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RESUMEN

Las 1,4-dihidropiridinas (DHPs) usadas en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, son antagonistas de canales de calcio y
ademas son agentes antioxidantes. Estos farmacos, son metabolizados a
traves del sistema oxidativo del citocromo Pa4so localizado principalmente en el
reticulo endoplasmico hepatico. Muchos farmacos lipofilicos generan estrés
oxidativo al ser metabolizados por este sistema celular. Por lo tanto, las
propiedades antioxidantes de las DHPs, podrian prevenir el estrés oxidativo
asociado con la biotransformacién hepéatica de farmacos.

En este trabajo, se probé la capacidad antioxidante de varias
nitro-fenil-DHPs sintéticas. Estos compuestos (I al [V) inhibieron Ila
lipoperoxidacién microsOmica, la activacion oxidativa de la UDPGT vy la
oxidacion de los tioles microsémicos; todos estos fenébmenos inducidos por el
sistema generador de radicales libres del oxigeno, Fe3*/ascorbato. Asimismo,
estos compuestos inhibieron el consumo de oxigeno inducido por el sistema
Cu?*/ascorbato en ausencia de microsomas. Ademas, el compuesto Il (2,6 —
dimetil - 3,5 — dialcoxicarbonil — etil — 4 - (p - nitrofenil) - 1,4 — dihidropiridina) y
el compuesto V (2,6 — dimetil - 3,5 — dialcoxicarbonil — metil — 4 - (p - nitrofenil)
— N — etil - 1,4 - dihidropiridina) inhibieron la lipoperoxidacion microsémica
inducida por Nitrofurantoina y naftaleno en presencia de NADPH. El estrés
oxidativo inducido sobre el reticulo endoplasmico, puede alterar la
biotransformacion de farmacos, modificando asi, sus concentraciones

plasmaticas y sus efectos terapéuticos. Asi la administracion de farmacos

vii



antioxidantes, como las DHPs, en forma conjunta con farmacos que son
activados por biotransformacién podria prevenir el estrés oxidativo inducido in

Situ.
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NITROARYL-1,4-DIHYDROPYRIDINES AS ANTIOXIDANTS AGAINST
RAT LIVER MICROSOMES OXIDATION INDUCED BY IRON/ASCORBATE,
NITROFURANTOIN AND NAPHTHALENE

SUMMARY

1,4-Dihydropyridine (DHP) used in the treatment of cardiovascular
diseases, are calcium channel antagonists and also antioxidant agents. These
drugs are metabolized through cytochrome P450 oxidative system, majority
localized in the hepatic endoplasmic reticulum. Several lipophilic drugs
generate oxidative stress to be metabolized by this cellular system. Thus, DHP
antioxidant properties could prevent the oxidative stress associated with
hepatic biotransformation of drugs.

In this work, the antioxidant capacity of several synthetic
nitro-phenyl-DHPs was tested. These compounds (I-1V) inhibited the
microsomal lipid peroxidation, UDPGT oxidative activation and microsomal
thiols oxidation, all phenomena induced by Fe3‘/ascorbate, a generator
system of oxygen free radicals. As the same manner, these compounds
inhibited the oxygen consumption induced by Cu?*/ascorbate in the absence
of microsomes. Furthermore, compound Il (2,6 - dimethyl - 4 - (4 - nitrophenyl)
- 1,4 - dihydropyridin - 3,5 - ethyl - dicarboxylate) and compound V (N - ethyl -
2,6 - dimethyl - 4 - (4 - nitrophenyl) - 1,4 - dihydropyridin - 3,5 - methyl -
dicarboxylate) inhibited the microsomal lipid peroxidation induced by
Nitrofurantoin and naphthalene in the presence of NADPH. Oxidative stress

induced on endoplasmic reticulum may alter the biotransformation of drugs, so,



modifying their plasmatic concentrations and therapeutic effects. Therefore,
oxidative stress by biotransformation may be prevented when drugs which are

activated are administered together with antioxidant drugs, such as DHPs.



|. INTRODUCCION

Las nitrofenil-1-4-dihidropiridinas (DHPSs), farmacos antagonistas de los
canales de calcio, son ampliamente utilizadas en enfermedades
cardiovasculares, tales como isquemia-reperfusion, enfermedad inflamatoria
vascular, ateroesclerosis y traumas del sistema nervioso central. Por otra
parte, estos farmacos han mostrado efectos protectores antioxidantes sobre
diferentes sistemas biolégicos: membranas cardiacas y hepaticas, cortes de
cerebro, lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Janero y Burghardt 1988;
Engineer y Shridar 1989; Usberti y cols., 1991; Diaz-Araya y cols., 1998;
Napoli y cols., 1999; Sevanian y cols., 2000; Letelier y cols., 2004). Mas aun,
Nifedipino [4-(2-nitrofenil)-2,6-dimetil-3,5-dimetoxicarbonil-1,4-dihidropiridina],
farmaco comercial, demostr6 tener una potencia antioxidante
considerablemente menor que su derivado nitroso (2,6 - dimetil - 4 - (2 -
nitrosofenil) - 3,5 - piridindicarboxil - dimetil ester), actividad medida por la
inhibicion de la peroxidacion de liposomas de fosfatidil-colina (Ondrias y cols.,
1989; Misik y cols., 1991). Los autores postularon que un radical nitroxido
estable formado por union covalente a la membrana lipidica durante la
modificacion oxidativa de los liposomas, podria explicar la capacidad
antioxidante observada de las DHPs. Por otra parte, se ha observado que las
DHPs N-etil- sustituidas muestran baja reactividad hacia radicales
alquil-peroxilos y el radical catibnico ABTS (2,2° - azinobis - (3 -
etilbencentiazolina - 6 - sulfato de amonio) comparado con TROLOX (acido 6
— hidroxi - 2, 5, 7, 8 — tetrametilcroman — 2 - carboxilico) o Nisoldipino
(Lopez-Alarcon y cols., 2003). En todos los casos, el derivado piridinico
respectivo fue detectado como el producto principal de la reaccién. Usando
deuterio, los autores probaron que el H-1 del anillo dihidropiridinico estaba
involucrado en el mecanismo antioxidante propuesto. Si un antioxidante se
comporta como atrapador de radicales libres, seria ventajoso que a partir de
los productos de esta reaccion se reciclara el compuesto inicial antioxidante,
como por ejemplo el reciclaje de GSSG y GSH que ocurre a través de
reductores enddgenos. Aunque los autores proponen que la dihidropiridina

podria actuar como donador de hidrégeno, el derivado piridinico, producto



final de esta reaccién, es estable y no presenta actividad antioxidante.

