987) con algunas modificaciones. Las células tratadas fueron 

recolectadas con 1 mL de ácido perclórico (Sigma) al 10 %, y el pellet sonicado durante 

45 s, posteriormente se centrifugó a 5000 xg durante 5 min a 4 °C. Del sobrenadante se 

tomaron 250 μL y se le adicionaron 50 μL de ácido iodoacético (Sigma) 100 mM en 0.2 

mM de purpura de m-cresol (Sigma). Este mismo procedimiento se realizó para los 

estándares de GSH y GSSG. Para neutralizar el pH ácido se adicionaron 240 μL de una 

mezcla de KOH/KHCO3 y se incubaron durante 1 h en la obscuridad, posteriormente se 

adicionó 1 mL de 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno  (Sigma) al 1% en etanol al 100% grado 

HPLC. Los N-Dinitrofenoles derivatizados fueron inyectados en un sistema cromatográfico 

(Controlador Waters 600 acoplado a un detector VIS-UV 486 Waters), y separados en una 

columna 3-aminopropil de (5 μm; 4.6 mm X 20 cm; Custom LC, Houston, TX). La fase 

móvil fue eluida a un flujo de 1 mL/min en un gradiente con las siguientes condiciones 8 

min con un flujo de 80 % de la fase móvil A (Metanol al 80 %) y 20 % de la fase móvil B ( 

Acetato de sodio 4 M) y posteriormente se aplicó el gradiente de 25 min en forma lineal 

hasta llegar a 1 % de A y 99 % de B. Los N-dinitrofenoles derivatizados fueron detectados 

a una longitud de onda de 365 nm. 

 

5.8 EXTRACCIÓN DE DNA E HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA 

 
El DNA se aisló utilizando el método caotrópico de NaI (Wang et al., 1994), y modificado 

por Matos y colaboradores (2001). Después de los tratamientos 1X106 células fueron 

colectadas y resuspendidas en 1 mL de solución de lisis (0.32 M sacarosa, 5 mM EDTA, 

1% (v/v) Triton X-100, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, 0.1 mM desferroxamina, pH 7.5). Los 

homogenados celulares se centrifugaron a 1500 xg durante 10 min, se recuperaron los 

pellets y se resuspendieron en 0.6 mL de una solución 10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 10 % 

SDS y 0.15 mM desferroxamina a pH 8.0, después se adicionaron 30 L de RNasa A (10 

mg/mL) y 20 L de RNasa T1 (1000 U/mL). Ambas enzimas fueron previamente diluidas 
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en una solución que contenía 10 mM Tris-HCl, 1 mM de EDTA y 2.5 mM de 

desferroxamina  a pH 7.4). La mezcla de reacción fue incubada durante 1 h a 37C. 

Posteriormente se adicionaron 30 L de proteinasa K (20 mg/mL)  y se volvió a incubar 1 

h a 37 C. Después se centrifugó a 5000 xg durante 15 min a  4C, la fase liquida fue 

colectada y se adicionó 1 mL de una solución 7.6 M NaI, 40 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA-

Na2, 0.3 mM desferroxamina a pH 8.0, junto con 2 mL de isopropanol grado biología 

molecular (Sigma), el contenido del tubo fue mezclada por inversión y refrigerado a –20°C 

durante toda la noche. Al día siguiente se centrifugó a 9000 xg durante 15 min a 4°C y el 

precipitado formado fue lavado con 1 mL de isopropanol al 60% (v/v) , posteriormente se 

realizó un segundo lavado con 1 mL de etanol (Sigma) al 70% (v/v) y después se 

centrifugó a 9000 xg durante 15 min, el pellet de DNA fue disuelto en 150 L de 

desferroxamina 0.1 mM.  

La concentración de DNA fue determinada espectrofotométricamente a 260 nm y su 

pureza fue determinada de acuerdo al cociente A260/A280.  El cociente de pureza de las 

muestras fue 1.75.  

Para cada inyección se utilizaron 100 g de DNA los cuales fueron diluidos en un volumen 

total de 100L con una solución que contenía 4 L de acetato de sodio 1M y 5 unidades 

de nucleasa P1; la solución fue incubada a 37C durante 30 min. Después se le 

adicionaron 150 L de una solución 1M de Tris-HCl (pH 7.4) y 3 unidades de fosfatasa 

alcalina de E. coli y se incubó a 37C durante 1 h. Las muestras fueron centrifugadas y la 

fase acuosa fue analizada por HPLC. 

 

5.9 CUANTIFICACIÓN DE 8-oxo-dGuo POR  HPLC  

El DNA digerido (100 g) fue inyectado en un sistema cromatográfico, el cual estaba 

compuesto de un controlador  Waters 600, un detector VIS/UV 486 Waters y un detector 

electroquímico INTRO (Antec Leyden, Leiden, The Netherlands). La separación de los 

nucleósidos se realizó en una columna supelcosil LC-18 de 250 x 4.6 mm con un tamaño 

de partícula de 5 m (Supelco, Bellefonte, PA) en una cromatografía de fase reversa. La 

fase móvil (50 mM de fosfato monobásico de potasio a pH 5.5 y metanol al 8%) fue eluída 

isocráticamente a un flujo de 1 mL/min. Los nucleósidos fueron detectados 

espectrofotométricamente con en el detector Waters VIS/UV una longitud de onda de 254 

nm y posteriormente la detección del aducto 8-oxo-desoxiguanosina (8-oxo-dGuo) fue 
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realizada a 290 mV en el detector EC.  

