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Nothing in the world
can take the place of persistence:
talent will not
Nothing is more common than
unsuccessful men with talent
Genius will not.
unrewarded genius is
almost a proverb
Education alone will not.
The world ¡s full of educatcd
derelicts.
Persistence and determination
alone are omnipolent. (Anonymous)



a Daniel

y a Nico/ás
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RESUMEN



Se ha sugerido que algunos KEflDlethDS utilizados en los

procesos de qu1mioterapia podrian ejercer su efecto toxico a

traves de un aumento en la producc1on de especies de

oxigeno activo. Los resultados obtenidos a traves de las
observaciones realizadas sobre celulas de carcinoma de mama

humano (MCP-7) muestran que el efecto de las antraciclinas

(adriamicina) en concentraciones de 19-7 M durante 9 dias

eJercen claramente efectos citotoxicos sobre las celulas

tumorales, generando una situacion caracterizada por un

aumento del 41% en el consumo de oxigeno, un aumento del

71%en los niveles intracelulares de peroxido de hidrogeno

en el estado estacionario y un aumento del 91% en los

niveles de produccion de sustancias reactivas con acido
tiobarbiturico (malondialdehido). Estas alteraciones

metabolicas tuvieron como consecuencia un aumento del 91%en

la quimioluminiscencia y una serie de modificaciones
bioestructurales en las celulas sometidas al estres

oxidativo generado por la adriamicina. Algunas de las

alteraciones morfologicas observadas, ademas de una

inhibicion de la proliferacion celular, fueron: a) una

marcada tumefaccion de las celulas y sus organelas, lo cual

se tradujo en un aumento del 56X del volumen celular; b) una

mayor captaczon de colorantes y c) una marcada condensaCion

de la cromatina. La presencia de adriamicina no tuvo ningun
efecto sobre los niveles de las enzimas antioxidantes

mientras que la ausenc1a de suero indujo una disminuCion en



los niveles de la enzima qlutation perouidasa dependiente de

selenio (216.3 mU/mq de proteina), los cuales se

normalizaron (3.810.4 mU/mqde proteina) por la adicion de

10%de suero fetal bovino al medio de cultivo; El selenio

por otro lado mostro un efecto inhibitorio sobre la

proliferacion celular en concentraciones de 10-59 nMsobre

las celulas de carcinoma de mama.Los resultados obtenidos

contribuyen con la hipotesis de que las especies de oxigeno

activo generados durante el ciclo redox de 1a adriamicina

son los responsables de gran parte de los efectos

citotoxicos debidos a esta droga.

Las celulas de melanoma maligno cultivadas en monocapa

presentan en la fase estacionaria del cultivo niveles de

melanina (11.3_®.ó ug/iv'Jé celulas) mayores, comparados con

los niveles presentes en la fase exponencial del cultivo

(4.2:Ü.3 ug/IÜ‘ celulas). De las observaciones realizadas
sobre las celulas de melanomahumanocon alto contenido de

melanina podemos concluir que los niveles de peroxido de

hidrogeno en el estado estacionario determinados por

equilibrio difusional fueron menores (2.116.2 uM) en

comparacion con los obtenidos en el estado exponenc1al
(3.3+U.2 un ) se encontro una relac10n similar en los

valores de quimioluminiscenCIa espontanea obtenidos durante

la rase estacionaria (78:24 cps/lü‘ celulas) y la fase

exponencial (169127 cps/lü‘ celulas). La citotoxicidad del

peroxido de hidrogeno generado extracelularmente por el

Sistema glucosa-glucosa oxidasa, determinado despues de 60



min de exposicion, determino valores de [Cae encontrados

para las cultivos en fase estacionaria y exponencial de 9.9

y 2.4 mU/ml de glucosa oxidasa respectivamente. Estos

resultados diferenciales entre las dos fases de cultivo se

interpretan como consecuencia de la mayor actividad de
catalasa en los cultivos en fase estacionaria.

Se realizaron una serie de observaciones in vitro sobre el

efecto de preparaciones de melanina sintetica y tumoral

obtenida apartir de tumores melanoticos, sobre diferentes

sistemas de lipoperoxidacion. Las observaciones realizadas
permiten concluir que la melanina puede actuar comoeficaz

atrapador de radicales alquilo (R-) y per Hilo (RDÜ-)con

inhibicion de 90%y 80%en los procesos de lipoper xidacion

espontaneos para la melanina sintetica y tumoral

respectivamente. En los sistemas de lipoperoxidacion

iniciados con hidroperoxido de ter-butilo las preparaciones

de melanina sintetica produjeron una disminucion de la

produccion de sustancias reactivas con acido tiobarbiturico

del 43%, mientras que las preparaciones de melanina tumoral

no mostraron ningun tipo de efecto. Cuando se inic1o la

lipoperoxidaCion con 2,2,azo,bis-amid1nopropano, el cual

genera radicales por efecto de la temperatura, las

preparaciones de melanina sintetica y tumoral produjeron una

inhibicion del proceso de lipoperoxidacion de 73% y 84%

respectivamente.
Estos efectos sobre diferEntes sistemas pueden

explicarse dada la capac1dad de la melanina de reaCCionar



con radicales del tipo RO- y ROÜ-. dando reacc10nes de

adicion-terminacion y a la capacidad de quelar iones

metalicos (Fe=*, Fe3’, Cu¡*) catalizadores del proceso de

lipoperoxidacion. metales impidiendo asi la propagacion de
la cadena de reaccion.

La determinacion de los niveles de las enzimas

antioxidantes en la corteza adrenal de rata y en las celulas

provenientes de cultivos primarios de celulas de zona

glomerulosa de corteza adrenal de rata, permiten sugerir que

las condiciones de cultivo en presencia de 1 uMde acido

ascorbico no afectan los niveles de las enzimas superoxido

dismutasa y catalasa, pero si afectan los niveles de la

enzima glutation peroxidasa y que el cultivo en ausencia de

snero, asi como la adicion de selenio son capaces de

modular los niveles de esta enzima, sin tener ningun efecto

sobre la superoxido dismutasa y la catalasa.
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INTRODUCCION

l. Bioquímica del oxigeno.

El oxigeno fue descubierto por Joseph Priestley en

1774; unos años mas tarde fue reconoc1do por Antoine

Lavoisier como un elemento indispensable para 1a Vida. Este

gas se ha cons1derado comoel elemento vital por excelencia

ya que todos los animales obtienen su energia gracias al

oxigeno que oxida a las moleculas biologicas durante el

proceso de la respiracion. El oxigeno constituye el aceptor

final del flujo de electrones generado en las membranas
mitocondriales durante las reacciones de oxido-reduccion

realizadas en 1a cadena respiratoria mitocondrial

produciendo diferencias de potencial transmembrana, las

cuales son utilizadas para 1a sintesis de ATP.

La presion del aire corresponde a 766 mmde Hg, y la presion

parcial de oxigeno en el aire corresponde a 159 mmde Hg. En

el organismo 1a tension de oxigeno en la sangre venosa es

aproximadamente 46 mmde Hg (53 un 02), y en los tejidos es

de alrededor de 25 mmde Hg (33 uM 02) (Dejours, 1977).

Hpesar del alto contenido de oxigeno en el aire la presion

parcial de este en el organismo es de solamente 16%del

oxigeno ambiental. Ademas,dentro de las celulas existe un

gradiente de concentracion de oxigeno el cual disminuye en
las cercanias de las membranas mitocondriales. Las

concentraciones intracelulares de oxigeno se calculan como



del orden de 2'25 mmde Hg . Obviamente los valores menores

estan vecinos a la linea de la anovia (Chance y col..I 1979).

Cualquier aumento en el suplemento de oxigeno a la celula

por pequeño que sea ha sido reconocido desde hace muchos

años como toxico para todos los organismos vivos

(LavoiSier, 1783; Bert, 1871). En condiciones biologicas de

temperatura y presion la molecula de oxigeno se muestra como

un compuesto quimicamente inerte, no pudiendo reaccionar

directamente con las moleculas biologicas. Asi, la glucosa

puede permanecer indefindamente al aire libre sin Midarse.