Las DHPs, farmacos lipofilicos, sufren metabolismo oxidativo de primer
paso a través del sistema oxidativo citocromo Passo, el cual esta localizado
mayoritariamente en el reticulo endopldsmico hepatico (Drocourt y cols.,
2001). A través de esta via metabdlica, muchos farmacos generan estrés
oxidativo. Por ejemplo, Nitrofurantoina, un antibiotico utilizado en infecciones
del tracto urinario, sufre nitro-reduccion generando un radical nitroanién (NO2")
intermediario; esta reaccion es catalizada por reductasas, entre ellas, la
citocromo Passo reductasa, enzima que forma parte del sistema oxidativo
citocromo Paso. ElI NO2- posteriormente sufre reciclaje redox con O2
generando radicales libres del oxigeno. Asi, la incubacién de microsomas
hepéticos (preparacion enriquecida en reticulo endoplasmico) con
Nitrofurantoina en presencia de NADPH, provoca lipoperoxidacion (Letelier y
cols., 2004). Por otra parte, la UDP-glucuroniltransferasa (UDPGT) sufre
activacion oxidativa por las especies reactivas de oxigeno (ROS), fenémeno
que es totalmente prevenido y revertido por agentes reductores, entre ellos,
glutation (GSH) y ditiotreitol (DTT) (Letelier y cols., 2005). Esta enzima
también esta localizada en el reticulo endoplasmico hepatico y cataliza la
conjugacion de metabolitos hidroxilados producidos a través del sistema del
citocromo Pass0. Cabe sefialar que cambios en las actividades de las enzimas
de biotransformacién, pueden afectar las concentraciones plasmaticas de
farmacos, alterando sus efectos farmacologicos.

Existen diferentes xenobidticos que al ser metabolizados a través de los
sistemas biotransformantes de farmacos, inducen estrés oxidativo, como por
ejemplo los contaminantes ambientales, entre ellos, los hidrocarburos
aromaticos, compuestos de reconocida toxicidad. Asi, el naftaleno es oxidado
a través del sistema del citocromo Passo a un intermediario epoxido; este
compuesto reacciona con sitios nucleofilicos de proteinas y DNA, pero puede
también formar un conjugado con GSH, reaccion catalizada por la
GSH-transferasa que corresponde a la mayor ruta de desactivacion y
excrecion; también puede ser isomerizado produciendo naftol o puede ser

convertido a dihidrodiol por la epéxido hidrolasa, metabolito que es oxidado a



naftoquinona. @ Todas las  posibilidades @ mencionadas  ocurren
competitivamente y la naturaleza de los metabolitos observados es funcion de
esta competencia (Quick y Shuler, 1999). Asi, diversos sustratos que se
metabolizan a través del sistema oxidativo citocromo Psso pueden inducir
estrés oxidativo a través de esta via metabdlica (Zheng y cols., 1997).

Es necesario hacer notar que la lipofilicidad de las DHPs, caracteristica
principal de los sustratos del sistema citocromo P4so, también juega un rol en
sus propiedades antagonistas de los canales de calcio (Stengel y cols., 1998).
Asi, la estructura, como también las propiedades fisicas de las DHPs pueden
influenciar su concentracion en la matriz de la membrana, desarrollando asi
sus propiedades como antagonistas de calcio y como antioxidantes en forma
diferencial.

Estos antecedentes muestran que el reticulo endoplasmico hepatico
puede ser un blanco importante, donde las DHPs podrian ejercer sus
propiedades antioxidantes. En este trabajo, se evalué la capacidad
antioxidante de diversas DHPs sintéticas en microsomas hepéticos de rata,
preparacion membranosa enriquecida en reticulo endoplasmico. Como
agente oxidante, se utilizaron Fe3*/ascorbato y Cu?*/ascorbato, ambos
sistemas generadores de radicales libres del oxigeno via las reacciones de
Haber Weiss y/o Fenton (Haliwell y Gutteridge, 1990; Neuzil y cols., 1993;
Satoh y cols., 1993). La capacidad antioxidante de las DHPs sintéticas se
determind a través de la inhibicién de la oxidacién de los lipidos microsémicos,
la oxidacion del contenido de tioles microsémicos y la activaciéon de la UDPGT,
todos estos fenémenos oxidativos inducidos por el sistema Fe3*/ascorbato.
Asimismo, se prob6 la capacidad antioxidante de las DHPs, frente a la
produccion de radicales libres generados por la biotransformacion de
Nitrofurantoina y naftaleno. Por otra parte, se evalud la capacidad de las
DHPs en estudio de inhibir el consumo de oxigeno inducido por el sistema
Cu?*/ascorbato, como una forma de determinar su capacidad atrapadora de

radicales libres del oxigeno.



HIPOTESIS

Las nitro-aril-DHPs sintéticas evaluadas en este trabajo, se comportan
como compuestos antioxidantes.

Por lo tanto, las DHPs deberian inhibir la lipoperoxidacién microsémica,
la oxidacion de los tioles microsémicos y la activacion oxidativa de la UDPGT,
todos estros fenémenos inducidos por el sistema Fe3*/ascorbato. Por otra
parte, estos compuestos deberian inhibir el estrés oxidativo inducido por la
biotransformacién de Nitrofurantoina y naftaleno, e inhibir el consumo de

oxigeno inducido por Cu?*/ascorbato.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante de diferentes nitro-aril-DHPs sintéticas.

2. Objetivos especificos

2.1. Determinar la capacidad de las nitroaril-DHPs sintéticas de inhibir la

lipoperoxidaciéon microsémica inducida por el sistema Fe3*/ascorbato.

2.2. Determinar la capacidad de las nitroaril-DHPs de inhibir la disminucién

de los tioles microsémicos, fendmeno inducido por Fe3*/ascorbato.

2.3. Estudiar la capacidad de las nitroaril-DHPs de inhibir la activacion de la

UDPGT microsémica inducida por el sistema Fe3*/ascorbato.