 

5.10 SILENCIAMIENTO POR MEDIO DE siRNA DE Bcl-2 

La línea celular L-929 se cultivó en cajas 33 mm de diámetro a un 30% de confluencia y 

24 h antes se le cambió el medio de cultivo por medio OPTI-MEM (Invitrogen, Carlsbad, 

CA USA), libre de suero y antibiótico (1mL por pozo). Pasado ese tiempo, las células 

fueron transfectadas con 100 pmol de siRNA para Bcl-2 (Santa Cruz, Biotechnology sc-

29215) utilizando el reactivo de lipofectamina TM RNAiMAX (13778-075), de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 24 h de la 

transfección se verificó la expresión de Bcl-2 mediante un análisis de Western Blot como 

fue descrito anteriormente. 

 

5.11 INMUNOLOCALIZACIÓN DE Nrf2 POR MICROSCOPIA CONFOCAL 

Se sembraron 5X104 células de la línea L-929 en portaobjetos de borosilicato. Después 

de 24 h se les administraron los tratamientos. Las células se lavaron 2 veces con PBS y 

posteriormente se fijaron con paraformaldehído al 4 % durante 30 min. Se lavaron 2 veces 

con PBS y se bloquearon durante 1 h con solución de bloqueo (2 % albumina sérica 

bovina, 1 % de leche descremada y 1 % de Triton X100 en PBS). Posteriormente se 

incubó 1 h con el anticuerpo primario anti-Nrf2  con una dilución 1:50 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA), se lavo 3 veces con PBS-tween al 2 % y después se 

incubó durante 1 h con el anticuerpo secundario  acoplado a FITC anti-conejo con una 

dilución 1:200, finalmente se tiñó con Yoduro de propidio (10 ng/mL) durante 15 min para 

observar el DNA e identificar los núcleos, las células fueron montadas con medio de 

montaje especial para fluorescencia (Dako Cytomation, Glostrup Denmark). Las imágenes 

fueron capturadas con un microscopio confocal LSM-META-Zeiss Axioplan. 

 

5.12 ANÁLISIS DE DATOS 

Los datos se reportaron como la media de al menos tres experimentos independientes por 

triplicado  la Desviación Estándar. Se les aplicó una prueba de ANOVA seguida de una 

prueba de comparaciones múltiples de Tuckey-Kramer con un nivel de probabilidad de 

0.05 como criterio mínimo de significancia.  
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6. RESULTADOS 
 

6.1 INDUCCIÓN DE UN MODELO DE HORMÉSIS EN RESPUESTA AL ESTRÉS 
OXIDATIVO 

 

Para poder evaluar la respuesta hormética ante la exposición de un reto moderado de 

estrés oxidativo inducido con H2O2, se determinaron los límites de sobrevivencia de la 

línea celular L-929 frente a dicho reto. El primer paso fue incubar a la línea L-929 con 

diferentes concentraciones de H2O2 durante 24 h y evaluar la viabilidad celular. Como se 

puede observar en la figura 1A, se presentó una viabilidad del 42 % después del 

tratamiento con 50 µM de H2O2, mientras que la viabilidad observada después del 

tratamiento con 200 µM  fue del 15%.  En el siguiente experimento se evaluó la viabilidad 

celular de la línea L-929 a tiempos más cortos de exposición; en la figura 1B se observan 

los resultados obtenidos. Es importante destacar que las células tratadas con 50 µM de 

H2O2 durante 9 h presentaron el 100 % de viabilidad, mientras que las expuestas a 200 

µM solo mostraron una viabilidad del 48 %. Para valorar el modelo de respuesta 

hormética, se evaluaron algunos parámetros fisiológicos que permitieran establecer una 

respuesta adaptativa frente a la inducción del estado oxidativo, por tal motivo se evaluó el 

estado redox celular determinando el cociente de concentración entre el GSH y el GSSG 

(GSH/GSSG). Como se puede observar en la figura 1C, el tratamiento con 50 µM de H2O2 

no mostró diferencias estadísticamente significativas, mientras que el tratamiento con 200 

µM ocasionó que disminuyera 32 % el cociente GSH/GSSG (p ≤ 0.05). Otro parámetro 

fisiológico importante de analizar durante la exposición al reto oxidativo, fue el daño al 

DNA. Esto se realizó por medio de la cuantificación del aducto 8-oxo-desoxiguanosina (8-

oxo-dG). Como puede observarse en la figura 1D, el tratamiento con 50 µM de H2O2 no 

indujo daño al DNA, mientras que el tratamiento con 200 µM incrementó 65% los niveles 

de 8-oxodG (p≤0.05). Estos últimos resultados concuerdan con la viabilidad observada en 

la figura 1B y por ello se decidió emplear la concentración de 50 µM de H2O2 durante 9 h, 

como un modelo de condición hormética oxidativa, la cual en lo sucesivo se le llamará 

OCH. También se usó la concentración de 200 µM de H2O2 durante el mismo tiempo, 

como un modelo de comparación al que se denominará condición no hormética, NO-H. 
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Para determinar la protección adquirida por la respuesta hormética, se evaluó la viabilidad 

celular después de someter a la línea L-929 a la condición OCH y la NO-H durante 9 h, 

posteriormente las mismas células se trataron con concentraciones de 200, 300 y 400 µM 

de H2O2 durante 3 h (el diseño experimental se muestra en la parte superior de la figura 

2).  