Comose explica, entonces, que sea una molecula necesaria

para la produccion de energia en los seres vivos ? Y como

se explica que siendo una molecula necesaria para la vida
sea a su vez toxica ? Nos encontramos entonces frente a una

doble paradoja, 1a cual puede ser resuelta a traves de la

estructura electronica de la molecula de oxigeno, y permite

explicar no solo su baja reactividad sino tambien los

mecanismos que conducen a su toxicidad. Esta baja

reactividad del oxigeno explica tambien la riqueza de este

elemento en la atmosfera ya que de lo contrario este se

habria consumido por la oxidaCion de los compuestos

organicos impidiendose asi la existencia de vida aerobica en

el planeta. A pesar de su baja reactividad el oxigeno

reacciona con moleculas organicas y enZimas por procesos

bioquimicos que conducen a la formacion de intermediarios

altamente reactivos: los intermediarios de la reduCCion

parCial del oxigeno.



de la toxicidad por irradiacion con rayos X en sistemas

biologicos. El fenomenobasico es la radiolisis del agua y

las reacciones siguientes dependen de la presencia o

ausencia de oxigeno (Fig. 1). En ausencia de oxigeno

predominan las reacciones de recomb1nac1on y en presencia de

OHIQEHDlas reacciones en cadena. En los Sistemas biologicos

las reacciones de propagacion de radicales libres ocurren

generalmente debido a la captura de atomos de hidrogeno (un

electron y un proton) a expensas de_ moleculas organicas
vecinas y a traves de la ruptura de un enlace covalente

entre un atomo de carbon y un atomo de hidrogeno. A traves

de estas deshidrogenaciones se generan nuevos radicales,

los cuales capturan a su vez nuevos electrones continuando

asi las reacciones en cadena, la cual se interrumpe por la
combinacion de dos radicales libres a traves de sus

electrones no apareados en una reaccion de terminacion.

El estado de un radical libre es pues en principio

inestable y su existencia relativamente efimera, debido a
esto no resultan faciles de poner en evidencia. El oxigeno

reacciona extremadamente bien con los radicales libres y por

el contrario se muestra poco reactivo en presencia de la

mayor parte de las moleculas biologicas.
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1.1 Radicales libres y reacciones en cadena.

Un radical libre es un atomo o molecula en el cual existe

un electron no apareado. lo cual le confiere una

relativamente alta reactividad llevandolo a la captura de

otro electron. En los radicales libres el momentomagnetico

del electron no apareado no se encuentra balanceado por el

momentomagnetico de otro electron en el mismoorbital, lo

cual le confiere al radical libre todas sus propiedades

paramagneticas, siendo estas ultimas las que permiten poner

en evidencia la presencia de los radicales libres por medio

de la resonancia electronica paramagnetica.

En el año 1906 el quimico aleman M. Gomberg demostro que los

radicales libres pueden existir en estado libre y en forma

independiente. La reactividad de los radicales libres es

proporcional a la incapacidad de deslocalizacion del

electron no apareado. Asi radicales libres de pequeño tamaño

molecular como el DH- y el CH3- tienen alta reactividad, con

constantes de reaCCion de segundo orden en soluc1on del

orden de IÜ°-199 M“* s“. Mientras que radicales de mayor

tamano molecular como los derivados del cromanoxilo o del

trifenilmetano tienen baJa reactividad, con constantes de

reacc10n de segundo orden en soluc1on del orden de 10‘-lü* y

Vidas medias del orden de 1-100 seg en sistemas biologicos.

En la decada del 59 se diluc1daron los mecanismos quimicos



1.2 Toxicidad del oxigeno, especies de oxigeno activo.

Alrededor de 1954 Rebeca Gerschman propuso que los

efectos toxicos del oxigeno y de los rayos X en sistemas

biologicos tenian un mecanismo en comun el cual puede

atribuirse a la formacion de radicales libres del oxigeno.

La transformacion del oxigeno en radical libre ocurre por 1a

reduccion de la molecula de oxigeno a traves de la captacion

de un electron, el cual transforma a1 oxigeno en anion

superoxido (027) , cuya existencia fue sugerida en 1930 por

F. Haber y R. Wellstatter y solamente puesta en evidencia en

los sistemas biologicos en 1969 por J.M. McCord y

I.Fridovich. Una vez formado el anion super mido este puede

espontaneamente o por la accion de la super xido dismutasa

generar peroxido de hidrogeno (H202) el cual se transforma

facilmente por ruptura del enlace per Hido (0-0), en

especies oxigenadas muyoxidantes comoel radical hidromilio

(0H-); el cual constituye un toxico potencial por su alta

reactividad quimica.

1.3. Metabolismo de las especies de oxigeno activo y

metabolismo de hidroperoxidos.

Se entiende por oxigeno activo a aquellas espec1es

de OXIgEnO (radicales libres, productos de la reduCCion

parc1al del oxigeno y oxigeno Singulete) que tienen mayor



react1v1dad que el oxigeno molecular o dioxigenu. Esta lista

incluye naturalmente al anion superoxldo (027), al DEFOKldD

de hidrogeno (HQDQ), al radical hidroxilo (OHO) y al OHIQEHO

Singulete (‘02). Por extension sor incluidos en esta

definiCion el radical DEPDKIID (R000), los hidroperoxidos

organicos (RÜDH) y peroxidos organicos (RÜÜR). Esta

extension abarca a las prostaglandinas, algunos pesticidas y

tromboxanos que son endoperoxidos e hidroperoHidos. La

denominacion de metabolismo de hidroperoxidos (RDÜH)

enfatiza en el hecho que estas especies, los hidroperoxidos

organicos, donde aparte de la molecula (R) descarta tanto un

acido graso como una base de acido nucleico un aminoacido; y

son normalmente producidos, utilizados y eliminados en los

sistemas biologicos (Chance y col., 1979). Estos procesos

metabolicos fueron establecidos en forma general en 1979 por

Britton Chance, Helmut Sies y Alberto Boveris (Chance y

col., 1979) dando una idea clara, dinamica y general de los

procesos de produccion de especies de oxigeno activo y de 1a
debida a las actividades de losregulacion celular

diferentes sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos involucrados en la utilizaCion de hidroperoxidos

libres y unidos a membranas. En cond1c10nes f151ologicas las

reacc10nes de produccion de las especies de OHIQEHDactivo

ocurren con veloc1dades que dan cuenta de un 2-52 del

onigeno que respiramos (Boveris y Cadenas, 1982). Las

princ1pales fuentes de DEFOHldDde hidrogeno intracelular en

higado de rata son: las mitocondrias (aproximadamente 29



35%); el reticulo endoplasmico (NADPHuc1tocromo-P459_

reductasa); (aproximadamente 20- 46%); peronisomas

(aproximadamente S-BÜZ); y enzimas citosolicas

(aproximadamente 1-52) (CHance y col., 1979). La

concentracion en estado estacionario de peroxido de

hidrogeno para el higado de rata es de 19" M (Oshino y

col., 1973). Las concentraciones de radical superoxido en

higado de rata son del orden de 19-‘° a 19-“ M (Tyler,

1975). Las pricipales organelas generadoras de especies de

oxigeno activo son las detalladas en 1a Tabla 1.

TABLA l

FUENTES INTRACELULARES DE ESPECIES DE DXIBEND ACTIVO

ÜRGANELA/ENZIMA PRODUCTOS

Mitocondria
Ubiquinona 027

Reticulo E.
NADPHcitocromo-reductasa 027 y H202

tocr‘omoP45.) 027
Citocromo bs 027

Membranaplasmatica
Lipoxigenasa ‘02
Prostaglandina ‘02
NADPH-oxidasa(celulas fagoc1ticas) 02:

Feroxisomas
Urato-oxidasa otras Hgüg

Citoplasma
Enzimas solubles y proteinas Ügï y “202
Tioles y Flavinas reduczdas 027 y Hzog



2. Efectos toxicos de las especies activas del oxigeno en
los sistemas biologicos.

2.1 Radical superoxido

La teoria de la toxicidad del oxigeno propuesta por

Gerschmany Gilbert identificaba a los radicales libres del

oxigeno como moleculas responsables de esa toxicidad. Mas

tarde McCordy Fridovich (1969) al descubrir la superoxido

dismutasa propusieron que la formacion de 027 constituye el

hecho primordial de la toxicidad del oxigeno y que la

superoxido dismutasa constituye la defensa mas importante.

A pesar de su baja reactividad quimica en soluciones acuosas

y de su poca difusibilidad a traves de membranasbiologicas

el 027 generado por sistemas enzimaticos, quimicos o

fagociticos puede producir daño biologico cons1derab1e.

La generacion de H202a partir del anion radical superoxido,

y el cambio en el estado de oxido-reduccion del Fe:H a Fe“2

y otros de varios iones metalicos, cobra un significado

biologico especial para la celula ya que estas reacc1ones

dan lugar a la formacion de radical hidroxilo el cual es uno

de los oxidantes mas poderosos presentes en los Sistemas

DIologicos. Este compuestoes capa: de catalizar diferentes

reacc10nes: la primera reacc1on cons15te en la ox1dac1on de

grupos -SH a grupos —S—S-(Asada y col., 1976), la segunda

reaCCLQnconSiste en su dismutacion generando Hzüz y 02, la

tercera reacc10n seria su interacc1on con metales de



transic10n como el Fejt y el Cu“ dando Fe“ y Cu‘*, la

cuarta reaccion COH‘Sl‘SthIR en la lfltE‘l‘aCCI‘Jn dE? 105

productos de la reacc1on dos (HQÜZ)y tres (Fe‘z) para dar

radical hidroxilo (0H°)(Fellog y col., 1975) (Fig. 2).