2.4. Determinar la capacidad antioxidante de las nitroaril-DHPs sobre la
lipoperoxidacion microsomica inducida por la biotransformacion de

Nitrofurantoina y Naftaleno.

2.5. Determinar el efecto de las DHPs sobre la disminucién del contenido de

tioles totales de la membrana microsémica inducida por Nitrofurantoina.

2.6. Evaluar la capacidad de las nitroaril-DHPs de inhibir el consumo de

oxigeno inducido por el sistema Cu?*/ascorbato.



Il. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES
1. Reactivos

La albumina de bovino fraccion 1V, el &cido UDP-glucurénico (UDPGA),
el p-nitrofenol (PNP), el acido-5-tio-2-nitrobenzoico (DTNB) se obtuvieron de
SIGMA Chemical Co. Chile. El cloruro férrico, el ascorbato, el hidroxido de
sodio, el sulfato de cobre, el acido tiobarbittrico (TBA), el acido tricloroacético
(TCA), el reactivo de Folin-Ciocalteu-fenol, la dimetilformamida (DMF), el
hidroxido de sodio, el carbonato de sodio, el tartrato de potasio y sodio, el
cloruro de sodio y potasio, el amortiguador fosfato de potasio, el amortiguador
TRIS (hidroxi-metil-amino-metano) y el cloruro de magnesio se obtuvieron de
Merck Chile.

Las nitro-aril-DHP utilizadas fueron donadas por el Laboratorio de
Bioelectroquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Los
nombres quimicos y la estructura quimica de estos compuestos se detallan a
continuacion:
2,6-dimetil-3,5-dialcoxicarbonil-etil-4-(m-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina. (1)
2,6-dimetil-3,5-dialcoxicarbonil-isopropil-4-(m-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina. (11)
2,6-dimetil-3,5-dialcoxicarbonil-etil-4-(p-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina. (I11)
2,6-dimetil-3,5-dialcoxicarbonil-isopropil-4-(p-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina. (1V)
2,6-dimetil-3,5-dialcoxicarbonil-metil-4-(p-nitrofenil)-N-etil-1,4-dihidropiridina (V)

MOz
MG
o o c o
I H I [ I
R,‘ch “C}’JR HBC"‘C}"C C“‘C}"’CHS
Hal hIJ CHs HaC | CHa
H [_I,"Hz
ZHa
Compuestos I-IV Compuesto V

R: CH3CH2- ; (CH3s)2CH-



2.  Animales de experimentacion

Se emplearon ratas machos de la cepa Sprague Dawley de
aproximadamente tres meses de edad y 200 a 250 g de peso corporal. Los
animales fueron mantenidos con una dieta normal de pellet Kimber, agua ad
libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura ambiente de 21°C.
Estos animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

B. METODOS
1. Preparacion de microsomas hepaticos de rata

Los microsomas fueron preparados por el método de fraccionamiento
subcelular descrito en Letelier y cols. (2004). Los animales machos se
mantuvieron en ayunas por 15 horas previas al sacrificio, con agua ad libitum,
se sacrificaron por decapitacion, se desangraron y los higados fueron
perfundidos, in situ, con cuatro volimenes de 20 mL de NaCl 0,9% p/ V. Luego,
los higados se extirparon, se limpiaron de tejido conectivo y vasos sanguineos,
se pesaron, se cortaron en pequefos trozos y se prepararon homogeneizados
al 20% en KCI 1,15% p/ V. La homogeneizacion se realizé en forma manual en
un homogeneizador Potter Elvejem. El homogeneizado total se centrifugé a
9000 x g durante 15 min en una centrifuga refrigerada (4°C) Heraeus
Sepatech, modelo Suprafuge 22, para sedimentar células intactas,
fragmentos celulares, nucleos y mitocondrias. El sedimento de esta
centrifugacion se eliminé y el sobrenadante se centrifugd a 105.000 x ¢
durante 1 hora (4°C) en una ultracentrifuga Beckman modelo XL-90. El
sedimento de esta ultima centrifugacion se denomina fraccion microsémica y

corresponde a la preparaciéon enriquecida en reticulo endoplasmico.

2. Determinacion de proteinas
La proteina de la fraccion microsomica se determino por el método de
Lowry y cols. (1951), utilizando albumina de bovino, fraccion IV como

estandar.



3. Lipoperoxidacién microsdmica
3.1 Lipoperoxidaciéon microsémica inducida por Fe®*/ascorbato.

La lipoperoxidacion microsomica luego de preincubar los microsomas
con Fe®*/ascorbato se estimdé midiendo la velocidad de generacion de las
sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), segun lo realizado por
Letelier y cols. (2004). EI malondialdehido generado como producto de
descomposicion de los lipoperdéxidos formados, reacciona con el acido
tiobarbitdrico dando lugar a un conjugado, el cual posee una absorbancia
méaxima a 532 nm.

Los microsomas (0,2 mg de proteina) suspendidos en amortiguador
Fosfato pH 7,4 50 mM, fueron o no preincubados con las DHPs durante 5 min
a 37°C antes de agregar FeClz 600 uM y ascorbato de sodio 1mM. Luego, las
mezclas se incubaron durante 20 min a 37°C. Los blancos no contenian
microsomas. Al término de este periodo, se adicionaron a todas las mezclas
0,5 mL de TCA 20% y luego fueron centrifugadas a 9000xg durante 10 min a
4°C en una centrifuga Suprafuge 22 Heraeus. Alicuotas de 0,5 mL de los
sobrenadantes y 0,5 mL de TBA 1%, se incubaron durante 60 min a 50°C. Al
término de este periodo, las mezclas fueron enfriadas a temperatura ambiente
para determinar la lipoperoxidacion registrando la absorbancia de las TBARS
en un espectrofotometro UV3 Unicam UV-VIS (€ s32qnm= 153 mMxcm™). La
reaccion de color se determind en condiciones de linealidad respecto del
tiempo de incubacion y concentracion de proteina. La lipoperoxidacion
inducida se estimé calculando la diferencia entre los microsomas incubados

en presencia y en ausencia de FeClsz 600 uM y ascorbato de sodio 1mM.