Al evaluar la viabilidad celular después de los acondicionamientos OCH y NO-H, se 

observó que las células OCH presentaron una viabilidad del 80 % para el tratamiento con 

200 µM de H2O2 y 68 % para el tratamiento con 300 y 400 µM, estos resultados 

presentaron diferencias estadísticamente significativas (p≤0.001) con respecto a las 

células control no acondicionadas (NT). Las células de la condición NO-H mostraron una 

viabilidad de 10 al 15 % y fueron estadísticamente diferentes con respecto al tratamiento 

OCH (p≤0.0001), como se puede observar en la figura 2. 
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6.2  LA EXPRESIÓN DE Bcl-2 SE INCREMENTA EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO 
OCH. 
 

Para determinar sí la expresión de Bcl-2 se incrementa en respuesta a retos oxidativos 

moderados, las células fueron tratadas con 50 µM de H2O2 durante diferentes períodos de 

tiempo y posteriormente se determinó la expresión de dicha proteína. 

La máxima expresión del mRNA para Bcl-2 se observó a las 9 h (figura 3A), coincidiendo 

con la respuesta hormética. Así mismo se trató a las células con dosis más altas de H2O2 

(100,150 y 200 µM) y se observó que en esas concentraciones, los niveles de expresión 

del mRNA no presentaron diferencias con respecto al control, sugiriendo que las células 

sólo incrementan la expresión de Bcl-2 en respuesta a ligeros cambios en el estado 

oxidativo (figura 3B). Para determinar si los cambios en la expresión de Bcl-2 formaban 

parte de una respuesta de sobrevivencia, se determinó la expresión del mRNA de la 

proteína pro-apoptótica Bax en las mismas condiciones antes mencionadas (NT, 50, 100, 

150 y 200 µM, 9 h). Los resultados indicaron que solo el tratamiento con 200 µM de H2O2 

indujó el incremento en la expresión del mRNA de Bax de una manera estadísticamente 

significativa (figura 3B). Para correlacionar la expresión de los mRNA y lols niveles de 
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expresión de la proteína Bcl-2 y Bax, se determinó la expresión de ambas proteínas por 

medio de Western Blot, después de los tratamientos OCH y NO-H. En la figura 3C se 

puede observar que Bcl-2 incrementó su expresión con respecto al control durante el 

OCH, mientras que no presentó cambios en el NO-H. Por él contrario, el tratamiento OCH 

no modificó la expresión de Bax, mientras que el NO-H si incremento la expresión de Bax 

con respecto al control. Estos cambios fueron estadísticamente significativos (p≤0.05) en 

función de los análisis densitométricos (Figura 3C); estos mismos valores fueron utilizados 

para determinar el índice Bcl-2/Bax, el cual fue 1.120 ± 0.038 para el tratamiento OCH y 

0.798 ± 0.056 para el tratamiento NO-H.  Un índice Bcl-2/Bax ≥ 1 sugiere sobrevivencia 

celular mientras que un valor menor de 1 sugiere muerte celular.  
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6.3 PARTICIPACIÓN DE Bcl-2 EN LA RESPUESTA OCH 

 

Para tratar de establecer cual es la participación de Bcl-2 en la respuesta hormética, se 

utilizaron dos estrategias. La primera fue el silenciamiento de la expresión de Bcl-2 con 

siRNA y la segunda fue utilizando la molécula HA14-1, la cual puede inhibir fuertemente la 

actividad de Bcl-2, ya que impide la interacción entre Bcl-2 y Bax, así como, Bcl-2 y Bim.  

La imagen del Western Blot insertado en la figura 4 muestra que 100 y 150 pmol de siRNA 

fueron necesarios para inhibir casi en la totalidad la expresión de la proteína Bcl-2, por lo 

que para el siguiente experimento se decidió utilizar 100 pmol para silenciar a Bcl-2 en el 

tratamiento OCH.  

 

Para el experimento con el inhibidor, se prosiguió con el siguiente diseño experimental: las 

células L-929 fueron pre-tratadas durante 4 h con el inhibidor de Bcl-2, HA14-1, después 

se acondicionaron de manera OCH y finalmente se trataron con una dosis letal de 300 µM 

de H2O2 por 3 h adicionales.  

 

Para el experimento de silenciamiento, se esperaron 24 h después de la transfección del 

siRNA de Bcl-2, y las células fueron tratadas exáctamente con las mismas condiciones 

que las células inhibidas con HA14-1, excepto con el pre-tratamiento con HA14-1. Los 

resultados observados en la figura 4 muestran que el efecto protector observado del OCH 

se abatió cuando Bcl-2 fue inhibido con HA14-1 (barra Negra p<0.0001) y de igual 

manera, aunque en menor magnitud, cuando Bcl-2 se silenció con siRNA (barra rayada 

p<0.0001); demostrando la importancia de Bcl-2 durante la respuesta hormética.  

 

Un dato relevante es que el solo tratamiento con HA14-1 disminuye la viabilidad celular  

24% confirmando la participación de Bcl-2 en la homeostasis celular. Debido a que no hay 

diferencias significativas entre la inhibición con HA14-1 y la inhibición con siRNA, los 

siguientes experimentos fueron hechos solo con HA14-1. 
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6.4 Bcl-2 INDUCE LA TRANSLOCACIÓN NUCLEAR DE Nrf-2 COMO PARTE DE LA 

RESPUESTA HORMÉTICA. 

 

Durante la hormesis, la respuesta adaptativa generalmente se avoca a modificar las 

condiciones del sistema biológico, incrementando la resistencia de dicho sistema a 

agresiones de mayor intensidad que las que originaron la respuesta inicial. Los 

mecanismos que principalmente tienden a aumentar son los de reparación y/o defensa.  