FIG. 2 REACCIONES DEL ANIÜN RADICAL SUPERÜlIDO EN LAS

ÉUME.HUWMIEOENIYYC&IVN)

Estas espec1es son capaces de produc1r lipoperoxidacion

(Überley, 1978); las tres reacc1ones pueden traer ademas

consecuenc1a importantes en el metabolismo celular. Las

reacc10nes que dan origen a una tDKICIÜaddirecta del anion

SUDEPOKIÜOno parecen muy importantes en los sistemas

biolgicos. Estas son las que se dan al PeBCCionarel anion

SUpEPOKldOdirectamente con las quinonas, para dar

l/a



semiquinonas o con citocromo C Nidadado para dar citUCromo

c reducido . Las reacc10nes que generan toxicidad secundaria

aparecen como de gran importancia debido a la reaccion del

anion radical superoxido con metales de transic10n los

cuales se reducen constituyendose a51 en los iniciadores de
diferentes reacciones en cadena de radicales libres. Comose

dijo antes la enzima superoxido dismutasa constituye 1a

defensa mas importante para prevenir los efectos toxicos del

anion radical super xido.

Q

027 > 8Q + 02 (Toxicidad primaria)

Fe3*

SOD-\\‘N Fe=* + 02 (Toxicidad secundaria)

H202 + 02 (Mecanismo de defensa)

2.2. Peroxido de hidrogeno.

El peroxido de hidroqeno se genera en las mitocondrias

como en los microsomas por autooxidac1on de componentes

redox de las membranas y en los peronisomas-por la aCCion

enZimatica de anidasas como la D-aminoac1do-0H1dasa, urato

oxidasa etc. La molecula de “202 es altamente difu51b1e

(Chance y col., 1979).



compleJo-Fe=*

“203 > ÜH' + ÜH' + comple30-Fe3*
. (toxic1dad directa)

disminucion GSH (toxicidad secundaria)

Catalasa
Glutation peroxidasa (Mecanismode defensa)

Complejo-Fe=* + 027 > Complejo_pez+ + Ü:

Complejo-Fe2+ + H=0 > DH- + ÜH- + Complejo-Fe=*

Reaccion neta: 02: + Hgüg——> ¡32+ OH. + 0H
(Reaccion de Haber-Weiss)

E1 peroxido de hidrogeno a traves de su interaccion con

metales de transicion especialmente Fe*3 es capaz de generar

radical hidroxilo, siendo esta reaccion 1a principal fuente

de toxicidad. La catalasa y la glutation peroxidasa

constituyen los mecanismos de defensa mas importantes.

2.3 Radical hidroxilo

Este radical se genera no solo por la reaCCIon de Haber

weiss con peroxido de hidrogeno y iones metalicos, Sino a

traves de procesos de radiac10n ionizante. Este radical

constituye una espec1e altamente reactiva y se cree que es

responsable de la mayor parte del daño a1 DNA(Mello Filho

y Hoffmann, 1985; Starke y Farber, 1985) generando rupturas

y liberaCion de bases (Fraga y col., 1990). No obstante el

H)



mecanismode reaccion de estos radicales no es muyclaro y

se ha propuesto rec1entemente que la mavoria del daño a]

DNA.mediado por las espeCies de oxigeno activo no seria

debido a un efecto directo de el radical hidroxilo sobre el

DNA sino que estos iniCiarian una serie compleJa de

reaCCiones metabolicas secundarias en cascada las cuales en

parte requeririan de Ca=*y finalmente se produciria el daño

al DNA (Üchi y Cerutti, 1987; Cantoni y col., 1989). El

radical hidroxilo es capaz tambien de generar procesos de

lipoperoxidacion a los lípidos de las membranascelulares y

generar entrecruzamiento y polimerizaciones sobre las

moleculas de proteinas.

ÜH° “) especie altamente toxica

N Acidos nucleicos
DANÜ Proteinas

Lipidos
Carbohidratos

Secuestro de metales de
transicion : Ferritina

Metalotioneina
Sacrificio de moleculas antioxidantes
(alfa-tocoferol)

(Mecanismos de defensa)

2.4 Oxigenosingulete.

El OHJQEHOsingulete es un estado exitado del oxigeno

molecular. Si bien no es exactamente un radical libre,

tiene reactividad aumentada y se forma en reaCCiones en las

que intervienen radicales libres desencadenando a su vez
diferentes reaCCiones en cadena. Se forma tambien en



reacciones de fotosensihilizacion. recombinaCIOn de

DÉPDHldOSprovenientes de reacc1ones de llDODEPQHldaCÍDnv a

partir de procesos de fagocitosis (Badweyy harnovsky 1989).

mieloperoxidasa

+1,02 + (31- ) HCID]
polimorfonucleares

H20/ R-NH;(aminas)

R-NH- C1

‘02 (oxigeno singulete)

Esta reaccion es biologicamente importante ya que el

hipoclorito (HCIÜ) puede formarse a traves de 1a enzima

mieloperoxidasa durante la fagocitosis.

‘02 > Hidroperoxidos
Endoperoxidos

GSH
Vitamina E
Vitamina C (mecanismos de defensa)
Vitamina A

M

‘02 ) 02 + Mi

‘02 > Ü: P hv

El oxigeno singulete puede interactuar con otras moleculas

combinandose quimicamente con ellas o transfiriendo su

energia de exc1taCion a ellas y volviendo a su estado

fundamental y deJando a la otra molecula en estado excitado



(reacciones de fotosensibilizac1on) (Turrens, 1978).

2.5. Efectos toxicos.

Las espec1es de OKIQEHQactivo generadas intra o extra

celularmente durante periodos prolongados en concentraCiones

bajas, gereran alteraciones de los mecanismosde respuesta

intracelular (Muehlematter y col., 1989; Cerutti y col.,

1989) , las cuales no llegarían a presentar modificaciones

bioestructurales. Estas modificaciones morfologicas si

estarian presentes en casos de concentraciones toxicas de

especies de xigeno activo las cuales generarian efectos

citotoxicos agudos presentandose asi las modificaciones

morfologicas (Bustamante y col., 1996). Concentraciones

similares de oxigeno activo pueden resultar mas o menos

toxicas para las distintas celulas, dependiendo de un sutil
balance entre las concentraciones en el estado estacionario

de las especies de oxigeno activo y de las defensas

antioxidantes enzimaticas y no en21maticas celulares

(Amstad y Cerutti, 1996).

En general los efectos c1totoxicos agudos los cuales se

asoc1an a aumentos de la quimioluminiscenCia espontanea del

lOHZ (Fraga y col., 1985), y aumentos de la (“202] mayores

al 40X (Gonzales Flecha, 1991) llevaando a 1a muerte celular

(Tabla 2).

difiCiles deLos efectos de dQSis no letales serian

detectar atraves de biotransformaciones en los sistemas

IQ



celulares. pero podrian ser particularmente importantes en

los mecanismos inmunologicos ((Lerutti y Trump. 199i). donde

los oxidantes produc1dos por las celulas faqociticas podrian

estimular el crecimiento, paralelamente a su efecto toxico y

bacteriostatico, involucrandose asi en los procesos

carcinogenicos donde los Hidantes pueden actuar como

promotores tumorales. Que una dosis de oxidante genere

transformaciones bioestructurales o genere una respuesta no

letal (fisiopatologica) (Tabla 3) no depende solamente de
las defensas antioxidantes celulares sino tambien de 1a

eficacia de los mecanismosde reparacion intracelulares que

operan sobre el DNA,las proteinas y los fosfolipidos.

3. Sistemas de defensa presentes en los sistemas biologicos

La toxicidad del oxigeno se ejerce en los sistemas

biologicos en las condiciones patologicas y posiblemente en

condiCiones que contribuyen al proceso de envejecimiento,

Estas acciones toxicas estan contrarestadas por los sistemas

protectores enzimaticos que incluyen la superoxido

dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa y los

sistemas no enzimaticos constitu1dos pOr moleculas pequeñas

comoel acxdo ascorbico, el alfa-tocoferol, el glutation, el

betancaroteno y el ac1do urico.
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TABLA 2

EFECTOS CITÜTDXICÜS DE LAS ESPECIES DE ÜXIGENÜ ACTIVO

027; Hzozy DH’» ‘02

Efectos Observac1ones

Inhibicion de bombasionicas tumefaccion citoplasmatica
captacion de colorantes
(trypan blue)

Perdida de 1a homeostasis ruptura del
del Ca“ citoesqueleto

aparicion de ampollas
(blebbing)
tumefaccion de
mitocondrias
condensacion de la
cromatina

Daño a proteina que unen
metales (metalotioneina) liberacion de calcio

Daño a membranas lipoperoxidacion
(productos) TBARS
perdida de proteinas
(LDH)
evidencia
ultraestructural
de daño a membranas

Daño a DNA liberac1on de
metabolitos
(B DH deoxiquan051na)
S.C.E. (intercambio de
cromatides hermanas)
otras aberrac1ones
cromosomicas



nn saturable y no Michaeliana con una constante de veIOCIdad

de segundo orden para 017 y [SUD] de K = 23199 Mn‘S“

(Chance y c01.. [979).