3.2 Lipoperoxidacién microsémica inducida por biotransformacién de
Nitrofurantoina y naftaleno
La generacion de radicales libres del oxigeno inducida por
Nitrofurantoina y naftaleno a través de la reducciébn y oxidacién,
respectivamente, es catalizada por el sistema oxidativo del citocromo P450;
este sistema utiliza como cofactor especifico, NADPH. Microsomas (2 mg de

proteina) suspendidos en amortiguador fosfato pH 7,4, fueron preincubados



con o sin las DHPs durante 5 min a 37°C antes de agregar Nitrofurantoina (10
MUM) o naftaleno (100 pM) y el sistema generador de NADPH
(Glucosa-6-fosfato 10 mM, NADP 1mM y 5 unidades de Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa). Los blancos no contenian microsomas. Todas las mezclas
fueron incubadas durante 15 min a 37°C. Al cabo de este periodo, se les
adicion6é 0,5 mL de TCA 20% p/V frio (4°C) y luego, las mezclas fueron
centrifugadas a 9000xg durante 10 min a 4°C en una centrifuga Suprafuge 22
Heraeus. Mezclas formadas por alicuotas de 0,5 mL de los sobrenadantes y
0,5 mL de TBA 1% p/V, se incubaron durante 60 min a 50°C. Al término de
este periodo, las mezclas fueron enfriadas para determinar la lipoperoxidacion,
registrando la absorbancia de los TBARS en un espectrofotometro UV3
Unicam UV-VIS (€ s32qym = 153 mM-ixcm). La reaccién de color se determind
en condiciones de linealidad respecto del tiempo de incubacion y

concentracion de proteina.

4. Determinacion de tioles totales

La medicion de los tioles totales se realizO de acuerdo a la técnica
descrita en Letelier y cols. (2004). Esta técnica -cuantifica
espectrofotométricamente el TNB liberado en la reaccion entre el DTNB y los
grupos sulfhidrilos presentes en la muestra. Este compuesto absorbe a 412

nmy su coeficiente de extincion es 13.600 M* x cm.

4.1 Oxidacion de tioles microsémicos inducida por Fe3*/ascorbato
Microsomas (1 mg de proteina) suspendidos en amortiguador fosfato 50
mM, pH 7,4 fueron o no preincubados con las DHPs durante 5 min a 37°C. Al
cabo de este periodo se les adiciono FeCls 600 uM y ascorbato de sodio 1mM,;
las mezclas se incubaron a 37°C durante 20 min. Los blancos no contenian
microsomas. Luego, se adiciono a los blancos y las muestras DTNB 0,6 mM;
las mezclas asi formadas se incubaron durante 60 min a 37°C. Al término de
este periodo, las proteinas fueron separadas por centrifugaciéon a 9000xg

durante 10 min a 4°C. La absorbancia de los sobrenadantes de las muestras



se registrd a 412 nmm en un espectrofotometro UV3 Unicam UV-VIS. La
concentracion de tioles microsémicos se calculé usando el & 412qm Mtxcm™.
Las mediciones se realizaron en condiciones de linealidad respecto del tiempo

de incubacion y concentracion de proteina.

4.2 Oxidacion de tioles microsémicos inducida por biotransformacién

de Nitrofurantoina

Microsomas (1 mg de proteina) suspendidos en amortiguador fosfato pH
7,4 50 mM, fueron o no preincubados con las DHPs durante 5 min a 37°C
antes de adicionar Nitrofurantoina 10 uM y sistema generador de NADPH.
Luego, las mezclas fueron incubadas a 37°C durante 90 min Los blancos no
contenian microsomas. Al término de este periodo, DTNB 0,6 mM fue
adicionado a todas las mezclas, y luego, fueron incubadas durante 60 min a
37°C. Las proteinas fueron separadas por centrifugacion a 9000xg por 10 min
a 4°C en una centrifuga Suprafuge 22 Heraeus. La absorbancia de los
sobrenadantes de las muestras se registré a 412 nm en un espectrofotometro
UV3 Unicam UV-VIS. La concentracion de tioles microsomicos se calculd
usando el coeficiente de extincion (13.600 M-txcm™?).

5. Conjugacion de p-nitrofenol con UDPGA.

La conjugacién de p-nitrofenol (PNP) con acido glucurénico (UDPGA) se
determind esencialmente por el método descrito en Letelier y cols. (2005).
Esta técnica mide la formacion de glucurénido, cuantificando la cantidad de
PNP remanente en la mezcla de reaccion. Para ello se aprovechan las
propiedades espectroscopicas del PNP en medio basico; bajo estas
condiciones, absorbe fuertemente a 410 nm, propiedad que se pierde al ser
conjugado con UDPGA.

La ecuacion quimica que representa la reaccién enzimatica es la

siguiente:



OH COOH

o COOH
0 —o
+ OH UDPGT

A O—UDP ———>  (OH + UuDP

HO NO

NO OH 2

2 OH
PNP UDPGA p-nitrofenil-" -D-glucurénido

Microsomas (2 mg de proteina) suspendidos en amortiguador fosfato pH
7,4 50 mM fueron preincubados o no con las DHPs durante 5 min a 37°C.
Luego, 600 uM de FeCls y 1 mM de ascorbato de sodio fueron adicionados y
las mezclas fueron incubadas durante 20 min a 37°C. Al término de este
periodo se agregé PNP 0,5 mM; UDPGA 2 mM; Tris HCI 100 mM, pH 85y
MgCl2 4 mM. A continuacion las mezclas se incubaron por 15 min a 37°C. Los
controles contenian todos los reactivos a excepcion del UDPGA. La reaccién
se detuvo adicionando 0,5 mL de TCA 10% p/V. Luego las muestras y los
controles se centrifugaron a 9000xg durante 10 min en una centrifuga
Suprafuge 22 Heraeus. Luego, alicuotas de 1 mL de los sobrenadantes se
mezclaron con 1 mL de NaOH 1M. EIl PNP remanente en las muestras se
determiné midiendo la absorbancia a 410 nM en un espectrofotometro UV3
Unicam UV-VIS. La concentracion de glucurénido se calculd utilizando como
concentracion inicial de PNP, aquella obtenida en los controles respectivos.
Las mediciones se realizaron en condiciones de linealidad respecto del tiempo

de incubacion y la concentracion de proteina.