Nrf2 es un factor de transcripción que responde a los cambios en el estado redox celular y 

que induce la expresión de enzimas antioxidantes y de proteínas de fase II de 

destoxificación. Es por ello que la translocación nuclear de Nrf2 fue evaluada durante los 

primeros 120 min después del tratamiento de pre-acondicionamiento con H2O2, como una 

primera respuesta al tratamiento oxidativo (figura 5A) y posteriormente a tiempos largos 

durante la respuesta OCH (7.5 – 10 h), como la respuesta que pudiera asociarse al 

incremento encontrado de Bcl-2 (figura 5B).  

En la figura 5A se observa que la translocación nuclear después del pre-

acondicionamiento inicial con H2O2 fue muy rápida, ya que se presentó entre los primeros 
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25 y 30 min. Posteriormente se observa que disminuye la translocación, también de 

manera rápida. Sugiriendo que Nrf2 podría migrar al núcleo como parte de la respuesta 

primaria al cambio en los niveles de ERO, pero que posiblemente abandona rápidamente 

el núcleo, o bien es degradado en poco tiempo.  

Para verificar que la translocación de Nrf2 está asociada con el incremento de Bcl-2, las 

células de la línea L-929 fueron pre-tratadas con el inhibidor de Bcl-2 antes del 

tratamiento OCH. Los resultados en la figura 5 muestran que cuando las células son pre-

tratadas con HA14-1, la translocación de Nrf2 es abrogada. Los tratamientos con PDGF 

(30 ng/mL por 1 h) y H2O2 (0.3 mM durante 30 min) fueron utilizados como control positivo 

de la translocación nuclear de Nrf2. 
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Este resultado fue confirmado con experimentos de inmunolocalización sub-celular en 

donde se observó la presencia del factor Nrf2 en el núcleo a los 30 min posteriores al 

tratamiento OCH (línea 2, Figura 6); y su salida del núcleo a las 2h (línea 3, Figura 6). 

Para determinar si el incremento de Bcl-2 era capaz de activar a Nrf2 en una segunda 

ocasión, se evaluó la translocación de Nrf2 al núcleo durante el intervalo de tiempo de 7.5 

a 10 h con el tratamiento OCH.  Como se observa en la figura 5B, la máxima 

translocación nuclear de  Nrf2 se encontró a las 8.5 h, lo cual correlaciona con el máximo 

incremento observado para Bcl-2 a las 9 h.  

Las inmunolocalizaciones sub-celulares también mostraron la presencia de Nrf-2 en el  

núcleo a las 8.5 h (línea 4, Figura 6), mientras que a las 10 h se encuentra en el 

citoplasma (línea 5, Figura 6).  

 

Finalmente, para confirmar que cuando Nrf2 se encuentra en el núcleo, este puede unirse 

a su secuencia consenso de DNA, se realizaron ensayos de retardo de la movilidad 

electroforética (EMSA) en un intervalo de tiempo de 1 a 10 h. En la figura 7A se observa 

que a 1 hora Nrf2 se une al DNA, correlacionando con el tiempo de la primera 

translocación que se presenta en respuesta al tratamiento oxidativo, y que esta disminuye 

con el tiempo; Nrf2 se une nuevamente al DNA a las 8.5 horas posteriores al tratamiento 

OCH, está segunda translocación es la que ha sido asociada al incremento de Bcl-2 y la 

cual fue abrogada cuando se utilizó el inhibidor HA14-1. A las 10 horas se observó Nrf2 no 

se une al DNA. La figura 7B muestra el super-retardo corroborando que Nrf2 fue la 

proteína que estábamos ensayando. Los resultados presentados hasta ahora indican que 

Nrf2  es activada dos veces durante la respuesta al tratamiento con OCH. La primera es 

en respuesta al cambio en el estado Redox durante el tratamiento con H2O2, y la 

segunda es probablemente asociada al incremento de Bcl-2, como parte de la respuesta 

sostenida de sobrevivencia inducida por Bcl-2. 
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6.5 EL INCREMENTO DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES  GST Y  γGCS ES 

SOSTENIDO DURANTE UN INTERVALO LARGO DE TIEMPO DURANTE LA 

RESPUESTA OCH, PROBABLEMENTE POR LA PARTICIPACIÓN DE BCL-2 

 
Las proteínas GST y γGCS fueron evaluadas como parte de la respuesta antioxidante 

activado por el factor de transcripción Nrf2 a través de su elemento de respuesta 

antioxidante (ARE). Ambas enzimas incrementaron significativamente su expresión 

(p≤0.05) a partir de las 3 horas posteriores al tratamiento OCH y continuaron su 

incremento hasta las 9 horas (figura 8A y B). Los niveles de expresión de las proteínas 

GST y γGCS fueron determinados a largos intervalos de tiempo después del tratamiento 

OCH (Figura 8C y D). Los niveles de GST se mantienen elevados a las 15 horas e 

incrementan sus niveles después de la re-exposición con las concentraciones letales de 

H2O2, mientras que la expresión de la proteína γGCS no presentó un incremento 

después de la re-exposición, ya que el sistema no requiere síntesis de novo de GSH. Las 

células pre-tratadas con HA14-1 y que posteriormente se les trató con la concentración 

OCH, disminuyeron los niveles de expresión de GST y γGCS como se puede observar en 
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las figuras 8C y 8D, sin embargo, se sugiere que Bcl-2 es necesaria para la expresión de 

estas enzimas. El incremento encontrado en GST y γGCS durante el tratamiento con OCH 

correlaciona con la contribución del sistema antioxidante del GSH como parte de la 

respuesta antioxidante y sugiere que la expresión de estas enzimas podría ser parte de la 

respuesta hormética mediada por Nrf2. 
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6.6 LA SOBRE-EXPRESIÓN DE BCL-2 INDUCE LA PRODUCCIÓN DE ERO A BAJOS 
NIVELES Y AMORTIGUA EL ESTRÉS  OXIDATIVO. 
 