La en21ma citosolica (Cu-Zn SUD) y la mitocondrial (Mn-SOD)

estan formadas por dos subunidades con dos atomo-gramo de Cu

y dos atDmQ-gramo de Zn por molecula y dos atomo-gramo dn

Mn respectivamente.

A) SOD-Cu=* + 0:7 SOD-Cu‘* + 02

F) SUD-fu"+ + 027 + HRÜ---------- --} SDD-C=* + HgÜ:

La glutation peroxidasa y la glutation reductasa constituyen

el segundo sistema de defensa antioxidante celular. La

glutation per Hidasa en su mayOPpaPte citdsolica presenta

dos formas dependiente y no dependiente de selenio (Chance y

c01., 1979).

La enzima dependiente de selenio reduce no solamente al

peroxido de hidrogeno sino tambien a los hidroperoxidos

organicos en presenCia de glutation, dando este dos

equivalente de reduCCion y furmando a su vez glutation

QHldddO (ÜSSGI transrormando una mulecula de Hgüg en dos

moleculas de “20, el glutation es regenerado a su vez por la

glutation reductasa en presenCia de NADPH(Flohe, 1982)
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TABLA 3

AI._TEF‘ACIÜN DE LOS MECANISMOS DE RESPUESTA DEBIDÜS A LGS
ESPECIES DE ÜXIGENÜ ACTIVO

0'27, HQOQ. DH. y ‘02

Leve aumento de la concentrac10n de Ca=* intracelular

Fosforilacion de proteina Pibosomal 8-6

Activacion de protein-quinasa C (CPH)

Daño al DNA

Poli-ADP-ribosilacion de proteinas y de acidos nucleicos

Expresion de oncogenes c-fos y c-myc

Modulacion de la expresion genica.

3.1 Sistemas enzimaticos

La superux1do dlsmutasa se encuentra presente en

pract1camente todas las celulas eucarioticas como

levaduras, plantas y an1males (Halllwell y Gutter1dge,

1989). Esta enzima catallza la dlsmutaCIQn del 027 en “302 y

02 a traves de una reacc10n de dlsmutac1on en la cual dos

moleculas del mismosustrato Interaccionan secuencialmente

una 0H1dandose (perd1da de electrones ) y otra reduCIEndose

(gananc1a de electrones). La reaCCIDnpresenta una cinetlca
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2/;

:F-‘x

+410; + L-‘GSH ———————————————————-—'.- :2 Hit) + ¡3354;\ /
\ s ____ ___ñ a f Í

¡r '_ "\\ Glutation Reductasaz”/ ‘sz \
NADP NADPHQ

‘x ‘x a'/f
N‘ —___ —’ Glucosa-ó-fosfato-deshidrogenasaa, ———'‘\4'f \A/ .Glucosa Via de las pentosas

La catalasa se encuentra en su mayor parte en los

peronisomas (De Duve, 1973), esta enzima es no saturable y

no Michaeliana y dismuta el Hgüá en HgÜ y Ü: molecular.

Tiene dos actividades enzimaticas bastante diferentes una

actividad catalatica y otra actividad peroxidatica (ver
esquema). La eficiencia de las dos vias depende de las

constante de velocidad y de 1a concentracion del dador de

hidrogeno (AHQ). Como dador de hidrogeno pueden actuar

sustratos como el metanol, etanol, fenol, acido for‘mico.l

nitritos, otros. K1: 1.7x197 M-‘s-*, K'4: 2.6x197 M-*s—*,

M4: 0.2-1x163 M—‘s-‘ (Chance y col., 1979).

k1

cataiasa- Fe5* + “202 -------------- --2 compuesto-I

k'a
compuesto-I + Hqüg > 02 + :HgÜ

(Tunc1oncatalatica)
AH:

k.

(funCion peroxidatica)
A

HgÜ



3.2 Sistemas de defensa no enzimaticos

La vitamina E o alfa-tocoferol es capaz de reaccionar

con distintos radicales libres a veloc1dades muydiferentes
dando el correspondiente radical (vit-E---Do). Se ha

propuesto que esta molecula podria funcionar comoun canal

molecular a traves del cual los radicales libres

abandonarian la zona de hidrocarburo (hidrofobica) de las

membranasde la siguiente forma:

Ro + Vit-E-ÜH ----- --> RH +°Vit—E-DH

oVit-E-ÜH ----- -—>Vit-E-O°

2 Vit-E-ÜO ----- --> Productos

Vit-E-ÜO + AH —————-—> Vit-E-DH + A0

Los antioxidantes (AH)podrian ser acido ascorbico, acido

urico, serotonina u otros hidroxiindol derivados (Halliwell

y Guteridge, 1989).

El aCido ascorbico parece estar involucrado en la

transferenCia de H al alfa-tocoferol regenerando la forma

reduCIda de la Vit-E, en la reacc10n directa con radicales

DEPÜKIIDS y tambien como apagador de 1a energia de

dESENCItaCiOndel ‘02 (Halliwell y Gutteridge, 1989). Con

los carbonilos exCitados en estado triplete promueve la

abstraccion de H apartir de sus grupos enediol (Halliwell y

Butteridge, 1989).



F'ÜÍJ- 4- AH" --------------- ---* R'ÜÍJH+ AH°‘

=[::>C=m- + AH" ---------- ——:>¡(L-OH + Ao

El glutation se encuentra' en concentraCiones de 2-7 mMen

las celulas, ademas de ser substrato importante de la

glutation peroxidasa y de la dehidroascorbato reductasa. es

un buen atrapador de radicales hidroxilo y de oxigeno

singulete; tambien es capaz de reactivar algunas enzimas

inhibidas por concentraciones altas de oxigeno debido

posiblemente a 1a oxidacion de los grupos -SH de esas

proteinas (Halliwell y Gutteridge, 1989).
El acido urico se acumula en los tejidos de los mamiferos

comoproducto final del metabolismo de las purinas y se

encuentra en el plasma en concentraciones de Ü.25-ü.45 mM.

Esta molecula a pesar de funcionar como un eficiente

atrapador de oxigeno singulete, de radicales peroxilos

(RDÜ') y de radicales hidroxilos (0H-) no es siempre un

perfecto antioxidante, dado que el radical en que se

transforma aunque menos reactivo que el radical hidPOHIIOno

es completamente inofenSivo ya que puede produCir

inactivac10n de algunas enZimas (Halliwell y Butteridge,
1989).

La Vitamina A es capaz de captar la energia de deseHCitaCion

del oxigeno singulete (‘02) (Di Mascio y col., 1990) tambien

puede func1onar comoatrapadora de radicales libres (Burton

e Ingold, 1984)
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Es importante anotar que estos componentes son importantes

en las celulas de los organismos Vivos ya que gran parte de

las propiedades anticarcinoqenicas de los antioxidantes

pueden ser atribuidas a sus habilidades comoatrapadores de

radicales libres. Los antioxidantes presentes en las
fracciones citosolicas o en los fluidos extracelulares asi

comoaquellos localizados en los lípidos de las membranas

actuan como anticarcinogenos interrumpiendo las reacciones

de radicales libres potencialmente responsables de los

procesos de carcinogenesis.

4. Estados celulares prooxidantes

La mayor parte de los organismos vivos se encuentran

expuesto a los oxidantes; los oxidantes endogenos son

aquellos que se generan durante las reacciones metabolicas y

los oxidantes exogenos incluyen al oxigeno hiperbarico, a

una gran variedad de xenobioticos y a la radiacion.

Unestado celular pro-oxidante o estres oxidativo se genera

cuando las defensas antioxidantes no pueden contrarestar el

fluJo de los oxidantes y se produce un aumento en las

concentraciones en el estado estaCionario de las espec1es de

oxigeno activo. Esto puede ocurrir por una producc1on

aumentada de las espec1es activas del OHIQEHDo por una

disminuCion de las defensas antioxidantes enzimaticas y no

enzimaticas o por combinacion de las dos situaciones. El
daño ocasionado a las macromoleculas dentro de la celula
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CONSECUENCIAS DEL DAÑO
MOLECULAR DEBIDO A

LAS ESPECIES DE OXIGENO ACTIVO

CARBOHIDRATOS—> ARTRITIS
FRAGMENTACION DE POLISACARIDOS (NAN-MAG)

DESPOLIMERIZACION

DAÑO A LIGAMENTOS Y ARTICULAClONES

LIPIDOS_> ATEROSCLEROSIS
PRODUCTOS TOXICOS

0UIM|OTAXIS

DAÑO ENDOTELIAL

PRODUCC'ON DE ANTIGENOS NUEVOS

MODIFÍCACIONES DE RESIDUOS DE LISINA
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puede tener concecuencias reversibles o irreversibles

dependiendo de las concentraciones de las especies de

oxigeno activo y del tiempo de ENDOSICIOHa estos aoentes

(Fig 3). En la Fig 4 se presentan algunas enfermedades en

las cuales la evidencia del involucramiento de las especies

del oxigeno activo como agentes causantes parece

establecida (Halliwell y Gutteridge. 1989).