6. Consumo de oxigeno.

La medicion del consumo de oxigeno se determiné polarograficamente
de manera continua durante 10 min utilizando un electrodo Clark N° 5331
(Yellow Springs), en un oxigrafo Wilson 5/6. La mezcla de reaccion contenia

50 uM Cu*?/ 1mM ascorbato disuelto en amortiguador fosfato pH 7,4 50 mM.
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7. Analisis estadistico.

Cada uno de los experimentos se realizo al menos en cuadruplicado. Los
resultados corresponden al promedio de los valores obtenidos de cada
experimento + las desviaciones estandar de las observaciones de las
muestras en relacién con sus promedios (test de t-Student); se exigié en cada
caso un 95% de certeza. Con el fin de establecer si las diferencias entre los
grupos controles y experimentales son estadisticamente significativas, se
utilizé el test de t-Student. Para realizar el analisis estadistico se utilizo el
software ORIGIN 7.5.
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lIl. RESULTADOS

Lipoperoxidacion microsémica inducida por Fe**/ascorbato. Todas
las DHPs testeadas inhibieron la lipoperoxidacién microsdmica de una forma
concentracion-respuesta. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los efectos anti-lipoperoxidantes de las etil- e isopropil-
m-nitro-fenil-DHPs (Figura 1A: compuestos | y 1), ni con las etil- e isopropil-
p-nitro-fenil-DHPs  (Figura 1B: compuestos |Ill 'y V). ElI efecto
anti-lipoperoxidante maximo alcanzado por las DHPs fue de un 70%
aproximadamente a una concentracion 25 pM. Los valores ICso de la
lipoperoxidacion de las nitro-fenil-DHPs se muestran en la Tabla 1. El valor
ICso representa la concentracion de DHP que es capaz de inhibir el 50% de la
lipoperoxidaciéon microsémica inducida por Fe3*/ascorbato. No se observaron
diferencias significativas entre los valores ICso de las m- y p-nitro-fenil-DHPs,

ni tampoco entre la etil- e isopropil-nitro-fenil-DHPs (p>0.05).

100 100
o0l A —=— m-nitro-et-DHP w0lB —=— p-nitro-et-DHP
—e— m-nitro-ipr-DHP —e— p-nitro-ipr-DHP
80 80 +
70 ¢ 701 E/
5 60 % t & 604 / i/
o i - o
S 50+ / S 50+ /%
= o L]
£ 40+ { 3 40- /E y
g = o

o§ A o

T T T T T O
08 0,9 1,0 11 1,2 13 14 15 0,8 0:9 1:0 1:1 1:2 1:3 1:4 15

Log [m-nitro-aril-DHP] uM Log [p-nitro-aril-DHP] uM

Figura 1: Lipoperoxidacion microsémica inducida por Fe3*/ascorbato. Efecto de las
DHPs Iy Il (A)y llly IV (B). Los % de inhibicion fueron calculados considerando como 100%
el valor de la lipoperoxidacion medida en ausencia de DHPs. Las condiciones del ensayo
estan descritas en Métodos. Todos los valores representan el promedio de al menos cuatro
experimentos independientes + S.D.
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TBARS (mmoles
de /min/ mg de ICso
moasomen | "0

Fe3*/ascorbato 1.34+0.08

m-nitro-etil-DHP: Compuesto | 0.69 + 0.04 *18.4
m-nitro-isopropil-DHP: Compuesto Il 0.69 + 0.05 *16.6
p-nitro-etil-DHP: Compuesto llI 0.68 + 0.03 *15.3
p-nitro-isopropil-DHP: Compuesto IV 0.72+0.04 *15.9

Tabla 1. Lipoperoxidacién microsémica inducida por Fe®*'/ascorbato:
valores ICso de DHPs. ICso representa la concentracion de DHP que inhibié 50%
la lipoperoxidacion microsémica inducida por Fe3*/ascorbato. Las condiciones
del ensayo estan descritas en métodos. Todos los valores representan el
promedio de al menos cuatro experimentos independientes + S.D. *Valores no
estadisticamente significativos (p>0.05).

Lipoperoxidacion microsémica inducida por Nitrofurantoina vy
naftaleno en presencia de NADPH. La preincubacion de los microsomas
con los compuestos Il (2,6 - dimetil - 3,5 - dialcoxicarbonil - etil - 4 - (p -
nitrofenil) - 1,4-dihidropiridina) y V (2,6 - dimetil - 3,5 - dialcoxicarbonil - metil -
4 - (p- nitrofenil) - N - etil - 1,4 - dihidropiridina), por 10 minutos antes de
adicionar Nitrofurantoina (10 uM) y el sistema generador de NADPH, inhibié la
lipoperoxidacion microsémica inducida por bio-reduccién de Nitrofurantoina
en 56,6% y 18,4%, respectivamente (Figura 2A). De la misma forma, la
incubacion de microsomas con naftaleno 10 uM y el sistema generador de
NADPH provoco lipoperoxidacion microsémica; cuando los microsomas se
preincubaron durante 10 min con el compuesto Il (2,6 - dimetil - 3,5 -
dialcoxicarbonil - etil - 4 - (p - nitrofenil) - 1,4 - dihidropiridina), la
lipoperoxidacion fue inhibida un 36,3%. Sin embargo, en las mismas
condiciones, el compuesto V, el cual tiene sustituido el hidrégeno de la
posicién 1 por un grupo etilo (2,6 - dimetil - 3,5 - dialcoxicarbonil - metil - 4 - (p
- nitrofenil) - N - etil - 1,4 - dihidropiridina), no inhibio la lipoperoxidacion
microsomica (Figura 2B).
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Figura 2. Efecto del compuesto lll y V sobre la lipoperoxidacién inducida por
Biotransformacion de Nitrofurantoina (A) y naftaleno (B) en presencia de NADPH.
[Nitrofurantoina]: 10 uM; [Naftaleno]: 100 uM. Control (A): microsomas en presencia de
Nitrofurantoina y NADPH; control (B): microsomas en presencia de naftaleno y NADPH.
Condicion 1. microsomas preincubados con compuesto Ill 100 uM antes de inducir
lipoperoxidacién microsémica. Condicién 2: microsomas preincubados con compuesto V 100
UM antes de adicionar Nitrofurantoina o naftaleno y NADPH e inducir lipoperoxidacion. Los
valores sobre las barras representan el % de inhibicion de la lipoperoxidacién; ellos fueron
calculados considerando los TBARS producidos en el control como 100%. *Valores no
estadisticamente sianificativos (p>0.05).