Para tratar de tener entender la participación de Bcl-2 en la respuesta hormética mediada 

por la activación de Nrf2, se determinó la producción de ERO por medio de citometría de 

flujo a las 8.5 y 10 h después del tratamiento OCH. Como se muestra en la figura 9, los 

tratamientos a las 8.5 y 10 h no presentaron diferencias estadísticamente significativas. 

De manera interesante, cuando la línea L-929 fue pre-tratada con el inhibidor HA14-1, 

después del tratamiento con OCH, los niveles de ERO se incrementaron, apoyando la 

idea de que Bcl-2 pudiera ser un modulador del estado redox celular (barra negra en la 

figura 9). 
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6.7 NF-κB INCREMENTA LA EXPRESIÓN DE Bcl-2 

 

El factor de transcripción NF-κB es reconocido por responder a las modificaciones en el 

estado redox celular. Asimismo se ha reportado que puede incrementar la expresión de 

Bcl-2, ya que en el promotor del gen bcl-2 se encuentran dos elementos de respuesta a 

κB. Por eso se evaluó la participación de este factor de transcripción en el incremento de 

la expresión de Bcl-2 en presencia del péptido SN-50 el cual inhibe al factor de 

transcripción NF-κB.  

Se realizaron Western Blots de la proteína de Bcl-2 después de tratamientos OCH, NO-H 

y OCH pre-tratada con el inhibidor SN-50. Como se puede observar en la figura 10A, la 

expresión de Bcl-2 se incrementó durante OCH y se abatió en el tratamiento NO-H y el 

pre-tratado con el inhibidor SN-50, este resultado sugiere una importante participación de 

NF-κB en la regulación de la expresión de Bcl-2. Para corroborar que NF-κB participa en 

respuesta al estrés oxidativo inducido por el tratamiento OCH, se evaluó la activación del 

NF-κB por medio del ensayo EMSA y se encontró un incremento gradual de la activación 

con respecto al tiempo de exposición al tratamiento OCH, observándose un máximo de 

activación a los 180 min (Figura 10B).  

 

Para tratar de entender el mecanismo de activación de NF-κB, se evaluaron distintas 

cinasas transductoras que se sabe que participan en procesos relacionados con la 

sobrevivencia celular y la respuesta antioxidante. En particular se evaluaron PI3K, Akt y 

PKC, junto con sus diferentes inhibidores específicos: Wortmanina para inhibir a PI3K, Akt 

II para Akt y Queleritrina para PKC. Posteriormente se les trato con OCH únicamente 

durante 1 hora. En la figura 10C se muestra que tanto la Wortmanina como el Akt II 

inhiben la activación de NF-κB con respecto al tratamiento OCH, con un nivel de 

significancia de p≤0.05, mientras que la Queleritrina abroga la activación de NF-κB con un 

nivel de significancia de p≤0.0001. 

Los resultados anteriores fueron corroborados por medio de un Western Blot donde se 

evaluó la expresión de α-IκB inhibidor biológico de NF-κB. Por lo que estos resultados 

sugieren la participación de estas cinasas en la regulación de la expresión de la proteína 

Bcl-2 en respuesta a un tratamiento hormético con H2O2. 
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7. DISCUSIÓN 

 
El oxigeno es el principal productor de ERO, por lo que los organismos que tienen un 

metabolismo aeróbico han tendido que aprender a adaptarse y lidiar con estas especies. 

Así, la capacidad de respuesta a las ERO en particular y al estrés oxidativo en general, 

varía entre especies y es diferente en cada uno de los tejidos y órganos. Es claro que la 

mayoría de los mecanismos son comunes en la generalidad de las especies, pero cada 

tejido  puede presentar respuestas antioxidantes particulares ante los diferentes agentes 

inductores de estrés oxidativo (Halliwell  y Gutteridge, 1999; Limón-Pacheco y Gonsebatt 

2009). Las respuestas que se pueden presentar están condicionadas a la intensidad y al 

tiempo de duración del estímulo. Las respuestas pueden ser  adaptativas, por ejemplo, la 

modulación de los mecanismos de biotransformación e inducción de los mecanismos 

antioxidantes; o bien respuestas que activan a las vías transduccionales que inducen la 

muerte celular. Sin embargo, la producción de bajos niveles de ERO que no inducen 

estrés oxidativo ya que no matan a las células, sino que solo modulan el estado redox 

hacia un estado más oxidante,  pueden servir como señales de activación de los 

mecanismos de reparación, adaptación, sobre-vivencia y transformación (Forman et al., 

2004).  

 

En este trabajo se evaluó la respuesta celular ante diferentes retos de estrés oxidativo con 

H2O2 en la línea celular L-929. Se encontró que el tratamiento con una concentración de 

50 μM de H2O2 durante 9 h, produce un estado de pre-acondicionamiento que le permite a 

las células  sobre-vivir ante dosis letales de H2O2 (200,300 y 400 μM). Este mecanismo 

corresponde a lo esperado como una respuesta hormética, por lo que se le denominó 

respuesta hormética oxidante (OCH). Los parámetros fisiológicos evaluados a las 9 h 

posteriores al tratamiento con 50 μM de H2O2 , como el daño al DNA y el estado redox 

celular sugieren que ante este reto, la célula es capaz de montar una respuesta 

antioxidante eficiente. Este resultado nos llevó a buscar y tratar de entender cual sería el 

mecanismo que estaría activando la respuesta hormética, y cuáles serían las proteínas 

participantes en este proceso. Entre este grupo de  proteínas deberían encontrarse 

algunas que estuvieran asociadas a proporcionar sobrevivencia celular y que de alguna 

manera también participaran en la respuesta antioxidante. Una de las proteínas que 

cumplía con dichas características fue la proteína Bcl-2, puesto que tiene una importante 

participación en la regulación de la muerte celular y se ha asociado a protección 
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antioxidante. 