5. Cancer

El proceso de conversion de una celula normal hacia un

estado maligno se llama carcinogenesis y consiste en un

proceso complejo multisecuencial donde los factores que lo

desencadenan incluyen tanto caracteristicas geneticas como

factores ambientales y los agentes que lo inducen se

llaman carcinogenos. Las celulas malignas asi generadas

difieren bioquímicamente en muchos aspectos de las celulas

normales. Uno de los primeros puntos analizados en estas
celulas canerosas en relacion con el metabolismo de

hidroperouidos fue el contenido de las defensas

antioxidantes enzimaticas ya que proteqian contra los

metabolitos de la reduCCionparcial del oxigeno. Estas

especies (02?, H202 y DH-) se encuentran implicados en el

daño produCido por la radiacion y por diferentes compuestos

Citostaticos, involucrando ¿Si a las especies de oxigeno

activo en la sensibilidad de estas celulas a la radioterapia

y a la quimioterapia.

30



vamanaka v Deamer (1974) fueron los primeros en

demostrar que una de las en21mas antioxidantes. la

superoxido dismutasa se encontraba en concentraCiones

menores a las de las celulas normales. Hallazgos posteriores

mostraron que en un gran numero de celulas tumorales

existian niveles disminuidos de Mn-SÜD y que un numero

importante de tumores mostraban valores levemente

disminuidos de Cu-Zn-SÜD(Bozzi y col., 1976; Peskin y col.,

1976, 1977; Lankin y col., 1976; Überley y col., 1978). Dado

que 1a Mn-SDDes de localizacion mitocondrial estas

observaciones podrian resumirse refiriendose a la menor

capacidad oxidativa de las celulas tumorales.

Si bien estos hallazgos son ciertos, Marklund y col. (1982)
enzimas antioxidantes enanalizaron el contenido de

diferentes lineas tumorales humanas comparandolas con

tejidos humanos normales y encontraron que el contenido de

la Mn-SDD no se encontraba como regla general disminuida en

las celulas tumorales y Sl presentaba una variacion mayor

que la Cu-Zn-SÜD;tambien observaron que la catalasa variaba

cons1derablemente tanto en los teJidos normale como en las

lineas tumorales mientras que la glutation peroxidasa

mostraba pocas diferenc1as entre los teJidos tumorales y
normales.

Dionisi y col. (1975) mostraron que las celulas tumorales

de Ehrlich tenian la misma velocxdad de produccion de

radical SUPEPOKldO(027) que celulas de corazon bovino,

mientras que las celulas de hepatoma de Morris presentaban
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una velocidad de produCCion de radical SUDEPDKldO5 veces

mayorque otros tipos celulares. Estas investigac1ones solo

pudieron concluir que las celulas tumorales son capaces de

producir radical SUDEFOHIGD.

Muchose ha especulado respecto a la reaCCion del radical

superoxido con la oxidacion de los grupos sulfidrilos a

grupos disulfuros en el sentido de que este proceso puede

llevar a cambios conformacionales de diferentes proteinas

generando activaciones o inactivaciones de algunas enzimas

de accion critica. Los resultados experimentales señalan que

es posible modificar a traves de los cambios del estado
redox de los tioles celulares las actividades de enzimas

como 1a adenilato ciclasa y la fosfodiesterasa, estas dos

enzimas estan involucradas en la regulacion de los niveles

de AMPciclico, el cual tiene un papel importante en 1a

regulacion de la division celular (Friedman, 1976). Apffel y

col. (1972) encontraron que 1a proliferacion de algunos

tumores, dependía de un intercambio entre los grupos tioles

y los grupos disulfuros. Se ha especulado que el radical

hldPOKilDa traves de la activacion de la guanilato ciclasa

(Mittal y col., 1977) la cual regula a su vez los niveles de

GMPciclico es capaz de aparecer como regulador de 1a

div151on celular. Hallazgos posteriores han demostrado que

las fracciones subcelulares obtenidas a partir de celulas

tumorales en cultivo u obtenidas a partir de tumores de

animales presentan niveles muybaJos de lipoperoxidacion in

vitro. Entre las razones de este fenomenopodriamos señalar
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a la disminucion del contenido de los ac1do grasos

poliinsaturados en las membranasde las celulas tumorales. a

aumentos en el alfa-tocoferol y a una caida de los niveles

de cit.P450 y de la NADPH-cit-PSÜ-reductasa (Halliwell y

Guytteridge, 1989). Varios estudios reCientes sugieren que
las reacciones de radicales libres se encuentran disminuidas

en las celulas tumorales (Halliwell y Gutteridge, 1989)

Unode los objetivos importantes de conocer el metabolismo

de hidroperoxidos en las celulas tumorales seria el diseño

de drogas cuyo destino sea lograr la muerte de las celulas

cancerosas con el minimo daño posible hacia las celulas

normales. Los tumores poseen una capacidad proliferativa

importante en comparacion con las celulas originales

normales, por consiguiente un gran numero de drogas se ha

diseñado para interferir con la division celular, a menudo

bloqueando la sintesis de DNA,RNAo proteinas. Los primeros

ensayos de quimioterapia se hicieron en el año 1942 cuando

se uso por primera vez mostaza nitrogenada (Halliwell y

Gutteridge, 1989) en un paciente con linfoma. Hoy en dia los

agentes alquilantes se utilizan para unirse al DNA

modificandolo e interfiriendo con la replicacion y

transcripCIOn. Se usan tambien antimetabolitos los cuales

interfieren con diferentes reacciones metabolicas como el
metrotexate, el S-fluoro-uraCIIQ, b-mercaptopurina etc.

Existen tambien un numero grande de antibioticos

antitumorales los cuales se pueden clasificar desde el punto

de Vista quimico en diferentes grupos. Asi como las
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antrac1clinas produc1das por diferentes cepas de

Streptomices poseen una porc1on de carbohidrato unida a su

estructura tetrac1clica, la perdida de este azucar Significa
la perdida de su actividad tumoral. Entre las antraciclinas

se encuentra la ampliamente usada doxorubicina. a menudo

llamada adriamicina. Las antraciclinas producen una serie de

efectos colaterales Siendo el mas serio su cardiotoxic1dad.

esto constituye un limitante importante en la dosis
administrada. El mecanismode accion no esta totalmente

claro y parece involucrar diferentes procesos en los cuales

parece que la produccion de radicales libres del oxigeno

juega un papel importante (Bachur y col., 1978; Bustamante

y col., 1996). Entre las celulas tumorales existen

diferencias importantes en el grado de resistencia a la

radiacion ionizante; las celulas de carcinoma mamario
muestran una sensibilidad diferente a las celulas de

melanoma, presentando estas ultimas una resistencia

importante a 1a radioterapia.
El objetivo de esta tesis es el de examinar las

caracteristicas generales del metabolismo de hldPODEFOHIÓOS

en dos lineas de celulas tumorales humanasen cultivo: las

de carcinoma de mama (MCP-7) y las de melanoma maligno (115"

MEL-J)y estudiar algunas aCCiones de agentes antioxidantes

y drogas antitumorales cuyo efecto biologico parece

EJEPCEPSEa traves de la generacion de las espeCies del

oxigeno activo.
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1. Cultivos celulares.

Se utilizaron dos lineas celulares tumorales MEF-7y IIB

Mel-J, ambos tipos de celulas constituyen lineas tumorales
establecidas.

Las monocapasde celulas adrenales se obtuvieron a partir

de cultivos primarios de celulas de la corteza adrenal de
rata.

1.1. Cultivo de Celulas de carcinoma mamario "CF-7.

Esta es una linea celular no clonada establecida a partir de

un carcinoma de mamahumano, obtenida originalmente en la

Michigan Cancer Foundation (Detroit, Mi. USA). Estas

celulas se cultivaron en una mezcla de Dulbecco/F12 (1:1)

suplementada con insulina (10 ug/ml), glutamina (4 mM),

estreptomicina (50 ug/ml), penicilina (59 unidades/ml), y

16%de suero fetal. En algunos experimentos (indicados en el

texto) se reemplalo el suero fetal por albumina bov1na (l

mg/ml). Los cultivos se mantuvieron a 37'C en atmosfera

humeda con 5% de C02 (Resnicoff y Medrano, 1987).

1.2 Cultivo de celulas de melanomamaligno IIB-HEL-J.



Esta linea celular se obtuvo a partir de un nodulo

proveniente de una metastasis de pulmon de un melanoma

maligno de un paciente de 64 años (Guerra y col., 1989).

Despues de la disgregacion del tumor con colagenasa las

celulas se purificaron con un gradiente de Ficoll-Hypaque.