Disminucién del contenido de tioles microsomicos inducida por
Fe3*/ascorbato. Las actividades biolégicas de varias proteinas dependen del
estado redox de sus residuos de cisteina. Un ejemplo de esto es la enzima
microsomica UDPGT, la cual es activada por estrés oxidativo; esta activacion
oxidativa es prevenida y revertida por agentes reductores de tioles,
manteniendo asi, su actividad basal (Letelier y cols. 2005). La Tabla 2 muestra
el efecto de las DHPs (compuestos | al 1V) sobre la reduccion del contenido
microsémico de tioles inducida por Fe3*/ascorbato. La incubacion de
microsomas con este sistema oxidativo disminuy6 el contenido de tioles
microsomicos en un 45,7%. Sin embargo, la preincubacion de microsomas
con nitro-fenil-DHPs (concentraciones ICso obtenidas de las pruebas de
lipoperoxidacién), disminuyd el contenido microsémico de tioles solo en un
21%; este valor corresponde aproximadamente a la mitad del porcentaje de

disminucion obtenido sé6lo en presencia de Fe3*/ascorbato (45,7%).
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Tioles

(mmoles/mg
Proteina
Condiciones microsémica) % Disminucién
Control 73.0+0.78
Fe3*/ascorbato 39.7+1.21 45.7

A Disminucién

Fe®*/ascorbato 33.3£0.95 100
m-nitro-etil-DHP. Compuesto | 164+ 1.17 *49.2
m-nitro-isopropil-DHP. Compuesto I 16.1 £ 0.62 *48.3
p-nitro-etil-DHP. Compuesto llI 16.3+1.86 *48.9
p-nitro-isopropil-DHP. Compuesto IV 16.0 £ 0.60 *48.0

Tabla 2. Tioles microsémicos en presencia de Fe®'/ascorbato. Efecto de los
compuestos I-IV. [DHP]: ICso obtenida de la lipoperoxidacion microsémica (Tabla 1). Los

valores de A disminucion representan las diferencias entre los nmoles de tioles en ausencia 'y
en presencia de Fe®*/ascorbato y DHP. El % de disminucion fue calculado considerando el
valor de tioles del control como el 100%. Todos los valores del contenido de tioles representan
el promedio de al menos cuatro experimentos independientes + S.D. *Valores no
estadisticamente significativos (p>0.05).

Disminucién del contenido de tioles microsomicos inducida por
Nitrofurantoina en presencia de NADPH. La incubacién con Nitrofurantoina
(10 uM) y NADPH provocé una reduccion del contenido microsémico de tioles
(30,8%). Al preincubar los microsomas con el compuesto |l
(2,6-dimetil-3,5-dialcoxicarbonil-etil-4-(p-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina) durante
10 min, esta disminucién llegé sé6lo a un 15.6 %. Sin embargo, en las mismas
condiciones, el compuesto V (2,6 - dimetil - 3,5 - dialcoxicarbonil - metil - 4 - (p
- nitrofenil) - N - etil - 1,4 - dihidropiridina) no modificé la disminucion de los

tioles microsomicos inducida por Nitrofurantoina (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de los compuestos Ill y V sobre la oxidacion de los tioles
microsdmicos inducida por biotransformacion de Nitrofurantoina en presencia de
NADPH. [Nitrofurantoina]: 10 pM. Inducido: microsomas no preincubados con DHPs.
Condicion 1: microsomas preincubados con el compuesto Il [100 pM] y Condicion 2:
microsomas preincubados con el compuesto V [100 uM], antes de inducir la oxidacion de los
tioles microsémicos en presencia de Nitrofurantoina y NADPH. *Valores no estadisticamente
diferentes (p>0.05).

Activaciéon oxidativa de la UDPGT. Los efectos de las DHPs sobre la
activacion oxidativa de la UDPGT inducida por Fe*3/ascorbato se muestran en
la Tabla 3. La preincubacion de los microsomas con Fe3*/ascorbato
incrementd la actividad microsomica de la UDPGT aproximadamente 10
veces. Interesantemente, las concentraciones ICso (lipoperoxidacion) de los
compuestos | al IV, inhibieron 50% la activacion oxidativa de la UDPGT

inducida por Fe3*/ascorbato.
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Compuestos Actividad UDPGT

Control 0.21 £ 0.015
Fe®*/ascorbato 2.07 +0.166
A Activacién | % Activacion
Fe®*/ascorbato 1.86 + 0.165 100
m-nitro-etil-DHP: Compuesto | 0.94 + 0.071 *50.5
m-nitro-isopropil-DHP: Compuesto || 0.97 £ 0.061 *52.1
p-nitro-etil-DHP: Compuesto llI 0.95+0.083 *51.1
p-nitro- isopropil-DHP: Compuesto IV 0.93+0.051 *50.0

Tabla 3. Efecto de DHPs sobre la activacidn de la UDPGT inducida por Fe3*/ascorbato.
[DHP]: ICs0 obtenida de la lipoperoxidacién microsémica (Tabla 1). La actividad de la UDPGT
esta expresada como mmoles de p-nitrofenol conjugado/min/mg de proteina microsémica.
Los valores del A Activacién corresponden a la diferencia entre la actividad de la UDPGT en
presencia y en ausencia de Fe3*/ascorbato. Las condiciones del ensayo estan descritas en
Métodos. Los valores de la actividad UDPGT representan el promedio de al menos cuatro
experimentos independientes + S.D. *Valores no estadisticamente diferentes (p>0.05).

Consumo de oxigeno inducido por el sistema Cu?*/ascorbato. En
estos experimentos, se uso la técnica polarografica descrita en Métodos. Las
concentraciones de DHP usadas corresponden a la ICso obtenida en los
ensayos de lipoperoxidacién inducida por Fe®*/ascorbato (Tabla 1). La figura 4
muestra el trazado experimental del consumo de oxigeno en ausencia
(pendiente a) y en presencia del compuesto Il (2,6 - dimetil - 3,5 -
dialcoxicarbonil - isopropil - 4 - (m - nitrofenil) - 1,4 - dihidropiridina) (pendiente
b); esta condicion experimental fue analoga a aquellas desarrolladas para el
resto de las DHPs ensayadas. La Tabla 4 muestra los valores de las
pendientes del consumo de oxigeno obtenidas en presencia de las DHPs. El
consumo de oxigeno inducido por Cu?*/ascorbato (pendiente a) fue inhibido
~50% por todas las nitro-aril-DHPs (compuestos | al IV) ensayadas
(pendiente b).
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Figura 4. Consumo de oxigeno inducido por el sistema Cu?*/ascorbato. Efecto del

Compuesto Il. [Compuesto II]: 16.6 iM. Las condiciones del ensayo estan descritas en
Métodos. r: representa la regresion lineal de las pendientes a 'y b.