La proteína Bcl-2 que tiene un peso de 26 kDa y se encuentra localizada en la envoltura 

nuclear, en el retículo endoplásmico y en la membrana externa mitocondrial. Se ha 

observado que Bcl-2 prolonga la sobrevivencia celular bloqueando la muerte celular 

inducida por una gran cantidad de estímulos y tratamientos entre los que se encuentran 

los agentes quimioterapéuticos, la radiación ionizante, el H2O2, la deprivación de factores 

de crecimiento y las neurotoxinas entre otras.( Kim et al., 2001; Zhong et al., 1993 ).  

Debido a que Bcl-2 se localiza en la mitocondria y este es uno de los sitios de mayor 

producción de radicales libres, se ha propuesto que puede tener una función antioxidante 

por disminuir la cantidad de ERO. El mecanismo exacto es aún controvertido. Se ha 

propuesto que pudiera ser un atrapador de radicales libres o bien ser un modular de su 

generación o liberación (Amstad et al., 2001; Bogdanov et al., 1999).  

Cuando se evaluaron los niveles de expresión de Bcl-2 en este trabajo, se encontró un 

aumento en la sobreexpresión de la proteína en el tratamiento OCH, que al 

correlacionarla con su contraparte Bax se encontraba en mayor proporción (mayor 

cantidad de Bcl-2 que de Bax). Lo anterior sugiere que Bcl-2 en este modelo se encuentra 

bloqueando la función de muerte inducida por Bax. Uno de los hallazgos más importantes 

del trabajo, fue el demostrar la participación de Bcl-2 en el proceso hormético, ya que al 

inhibir su función con  siRNA  y con el inhibidor HA14-1,  se perdió el efecto protector 

obtenido con el pre-acondicionamiento con 50 μM de H2O2.  

Así mismo, las condiciones adaptativas observadas durante el tratamiento OCH se 

asocian a niveles elevados de expresión de las enzimas involucradas en la respuesta 

antioxidante, principalmente a las involucradas en el metabolismo o ciclo del GSH, como 

lo son las enzimas γGCS y la GST. Lo que apoya la idea de que después de la 

adaptación, la célula es capaz de responder de una manera eficiente al reto oxidativo 

cuando se aumenta el insulto a dosis letales de H2O2.  

 

Sin embargo, persisten las preguntas: ¿Cómo podría Bcl-2 participar en la activación de la 

respuesta antioxidante?, ¿Cuál es su participación durante la respuesta hormética?.  

En este trabajo demostramos que los niveles de máxima expresión de las enzimas 

antioxidantes estudiadas se presentan a partir de las 3 h posteriores al tratamiento con 50 

μM de H2O2 y que su sobreexpresión se mantiene constante hasta las 9 h. Ahora bien, la 

primera fase en el aumento en la expresión de las enzimas antioxidantes (la de 3 h) se 

puede explicar por una activación de algunos factores de transcripción involucrados en la 

respuesta antioxidante como lo son NF-κB y Nrf2, ya que ambos tienen elementos de 
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respuesta en los promotores de las enzimas antioxidantes γGCS y GST y que además se 

sabe que estos factores de transcripción se activan ante la modulación del estado redox 

celular (Yang et al., 2001; Mulcahany y Gipp., 1995), en este caso el primer estímulo 

oxidativo sería el H2O2 empleado para generar las condiciones OCH. La segunda fase (la 

expresión después de las 9 h), se caracteriza por sostener los niveles máximos de 

expresión de estás enzimas a tiempos largos. A este respecto, aquí se demostró que Nrf2 

juega un papel fundamental en sostener los niveles de expresión de γGCS y GST a 

tiempos largos; ya que  la segunda translocación de Nrf2 al núcleo está correlacionada 

con el aumento en la expresión de Bcl-2, como parte de la respuesta hormética.  

 

La hipótesis que propone a la proteína Bcl-2 como un participante durante la respuesta 

OCH fue basada en la idea original de Hockenbery (Hockenbery, et al. 1993) quién sugirió 

que Bcl-2 incrementa la capacidad redox celular y además protege a las células contra la 

muerte inducida por oxidantes. La hipótesis anterior es soportada por los resultados 

encontrados por algunos investigadores que demostraron que la sobreexpresión de Bcl-2 

protege a las células contra el daño oxidativo (Steinman, 1995; Meredith et al., 1998; Vairo 

et al., 2000; Lee et al., 2001; Kowaltowski et al., 2004; López-Diazguerrero et al., 2006; 

Seyfried et al., 2006; Zimmermann et al., 2007), a través del incremento de los 

mecanismos antioxidantes particularmente el sistema del GSH, como ha sido observado 

por nuestro grupo y otros (Meredith et al., 1998; Zimmermann, et al., 2007;). Esto ha 

sugerido que Bcl-2 sea capaz de modular la liberación de ERO mitocondrial a través de 

un mecanismo que todavía es desconocido (Steinman, 1995; Seyfried, et al., 2006). Está 

hipótesis ha generado un gran interés para estudiar el posible mecanismo de interacción 

entre Bcl-2 y Nrf2 en el cual se proponga una posible vía de sobrevivencia. No obstante, a 

la fecha y hasta donde se ha revisado, no existen otros reportes donde relacionen la 

relación de Bcl-2 con Nrf2. 