Las celulas de 1a interfase se aspiraron y se cultivaron en

Dulbeco/F12 (1:1) suplementado con 16% de suero fetal

bovino, penicilina (199 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml),

insulina (5 ng/ml), factor de crecimiento epitelial (EGF)(5

ng/ml), glutamina (39 mg/ml), piruvato de sodio (0.15

mg/ml), galactosa (9.3 mg/ml), transferrina (5 ug/ml),

selenito de sodio (20 nM) y acido ascorbico (160 uM) a 37°C

en atmosfera humeda con 5% de CDz.

Estas celulas se separaron en 4 subpoblaciones a traves de

gradientes de densidad en Percoll (Guerra y col., 1989).

1.3. Celulas de corteza adrenal.

Cada cultivo se preparo a partir de tejido obtenido de

glandulas adrenales de ratas Nistar de 200 g (8-9 semanas),

a las cuales se les le KCl 0.3 Men dextrosa al 5%durante
72 horas antes de matarlas (Hornsby y col., 1971). Luego de

extraer las adrenales en forma esteril se procedio a la

decapsulacion de la glandula adrenal. Una vez obtenidas las

capsulas se colocaron en una solucion de sales de Hank-25 mM
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Hepes. La solucion estaba constituida por: 9.595% Hepes.

0.635% NaHCÜg, 0.976% de sales de Hank; 509 ugZ de

gentamicina, 2B nMde Selenito de sodio y 1 uM de acido

ascorbico. Enseguida se procedio a raspar suavemente el

tejido adrenocortical del resto de la glandula utilizando un

bisturi; los fragmentos de tejido asi obtenidos se colocaron

en 5 m1 de solucion de Dulbecco/F12 (1:1) en solucion

amortiguadora de bicarbonato con 15%de suero fetal bovino y

se disgregaron durante 2 horas a 37°C por la adicion de

2mg/m1de colagenasa. A1 final de 1a incubacion se aspiro el

medio y se resuspendio el material en medio Dulbecco/F12 10%

de suero fetal suplementado con 1 uMde acido ascorbico.

Despues de pipetear varias veces con pipeta Pasteur se

centrifugaron las celulas a 896 g; este material se

resuspendio parte en medio de congelacion: 1.7 m1 de medio

Dulbecco/FIZ, 0.2 ml de suero fetal bovino, 6.1 m1 de DNS

(sulfoxido de dimetilo) y en parte se resuspendio suavemente

en medio Dulbecco/F12, 10%de suero fetal suplementado con 1

uM de acido ascorbico, estreptomicina (59 ug/ml), y
penicilina (50 unidades/ml) y se coloco en la estufa a 37°C

en atmosfera humeda con 5% de C02. Dada la fragilidad de

estas celulas es necesario una revision diaria de las placas
al microscopio con el fin de observar su crecimiento. Se les

cambio el medio de cultivo a las 39 horas de plaquedas. En

general despues de 72 horas se obtuvieron monocapas de

dicho tejido con muy poca contaminacion con fibroblastos

(1%) . Los subcultivos se realizaron con una mezcla de 0.2
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ml de pronasa (1 mg/ml) y 0.3 ml de tripsina (1 mg/ml)

(Hornsby y col., 1971).

1.4 Tumores melanoticos.

Se utilizaron tumores melanoticos provenientes de metastasis

a pulmon, las cuales se guardaron en N2 liquido hasta su

procesamiento.

2. Curvas de crecimiento.

Los estudios de proliferacion celular se realizaron

cultivando las celulas a una densidad de lee‘ por caja

de 35 mm, con los medios y drogas correspondientes cuyo

efecto se deseaba determinar. En los casos de cultivos

celulares en presencia de albumina bovina las celulas se

cultivaron en suero a1 16%y se dejaron solamente durante 90
minutos con el objeto de permitir su adhesion a la placa.

Despues de intervalos apropiados las celulas se lavaron con

una solucion amortiguadora de fosfato salino (PES) pH 7.4,

se cosecharon con 6.7% de tripsina cristalina y 0.7 uN EDTA

por 2 min a 37°C, se resuspendieron en 5 ml de medio y se

procedio a contar las celulas Viables por exclus¡on del

colorante azul-trypan (0.3%) en una camara de Neubauer. Una

vez contadas las celulas se utilizaron para las distintas
determinaciones.
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3. Obtencion de homogeneizados y sobrenadantes.

3.1. Homogeneizadosa partir de cultivos celulares.

Las celulas una vez cosechadas se centrifugaron a 500 g

durante 2 min; el pellet resultante se lavo varias veces con

una solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS) pH 7.4

frio y se resuspendio en 160 mMKCI, 40 mn de fosfato de

potasio pH 7.4, y se sonico dos veces durante 16 segundos a

.una intensidad del 25%. (sonicador de punta, Branson,

modelo 140 N). Estos homogeneizados se centrifugaron a 899 g

durante 29 min a 4°C, el sobrenadante se utilizo para 1a

determinacion de las actividades enzimaticas (Marklundy

col., 1982).

3.2. Homogeneizadosa partir de higado de rata.

Una vez extraido el organo se peso y se homogeneizo en una

solucion amortiguadora de fosfatos 39 mM pH 7.4 en una

relacion 9:1 (vol/peso) a 4-C., luego se centrifugo a 809 g

(2590 rpm) durante 16 min. el sobrenadante obtenido se

utilizo para las diferentes determinaciones.

3.3. Homogeneizadosa partir de tumores oolanoticos.

Los tumores se pulverizaron en nitrogeno liquido, esn un
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mortero metalico, previa eliminacion de los coagulos

visibles, enseguida se procedio a su homogeneizacion con un

homogeneizador de tejido en una solucion amortiguadora de

fosfatos 3B mMpH 7.4 (1/9 peso volumen), luego se tomaron

alicuotas de 3 ml para sonicar con 3 pulsos de 20 seg a una

intensidad de 25%. Enseguida se centrifugaron a 2590 rpm

durante 20 min. El sobrenadante obtenido se utilizo para la
determinacion de las enzimas antioxidantes.

4. Determinacion del consumo de oxigeno.

El consumode oxigeno de las suspensiones celulares o de

los homogeneizados se determina en un elecrodo tipo Clark

(IQUIFIB-FQ/Madeic, Buenos Aires, Argentina) a 30°C.

Diferentes alícuotas de las celulas suspendidas en una

solucion amortiguadora de fosfato salino (PES) o diferentes

alicuotas de los homogeneizados de higado se adicionaron a

1.8 m1 de una solucion de Krebs-Ringer-fosfato, 5 mH de

glucosa, pH 7.4. La velocidad de consumo de oxigeno se

determino durante los primeros minutos de respuesta lineal

(2-5 min) y se calculo en base al contenido de oxigeno

(0.22mM) a 30°Cdisuelto en la mezcla de reaccion

(Estabrook, 1967)

5.00terninacion de la quinioluminiscencia ospontanoa encultivos celulares
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La determinacion de la quimioluminiscencia emitida por

monocapas celulares se utilizo como una medida de la

concentracion de especies exitadas (oxigeno singulete y
carbonilos exitados) generadas durante las diferentes
reacciones metabolicas de caracter oxidativo.

Para estas determinaciones se utilizo un contador de fotones

(Johnson Research Foundation, University of Pennsylvania,

Philadelphia, USA). Este aparato consta de ,tubo

fotomultiplicador EMI 9658 B, cuya fotosensibilidad esta

entre las lontitudes de onda 399-996 nm, el

fotomultiplicador se encuentra conectado con una fuente de

alto voltaje, de rango 0-3 kV; y a un amplificador

discriminador cuya funcion es seleccionar la señal que envia

el fotomultiplicador dentro de un umbral regulable. Esto se

hace en base a la altura del pulso emitido, la senal que

llega del amplificador es canalizada a un contador de

frecuencias digital y a un registrador continuo. Con el

objeto de obtener emisiones bajas y estables el

fotomultiplicador se mantiene a -18°C con un enfriador
termoelectrico.

Las celulas se cultivaron hasta llegar a confluencia

en cajas de Petri plasticas de 196 mm2 (p-leü). En el

momentode la medicion se lavaron 2 veces con una solucion

de PES frio y luego se. cubrio la monocapa de celulas con 4

m1 de PBSse dejo estabilizar durante 5 minutos y se
colocaron en la camara de medida 1a cual se encuentra

termostatizada a 30°C a una minima distancia de la guia
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optica con el objeto de no perder emision. Comocontrol se

utilizaron cajas de petri sin celulas y con 4 ml de PES. La

emision de los controles fue de 25:6 cps/caja). Antes de

cada experimento todos los materiales se mantuvieron en la

obscuridad durante una hora.

Los valores obtenidos a partir de monocapas en cultivo
fueron mas utilizandohomogeneos que los obtenidos

suspensiones de las mismas.