%
Compuestos (m+SD)x 103 Inhibicion
Cu?'/ascorbato 15.0+0.72
m-nitro-etil-DHP. Compuesto | 7.3+£0.36 *49.4
m-nitro-isopropil-DHP. Compuesto Il 7.4+0.28 *9.3
p-nitro-etil-DHP. Compuesto I 7.7+0.32 *50.4
p-nitro-isopropil-DHP. Compuesto IV 75+0.22 *50.0

Tabla 4. Efecto de DHPs sobre el consumo de oxigeno inducido por Cu?*/ascorbato.
[DHP]: ICs0 obtenida en la lipoperoxidacion microsémica inducida por Fe3*/ascorbato (Tabla 1).
m: pendiente del consumo de oxigeno. Para calcular el % de inhibicion, el valor de la
pendiente del consumo de oxigeno inducido por Cu?*/ascorbato en ausencia de DHP fue
considerado como 100%. Las condiciones del ensayo estan descritas en Métodos. Todos los
valores de las pendientes representan el promedio de al menos cuatro experimentos
independientes + S.D. *Valores no estadisticamente diferentes (p>0.05).
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IV. DISCUSION

La informacion existente acerca de las propiedades antioxidantes de las
nitro-fenil-1,4-DHPs comerciales, se relaciona  principalmente con la
prevencion de la oxidacién de lipidos y LDL (Janero y Burghardt 1988;
Engineer y Shridar 1989; Diaz-Araya y cols., 1998; Sevanian y cols., 2000;
Letelier y cols., 2004). Las DHPs son farmacos lipofilicos, caracteristica que
parece ser relevante en sus efectos terapéuticos. Debido a que las DHPs son
farmacos lipofilicos, deben ser biotransformadas a compuestos polares para
ser eliminadas por la orina; ellas sufren biotransformacion de primer paso la
cual es catalizada por el sistema oxidativo del citocromo Paso (Drocourt y cols.,
2001). Sin embargo, a través de esta via de biotransformacion muchos
farmacos son activados, generando asi, estrés oxidativo. La localizacion
principal del sistema oxidativo del citocromo Paso es el reticulo endoplasmico
hepatico. Por lo tanto, este organelo subcelular puede ser un blanco donde las
DHPs podrian desarrollar sus propiedades antioxidantes. En este trabajo se
evalu6 la capacidad antioxidante de varias DHPs sintéticas usando
microsomas hepéticos de rata (preparacion experimental enriquecida en
reticulo endoplasmico) y Fe3*/ascorbato y Cu?*/ascorbato como sistemas
generadores de radicales libres del oxigeno. Como era de esperar, las DHPs
ensayadas (compuestos | al 1V) inhibieron la lipoperoxidacion microsomica
inducida por Fe3*/ascorbato (Figura 1 y Tabla 1). Sin embargo, los efectos
anti-lipoperoxidativos de las formas isoméricas de las DHPs: m-y p-NO:2 fenil
DHPs como también de la etil- e isopropil-DHP, no fueron significativamente
diferentes (p>0,05). Datos reportados muestran que la concentracion de
DHPs en la matriz lipidica de membranas depende de su lipofilicidad (Stengel
y cols., 1998). De la misma forma, la prevencion de la lipoperoxidacion de
membranas, también parece depender de la concentracion de DHP en la
matriz lipidica (Mason y Trumbore, 1996). Probablemente, la lipofilicidad de
las DHPs ensayadas no es significativamente diferente como para provocar
diferencias en las concentraciones de la matriz microsémica y por tanto en su
actividad anti-lipoperoxidante.

Varios mecanismos estan involucrados en la capacidad antioxidante
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celular, entre ellos el atrapamiento de radicales libres del oxigeno y las
propiedades quelantes de metales de diferentes moléculas. Las estructuras
quimicas de las DHPs emulan las del NADH; las deshidrogenasas
NADH-acopladas catalizan la entrega de atomos de hidrégeno a los sustratos.
Un hidrégeno es transferido desde el NADH como un ion Hidruro (H°) y otro,
es tomado desde el medio (Lehninger, 1982). Las DHPs podrian reaccionar
de forma analoga transfiriendo un atomo de hidroégeno de la posicion-4 (H") al
anion superdéxido y otro de la posicion-1 (H*) por medio de un radical catiénico
intermediario para generar derivados piridinicos y agua. Debido a que los
grupos atrapadores de electrones afectan negativamente la estabilidad de los
intermediarios, esto predice que los grupos nitro en el anillo fenilo podrian
disminuir su actividad (Ortiz y cols., 2003; Carraway y cols., 2004). Este
postulado podria explicar las diferencias descritas en la potencia
anti-lipoperoxidativa de las nitro-aril-DHP y sus nitroso-derivados (Ondrias y
cols., 1989; Misik y cols., 1991). Por otro lado, Lépez-Alarcén y cols. (2003)
usando deuterio, probaron que el hidrégeno de la posicion-1 del anillo
dihidropiridinico estaba involucrado en el mecanismo antioxidante propuesto;
en todos los casos, el derivado piridinico respectivo, fue detectado como el
producto principal de la reaccion. Como era de esperar, Nitrofurantoina y
naftaleno en presencia de NADPH, indujeron lipoperoxidacion microsomica
(Figura 2). A igualdad de concentraciones (100 pM), la preincubacion de los
microsomas con el compuesto Il inhibié ambos fenémenos (lipoperoxidacion
inducida por Nitrofurantoina y también por naftaleno); sin embargo, el
compuesto V sélo inhibié la lipoperoxidacion inducida por la nitro-reduccién de
Nitrofurantoina, pero en menor porcentaje que el compuesto Il (18,4% contra
56,6% ) (Figura 2). Probablemente, una DHP con un grupo etilo en posicién-1
transfiere el hidrégeno en posicién-4 del anillo dihidropiridinico como un i6n
hidruro (H) y H+ puede ser tomado desde el medio. Este postulado podria
explicar la menor potencia antioxidante de la DHP portadora de un grupo
alquilo en posicion-1 (compuesto V) respecto de aquella que posee un
hidrogeno en dicha posicién (compuesto Ill) (Figura 2).