 

Lo que si es muy interesante, es que existen una gran cantidad de estudios donde se ha 

observado la inducción de la expresión de Bcl-2 para mantener la sobrevivencia celular. 

Por lo que un aumento en los niveles de Bcl-2 también ha sido encontrado en otras 

respuestas horméticas, como las inducidas con condiciones farmacológicas en células 

madre mesenquimales de rata derivadas de la médula ósea,  las cuales fueron tratadas 

con trimetazidina y después expuestas a condiciones letales oxidativas (Wisel et al., 

2009); este mismo efecto se observó en células PC-12 pre-tratadas con H2O2 en donde se 

indujo un respuesta contra la apoptosis (Tang et al., 2005). Bcl-2 también se incrementó 
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como parte del efecto neuroprotector de la cicloheximida (Furukawa et al., 1997). Todos 

estos reportes apoyan la idea de que Bcl-2 sea una proteína que incrementa su expresión 

como respuesta de supervivencia frente a retos moderados de distintos tóxicos y que 

favorece las vías de protección. 

 

Para tratar de entender si el incremento de Bcl-2 está relacionado con el aumento de la 

respuesta antioxidante que se presenta en la respuesta hormética en este modelo en  

particular, las células que lograron adaptarse al ambiente oxidativo y que presentaron la 

respuesta hormética de sobrevivencia al ser tratadas con dosis letales oxidativas, fueron 

pre-tratadas con HA14-1 o silenciadas con siRNA para Bcl-2, en ambas situaciones se 

observó que el efecto hormético protector fue abrogado, soportando la idea de que Bcl-2 

participa en la respuesta de sobrevivencia. Estos resultados también soportan el hecho de 

que HA14-1 es un apropiado inhibidor de Bcl-2 como ha sido descrito previamente 

(Zimmermann et al., 2005; Kweon et al., 2006; Oliver et al., 2007).  

Nuestros resultados indican que Nrf2 se transloca al interior del núcleo en los primeros 

minutos posteriores al tratamiento OCH y después a las 8.5 h.  

La primera activación de Nrf2, a la primera hora, podría darse en respuesta al tratamiento 

con 50µM de H2O2 para inducir la OCH. Como Bcl-2 se incrementó en respuesta a este 

mismo tratamiento de manera máxima entre 8 y 9 h, se evaluó una segunda la 

translocación al núcleo de Nrf2 en el intervalo de tiempo comprendido entre las 7.5 y 10 h 

posteriores al tratamiento OCH. De manera interesante, se encontré que en este período, 

la máxima translocación de Nrf2 se presentaba a las 8.5 h posteriores al tratamiento OCH, 

correlacionando muy estrechamente con la máxima expresión de Bcl-2 a las 9 h. Estos 

resultados sugieren que el incremento en la expresión de Bcl-2 podría modificar el estado 

redox celular para tratar de inducir o mantener respuesta antioxidante a través de una 

segunda activación de Nrf2. Cuando las células L-929 fueron pre-tratadas con HA14-1, 

esta segunda translocación nuclear de Nrf2 fue también abrogada. 

 

El hecho de que nuestros resultados no presentan cambios significativos en el estado 

redox celular (GSH/GSSG) o en los niveles de ERO (Citometría con H2DCF), sugieren 

que la activación de Nrf2 se asocia más a un cambio sutil en el balance redox que a un 

estado más definido de estrés oxidativo, por lo cual no fue detectado por determinaciones 

analíticas realizadas. Aunado a la activación de Nrf2 a través de las variaciones en el 

estado redox, se ha reportado que la activación de Nrf2 también puede ser modulada por 

modificaciones post-traduccionales como las fosforilaciones en los aminoácidos treonina o 
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serina por diferentes cinasas como la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), la protein cinasa c 

(PKC), la cinasa del amino terminal de c-Jun (JNK) o la cinasa reguladora de señales 

extracelulares (ERK). La fosforilación por estas enzimas aparentemente facilita la 

disociación de Nrf2 de su inhibidor Keap-1, promoviendo la translocación nuclear de Nrf2 

y su actividad transcripcional (Itoh et al.,  2004; Levy et al., 2009). No obstante, el 

incremento de ERO que encontramos cuando Bcl-2 fue inhibida con HA14-1 (Figura 9) 

sugiere un papel amortiguador del daño oxidativo dependiente de Bcl-2.  

Ahora bien, si de verdad Bcl-2 es capaz de sostener la respuesta hormética por activar al 

factor de transcripción Nrf2, este efecto debería ser reflejado en el contenido enzimático 

celular. Nuestros resultados muestran que esto si se cumple en el caso de la proteína 

GST, que mantiene sus altos niveles de expresión a 15 h de exposición al tratamiento con 

OCH. El incremento de esta proteína fue mayor  cuando se trató a las células con un 

mayor reto oxidativo y su expresión fue abrogada cuando fueron tratadas con el inhibidor  

HA14-1, apoyando la idea de que Bcl-2 podría ayudar a mantener la respuesta hormética. 

Nuestros datos están de acuerdo con la hipótesis de que la sobre-expresión de Bcl-2 

puede inducir protección contra la depleción de GSH (Celli et al., 1998; Howard  et al., 

2009). 