6. Determinacion de la actividad de las enzimas

antioxidantes

Los sobrenadantes descritos en el item 3.1 se utilizaron

para realizar las siguientes determinaciones enzimaticas:

6.1. Actividad de superoxido dismutasa.

E1 metodo que se utilizo es un metodo indirecto el cual

consta de dos sistemas; uno que genera 02 y otro que

reacciona en forma .controlable con este radical. La
actividad de superoaido dismutasa se determina por su

habilidad para inhibir esta reacc10n. Se utilizo como

sistema generador de 0; la autooxidacion del bitartrato de

adrenalina a pH alcalina. A este pH la autooxidacion de la

adrenalina genera adrenocromo cuya formacion se detecta a

480 nm, en un proceso que es inhibible en un 95% por la

superoxido dismutasa. Se utilizo un espectrofotometro
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Metrolab 325 en el cual se media la aparicion de adrenocromo

a 480 nm a 30°C en una solucion amortiguadora de glicina

NaOH 50 mM pH 10.2 y una solucion de bitartrato de

adrenalina 1 mM( Misra y Fridovich, 1972; Boveris y co1.,

1983). Se utilizo una solucion de KCN3m“ para diferenciar

la enzima Mn-superoxido dismutasa ya que la Cu-Zn-superoxido

dismutasa es sensible a este tratamiento (Beauchamp y

Fridovich, 1973)

Una unidad de superoxido dismutasa corresponde a la cantidad

de enzima capaz de inhibir el 59%de la autooxidacion de la

adrenalina y corresponde a 0.15 ug/ml o 4.7 nMde superoxido

dismutasa.

6.2. Actividad de glutation peroxidasa.

Se utilizo el metodo de Gunzler y col. (1974), con algunas
modificaciones. La mezcla de reaccion consistía de 109 un de

NADPH,1 mMde glutation, 0.6 U/ml de glutation reductasa,

9.5 mM de tert-butilo, en sol amortiguadora de fosfatos 50

mM, pH 7.6, con un volumen final de 3 m1, midiendose a 37°C

y 340 nm la velocidad de desaparicion de NADPH.Ademas del

hidroperoxido de tert-butilo el cual se utilizo para la
determinacion de la actividad de glutation peroxidasa total,

se utilizo Hgüg (70 uM) como oxidante para la determinacion

de 1a glutation peroxidasa dependiente de selenio. La

actividad de glutation peroxidasa no dependiente de selenio
se estimo como la diferencia de la actividad determinada con
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hidroperoxido de ter-butilo y HQDQcomooxidantes. en este

ultimo caso con inhibicion de 1a catalasa por adicion de 3.5

mMde azida.

6.3. Actividad de Catalasa.

Se utilizaron diferentes metodos para determinar 1a

actividad de catalasa en los homogeneizadosy sobrenadantes
celulares.

6.3.1. Metodoespectrofotnmetrico UV.

Este metodo permite 1a determinacion de catalasa a traves de

1a medicion espectrofotometrica de 1a disminucion en 1a

absorcion del H202 a 249 nm, descrito por Beers y col.

(1952). La descomposicion del HgOgsigue una cinetica de

seudoprimer orden donde k'= kEcatJ y k= 4.6 N107 M" s“. Se

utilizo una solucion reguladora de fosfatos, pH 7.2 y 2 mH

de “202. La actividad se expresa como la cantidad en moles o

concentracion (M) de catalasa en la muestra de reaccion .

6.3.2. Metododel sulfato de titanio.

El segundo metodo utilizado fue el espectrofetometrico de

Baudhuin y c01.(1964). Las muestras se trataron con 1% (v/v)

Triton x-1ee para liberar la enzima y se incubaron a 0°C

durante 3 min en un volumen final de 5.2 m1 de una solucion
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reguladora (IOmM) de imidazol-HCl, pH 7.2 , albumína bovina

0.1% y peroxido de hidrogeno (3 mM). La reaccion se detuvo

por la adicion de 3 ml de sulfato de titanio en 2 N de

H2804. El HZÜ, remanente se determino en la mezcla de

reaccion colorimetricamente comoperoxi-sulfato de titanio

de color amarillo. Con este metodo la descomposicion del

“:0: sigue una cinetica de primer orden. Una unidad de

actividad en este ensayo se define como la cantidad de

enzima capaz de descomponer el 99%del “202 inicial en 59

vml (45' umol de Hgüg) en un minuto, a 0°C. Dado que la

temperatura de la reaccion es 9 "C, la constante de reaccion

se calculo a traves de un grafico de Arrhenius, utilizandose

una energia de activacion de 7 kcal/mol (Lehninger, 1978)

el valor obtenido para k= 1.6x107 M" s“. Una unidad

Baudhuin corresponde a 2.08x10‘2 uMcatalasa.

6.3.3. MetodoPolarografico.

El tercer metodo utilizado fue el polarografico de Del Rio y

col. (1957). Se utilizo un electrodo de Clark para la

medida de las velocidades iniciales de liberacion de oxigeno

por la enzima en un medio burbujeado previamente con

nitrogeno con el objeto de desplazar el oxigeno. Este

metodo resulta ser alrededor de 56 veces mas sensible que

los metodos espectrofotometricos convencionales. Los

sobrenadantes celulares se trataron con 1%de etanol para

impedir la formacion del compuesto-II de la catalasa.
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FIG 5. ¡ESISTRÜ PILMDGRAFICÜ DE LA ACTIVIDAD DE CATMSA. LA LECTLRA INICIN. SE REPLIZA SOBRE [NA
SULLIZICN NÍJRTIEUADCRA SAHRADA CCN AIRE Y CORRESPONDE N. 1001.

6.3.4. Conversion de las unidades obtenidas en los

diferentes metodosutilizados para la determinacion
de la actividad de catalasa.

Debido a que cada metodo posee una unldad dlferente es

necesarlo defin1r las condic10nes del ensayo y expresar

claramente los resultados con el f1n de permitIP
comparac1ones. Es aconsejable expresar la activadad

enzimdb1ca de la catalasa en unldades de concentracion molar
o en numero de moles de catalasa por gramo de tejido. (ver

Tabla de conversion de unldades para los dzferentes metodos)
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Definicion de unidades:

1 unidad Sigma: corresponde a 1a cantidad de enzima capa: de

hidrolizar 0.9 mMde H20: en un minuto. Cuando la

concentraCion de Hzoz pasa de 10.2 a 9.3 mMa 25°C (.

1 unidad Beaudhuin (SO4Ti): corresponde a 1a cantidad de

enzima capa: de hidrolizar 45 umol de H202 en 1 minuto, a

9°C. (H20==3mM)

1 unidad del Rio: corresponde a 1a cantidad de enzima capaz

de hidrolizar 0.13 mMde H=02 en un minuto a 36°C. (H202=7.5

mM).

Tabla 4

CDNVERSION DE UNIDADES DE CATALASA

UNIDADES

Beaudhuin Sigma del Rio uM
(SÜ4Ti) (polargr.)

Beaudhuin (804Ti) 1 45 385-“ 1.8K19-2

Sigma 0.922 1 7.7 3.6x10“

del Rio 2.9x10‘3° 0.13 1 6.3x10“‘

un 48.68 0.25x10‘ 2.4x10-3 1

I 3.310" PRÜEDIO DE DATOS OBÏENXDOPARA HIGADO Y

üUUB.
u 440 PROEDIO DE DAÏOS OBTENIDO PMA HIGADO II RAÏA Y

KUUEENULHW.



6.4. Correccion de los valores obtenidos para las enzimas
antioxidantes debido a contaminacion con enzimas

eritrocitarias.

Dadoel alto contenido de superoxido dismutasa, glutation

peroxidasa y catalasa presente en los eritrocitos, fue
necesario corregir los valores obtenidos en los

sobrenadantes tumorales por el aporte de los eritrocitos

presentes en el homogeneizado tumoral. Se utilizo el metodo

de Cross y col. (1979), una alícuota de 250 ul de

homogeneizado tumoral se llevo a 1 ml con una solucion

amortiguadora Tris-HCl 0.1 My 1%de Triton X-lüü, luego se

agregaron diferentes alicuotas de sangre (correspondiente al

mismopaciente, cuyo tumor se estudiaba), y se centrifugaron

durante 10 min a 4° C a 11966 g. Se tomo el sobrenadante y

se leyo la absorcion a 415 nm (hemoglobina oxidada). Luego

se agrego a este sobrenadante 166 ul de ditioinita de sodio

0.1 Men NaÜH0.1 M, mezclando la cuveta por inversion, y se

leyo nuevamente la absorcion a 415 nM. Calculos:

[Absorcion Hb oxidada - {1.1 K Absorcion de Hb reducida}lx

5 = Absorcion "sensible a ditionito“. El factor 1.1 corrige

el cambio de volumen despues de la adicion del ditionito de

sodio (160 ul) y el factor 5 corrige la dilucion de la

alícuota de los 250 ul originales. Para calcular la

contaminacion por sangre en el homogeneizado se construyo

14H



una curva de calibracion, colocando en el eje de las abcisas

los ul de sangre total agregada a la muestra de

homogeneizado y en el eje de las ordenadas 1a absorcion

sensible a ditionita. El punto de corte de las abcisas

corresponde a los ul de sangre en el homogeneizado. De estos

datos y de los valores correspondientes de actividades de

superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa de

sangre correspondiente al paciente cuyo tumor se investiga,
se calculo la contaminacion debida a las enzimas

eritrocitarias.