En general, los grupos tidlicos de muchas proteinas estan involucrados
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en sus funciones biolégicas. Interesantemente, las concentraciones ICso de
las DHPs (compuesto | al IV) obtenidas de la lipoperoxidacién microsémica,
disminuyeron en el mismo porcentaje (50%) la oxidacion de los tioles
microsémicos provocada por Fe3*/ascorbato (Tabla 2). De la misma forma, el
compuesto Il inhibi6é la reduccién de los tioles microsémicos inducida por
Nitrofurantoina en presencia de NADPH y el compuesto V no tuvo efecto
(Figura 3). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en la
medicion de lipoperoxidacion microsémica, confirmando, por lo tanto, que el
hidrégeno de la posicion-1 juega un rol en las propiedades antioxidantes de
las DHPs.

La UDPGT, enzima de Fase Il, especialmente involucrada en la
conjugacion de farmacos alcoholicos y fendlicos, es una proteina tidlica.
Recientemente se ha demostrado que el Fe3'/ascorbato activa
significativamente esta enzima y que, agentes reductores tales como DTT y
GSH previenen y revierten esta activacion totalmente (Letelier y cols., 2005).
Cabe sefalar que muchas DHPs comerciales usadas en patologias
cardiovasculares, desarrollan una actividad reductora similar sobre la
activacion oxidativa UDPGT (Letelier y cols., 2005). Las DHPs sintéticas
ensayadas (compuestos | al 1V) previnieron la activacion oxidativa de la
UDPGT inducida por Fe®*/ascorbato. Ademas, las concentraciones ICso
obtenidas de los ensayos de lipoperoxidacién microsémica también inhibieron
~50% la activacion oxidativa de la UDPGT, corroborando asi los efectos
protectores que las nitro-aril-DHPs desarrollan sobre la oxidacion de proteinas
tidlicas (Tabla 3).

Es necesario hacer notar, que a través de metabolismo de primer paso
las DHPs clasicas son oxidadas a las piridinas correspondientes, proceso
oxidativo que es catalizado por el sistema del citocromo Paso y que conduce a
una pérdida total de la actividad antagonista de calcio (Drocourt y cols., 2001).
En presencia de aire y luz diurna, también ocurre la oxidacion rapida del grupo
dihidropiridinico a piridina (Diaz-Araya y cols., 1998). Este fenbmeno provoca
la subsiguiente pérdida de la naturaleza secundaria del nitrogeno de la

posicion-1 y asi, la pérdida del hidrégeno unido a este nitrégeno. Diferentes
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autores han postulado que estos cambios quimicos pueden alterar el
antagonismo de los canales de calcio (Ondrias y cols., 1989; Hayase y cols.,
1995; Diaz-Araya y cols. 1998). Por lo tanto, la resistencia de las DHPs a la
oxidacion puede explicar la duracibn prolongada de la actividad
antihipertensiva al compararla con farmacos dihidropiridinicos clasicos
tipo-Nifedipino (Kappe, 1998). Al respecto, ha sido reportado que las
corrientes de canales T de Ca?* en la linea celular NG108-15 de células del
neuroblastomaglioma, son inhibidas con potencia decreciente en el orden
Niguldipino> Nicardipino > Nimodipino > Nifedipino (valores ICs0 244 nM, 2,5
uM, 9,8 uM, 39 uM) (Stengel y cols., 1998). Estos datos contribuyen a
sostener la idea de que el grupo —NH- del anillo dihidropiridinico puede estar
involucrado tanto en el antagonismo de canales de calcio y en las propiedades
antioxidantes de las DHPs. Mas aun, ambos fenbmenos podrian ocurrir de
forma simultanea, cancelandose entre si, postulado que debe ser confirmado.

Desde el punto de vista biolégico, un farmaco antioxidante es aquel
capaz de mostrar sus efectos antioxidantes celulares a bajas concentraciones.
Los efectos antioxidantes microsémicos fueron exhibidos a concentraciones
uM de las DHPs ensayadas, por lo que pueden considerarse como
antioxidantes biologicos. Debido a que las DHPs sufren metabolismo de
primer paso hepatico, el reticulo endoplasmico puede representar un blanco
en el cual ellas podrian ejercer sus propiedades antioxidantes. Por ejemplo,
Nitrofurantoina, un antibiético usado en infecciones urinarias, provoca varios
efectos adversos derivados de su metabolismo reductivo que induce estrés
oxidativo. Las enfermedades cardiovasculares afectan principalmente a
pacientes de tercera edad que ademas, sufren concomitantemente este tipo
de infecciones. Por lo tanto, la administracion simultanea de DHPs y
Nitrofurantoina podria reducir los efectos adversos del antibiético en estos
pacientes; sin embargo, el estrés oxidativo podria también ejercer una
oxidacion rapida del grupo dihidropiridinico a piridina, alterando sus
propiedades antagonistas de los canales de calcio (Ondrias y cols., 1989;

Hayase y cols., 1995; Diaz-Araya y cols., 1998). La oxidacién del grupo
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dihidropiridinico dependeréa de la extension del estrés oxidativo provocado por
la nitro-reduccion de Nitrofurantoina. Cabe sefialar ademas, que varios
metabolitos derivados del sistema del citocromo P4s0 son farmacoldgicamente
activos, y en general, sustratos de la UDP-glucuroniltransferasa. Los
glucurénidos son hidrosolubles y metabolitos farmacologicamente inactivos.
Ya que el estrés oxidativo activa la UDP-glucuroniltransferasa, en esta
condicion, la velocidad de eliminacién de los farmacos podria aumentar,
disminuyendo asi las concentraciones plasmaticas y sus efectos
farmacolégicos. Estas observaciones abren un amplio campo en la
investigacion de la biotransformacion hepatica de farmacos asociados a

estrés oxidativo.
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