En resumen, las bajas dosis de ERO incrementan la expresión de la proteína Bcl-2 

probablemente como parte de la respuesta de sobrevivencia. El aumento de Bcl-2 al 

parecer es capaz de modular el estado redox celular activando la vía Nrf2, y de esta 

manera contribuye a sostener la respuesta hormética.  
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No obstante, este podría no ser el único mecanismo por el cual la sobreexpresión 

fisiológica de la proteína Bcl-2 contribuya al incremento del GSH y a la sobrevivencia 

celular. Se ha observado que Bcl-2 interactúa directamente con el GSH a través del 

dominio BH3 regulando los niveles de GSH mitocondrial (Zimmermann et al., 2007). El 

GSH mitocondrial se ha revelado como una molécula esencial para las funciones 

celulares y la sobrevivencia, que de no estar presente induce la muerte por apoptosis  

(García-Ruiz y Fernández-Checa, 2006).  

Por otro lado, para explicar el aumento en los niveles de expresión de la proteína Bcl-2 en 

los fibroblastos de pulmón de ratón de la línea L-929, se ha considerado que puede ser 

producto de la activación del factor de transcripción NF-κB, el cual tiene un elemento de 

respuesta en el promotor P2 del gen bcl-2 y que además se sabe que responde ante 

cambios en el estado redox celular  (Catz y Johnson, 2001; Rahman, 2000). En este 

trabajo se comprobó que existe un activación de NF-κB desde los 30 min posteriores al 

tratamiento OCH y que presenta una activación máxima a los 180 min. Esto se 

correlaciona con el aumento en la expresión de Bcl-2. También se encontró que la vía 

transduccional para  la activación de NF-κB es mediante la activación de cinasas 

sensibles a la modificación del estado redox celular como lo son Akt y PKC, ya que al 

utilizar inhibidores contra estas cinasas transductoras de señales como lo son Akt II (Akt) 

y Queleritrina (PKC) se disminuyó la activación del factor de transcripción NF-κB. 
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Finalmente, nuestros datos aportan información acerca de un mecanismo que relaciona a 

la proteína Bcl-2 y al factor de transcripción Nrf2 como parte de la respuesta de 

sobrevivencia celular frente a retos oxidativos moderados durante un tratamiento OCH. 

Esto es importante debido al hecho de que el incremento en la expresión de Bcl-2 y la 

activación sostenida de Nrf2 han sido relacionadas con la inmortalización y la 

tumorogénesis celular (Giménez-Bonafé et al., 2009; Kensler y Wakabayashi,  2010). Se 

ha reportado que numerosos agentes quimioterapéuticos anticancerígenos generan ERO 

como parte de su mecanismo de toxicidad, esto es importante para ser considerado, ya 

que las células tratadas con estos agentes podrían responder ante este reto oxidativo 

incrementando la expresión de Bcl-2 y la activación de Nrf2 promoviendo los mecanismos 

de adaptación o resistencia, e induciendo la sobrevivencia de las células oncogénicas y 

su proliferación.  

Esta observación tiene un valor como herramienta clínica, ya que un aumento en la 
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respuesta hormética antioxidante involucraría a Bcl-2 y Nrf2 como un efecto colateral de 

estos agentes, lo que necesariamente llevaría al diseño de mecanismos que disminuyeran 

la función de estas proteínas involucradas en la respuesta hormética. 

Todo lo anterior indica que nuestros resultados contribuyen al entendimiento de los 

mecanismos de la  respuesta hormética; los estudios realizados sobre este fenómeno y 

los resultados que se han obtenido podrían utilizarse para diseñar herramientas 

terapéuticas, sobre todo en donde se involucren cambios en el estado redox celular como 

los que se han descrito en procesos como la isquemia-reperfusión, el cáncer y el 

envejecimiento. 
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8. CONCLUSIONES 
 

 
 Los tratamientos con dosis subletales de H2O2 pueden inducir una respuesta 

hormética en la línea celular L-929. 

 

 La respuesta hormética inducida con H2O2 le confiere protección a la línea celular 

L-929 contra retos oxidativos letales. 

 

  La respuesta hormética al tratamiento con H2O2 induce el incremento en la 

expresión de la proteína de supervivencia Bcl-2 y el incremento en la expresión de 

enzimas antioxidantes como GST y γGCS mediada por el factor de transcripción 

Nrf2. 

 

 La proteína Bcl-2 participa en la activación del factor de transcripción Nrf2 

posiblemente como parte de la respuesta hormética. 

 

 Bcl-2 es una proteína esencial en la respuesta hormética ante el estrés oxidativo 

inducido con dosis moderadas de H2O2 en la línea celular L-929. 

 

  El incremento en la expresión de Bcl-2 en la respuesta hormética inducida por 

H2O2 en la línea celular L-929 es regulado por el factor de transcripción NF-κB. 

 

  Las cinasas transductoras PI3K, Akt y PKC participan en la activación del factor 

de transcripción NF-κB en respuesta al tratamiento hormético inducido con H2O2. 
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9. PERSPECTIVAS 
 
 
 

 Determinar la participación de la proteína Bcl-2 en la regulación del estado redox 

celular. 

 

 Determinar la interacción de Bcl-2 con la molécula de GSH. 

 

 Determinar la localización sub-celular de Bcl-2 en respuesta al estrés oxidativo. 

 

 Determinar la participación de la proteína FKBP-38 en la localización sub-celular 

de Bcl-2 en respuesta al estrés oxidativo. 

 

  Determinar la vía de transducción de señales que regulan la expresión de Bcl-2 

en la respuesta hormética. 

 

 Determinar la vía de transducción de señales que regulan la activación de Nrf2 en 

la respuesta hormética. 

 

 Determinar la duración del efecto protector de la respuesta hormética. 

 

 Establecer modelos in vivo de la respuesta hormética. 
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