7. Determinacion de la concentracion en el estado

estacionario de “202 en cultivos celulares.

Las celulas se cultivaron a densidad de 100x103celulas/p

106, una vez que los cultivos Celulares llegaron a

confluencia se les extrajo el medio, se lavaron 2 Veces y

luego se cubrieron con 3 m1 de PBS. Luego se colocaron

nuevamente en la estufa a 37°C y se tomaron alicuotas de 6.5

m1 a los 9, 66, 120 y 186 minutos. Las muestras se

colocaron a -76°C en recipientes de vidrio especialmente

lavados para este ensayo. La concentracion de peroxido de

hidrogeno en el estado estac1onario se calculo midiendo 1a

quimioluminiscencia produCida a traves del metodo del

luminol (Seitz, 1978; Puntarulo y col., 1988). El luminol (5

amino, 2-3, dihidro, 1-4 ftalazine-diona) requiere de la

presencia de un oxidante en presencia de un catalizador



metalico para producir un estado excitado, que, al volver a

su estado fundamental, emite luz. Esta reaccion se llevo a

cabo en un vial de centelleo con una solucion amortiguadora

0.25 M NH40H/NH401, l un luminol, 3 un Co”, pH 10.5 . La

emision se midio a temperatura ambiente en un contador de

centelleo liquido Pakard Tri-Carb modelo 3329. Comoestandar

se prepararon soluciones de HQOQentre 1-19 uM tituladas

espectrofotometricamente a 246 nm (E= 40 M“ cm"). Se

realizaron paralelamente controles con 1a presencia de 16
un de catalasa con el objeto de determinar la

quimioluminiscencia sensible a catalasa; 1a

quimioluminiscencia no sensible a catalasa fue generalmente
menor del 29% de las muestras.

B. Determinacion del efecto del Han: generado
extracelularmente sobre cultivos celulares

La citoxicidad del “202 sobre los cultivos de celulas de

melanomase determino a traves de la exposicion de las

celulas a un sistema enzimatico generador de peroxido de

hidrogeno como es la mezcla glucosa - glucosa oxidasa

(Mimmaughy col., 1989). Las celulas se sembraron a una

densidad de 2x10a celulas/placa de 35 mmcon medio completo.

Despues de 24-30 horas se sembradas ¡e suplementaron con una

solucion amortiguadora de fosfatos salina, pH 7.4, 10 mmde

glucosa y diferentes concentraciones de glucosa oxidasa. Una

unidad de glucosa oxidasa oxida 1 umol de D-glucosa a l umol



de acido gluconico mas 1 umol de peroxido de hidrogeno a

35°C y pH 7.5.

Las celulas se incubaron durante una hora a 37°C,1uego de 2

lavados se suplementaron con medio fresco y se cultivaron

durante 72 horas mas en condiciones normales. Luego las

celulas se tripsinizaron y se determino su viabilidad

contandolas despues de agregarles azul trypan.

9. Determinacion de la produccion de sustancias que
reaccionan con acido tiobarbiturico (TBARS).

El metodo del acido tiobarbiturico se utilizo comouna

medida de peroxidacion lipidica a traves de la determinacion
de las sustancias reactivas a1 acido tiobarbiturico (TBARS)

condensadas como malondialdehido en su mayor parte (Slater y

Sawyer, 1971). La determinacion en las celulas en cultivo

se hizo despues de cosecharlas y lavarlas con una solucion
PBS, pH 7.4, previa adicion de diferentes agentes cuando fue
necesario. Las determinaciones se realizaron sobre muestras

celulares de 3 mg de proteina. Cuando se utilizaron

homogeneizados de higado de rata la determinacion de

malondialdehido (TBARS) se realizo despues de incubar las

muestras durante los tiempos y temperaturas en estudio, y

despues de la adicion de inic1adores de la lipoperoxidacion

en los casos en que fue necesario, la concentracion de

proteina utilizada en estos ensayos fue de 1.5-2 mg de

proteina/ml.



Las muestras se trataron con acido tricloroacetico (TCA)al

291 y luego se centrifugaron durante 15 min a 4609 rpm; a 2

ml de el sobrenadante (transparente) se le adiciono 1 ml de

acido tiobarbiturico (TBA)al 0.7% y 20 ul de butiril

hidroxi-tolueno al 4%en etanol (Buege y Aust, 1978; Asakawa

y Matsushita, 1982). Luego se calentaron en un baño a 95°C

durante 19 min. La determinacion espectrofotometrica a 530

nm permite calcular los TBARS como equivalentes a

malondialdehido mediante una recta de calibracion obtenida

con 11,33-tetra-etoxipropano, o con el E=15me-‘cm-‘

(Esterbauer y col., 1982).

10. Determinacion de melanina.

Se llevaron a cabo ensayos cualitativos que consistieron

en una comparacion de los espectros de absorcion en el rango

399-809 nm de la melanina extraída de diferentes fuentes y

de la melanina sintetica (Sigma) obtenida por oxidac1on de

la L-tirosina por persulfato.

10.1. Deteccion de melanina en cultivos celulares.

Se utilizo un ensayo citoquimico para la deteccxon de

melanina en los cultivos celulares segun el metodo de Lerner

(1955). Los cultivos celulares se lavaron y se incubaron con

0.1% de dihidroxifenilalanina (DOPA) en 0.1 Mde soluCion



amortiguadora de fosfato pH 7.4, durante 1 h a 37°C. Luego

las celulas se lavaron con solucion amortiguadora de fosfato

salino pH 7.4 (PES), y se fijaron con 96%de metanol a 4°C

por 10 min, se lavaron y se contrastaron con hematoxilina de

Mayer.

10.2. Determinacion de melanina en celulas aisladas.

La cuantificacion de melanina en las celulas se hizo con el

metodo de Meykens (1986). Se solubilizaron IKIÜ‘ celulas

con 1 m1 de NaÜH 1 N y 19.2 de sulfoxido de dimetilo (DMSÜ)

durante 36 min, luego se midio la absorcion de luz a 479 nm

y se expreso el contenido de melanina como ug de melanina

por 10‘ celulas, a partir de una recta de calibracion con
melaninasintetica.

10.3. Aislamiento y cuantificacion de melanina proveniente
de tumores.

La melanina tumoral se obtuvo a partir de tumores

melanoticos previa disgregacion de las celulas con

colagenasa. Luego de varios lavados con solucion

amortiguadora de fosfato salino el precipitado celular se
resuspendio en solucion amortiguadora de fosfatos 10 mny se

sonicaron con dos pulsos de 29 segundos a una intensidad del

29%; en un sonicador marca Branson, modelo 146 W,

enseguida se centrifugaron las celulas a 2500 rpm durante 20

3



min. El pellet oscuro de melanina se resuspendio en

solucion amortiguadora de fosfatos 19 mM y se mantuvo

siempre a 4°C. El pellet aislado consistio totalmente de un

complejo melano-proteina. Luego se cuantifico la melanina

mediante su ensayo espectrofotometrico. La melanina se

desproteinizo por tratamiento con HCl al 37% durante 4B

horas al cabo de las cuales se calento durante 69 minutos a

109°C. Luego se lavo con agua destilada varias veces hasta
la neutralidad.

11. Determinacion del contenido de CLP2en las preparaciones

de melanina sintetica y tumoral.

El contenido de Eu"2 presente en las preparaciones de

melanina sintetica y tumoral se determino utilizando un

espectrofotometro de absorcion atomica Varian modelo AA475;

a travez del metodo de atomizacion en llama, utilizando una

lampara de Cu de catodo hueco. Las mediciones se realizaron

directamente sobre las preparaciones de melanina sintetica

y de melanina tumoral los valores obtenidos se extrapolaron

a partir da una recta de calibracion de sulfato de cobre, en

un rango de 6.19 a 0.50 ug/ml.

12. Determinacion de la lipoperoxidacion en honogeneizados
de higado de rata.

12.1. Lipoperoxidacion espontanaa.



Se midio la lipoperoxidacion espontanea de un homogeneizado

de higado de rata, el cual se incubo en solucion

amortiguadora de fosfatos 39 mM, 126 mn de KCl, pH 7.4, a

diferentes temperaturas y durante diferentes tiempos al

cabo de los cuales.se midio la produccion de TBARS.

12.2. Lipoperoxidacion iniciada por hidroperoxido detert-butilo.

Se utilizo el hidroperoxido de tert-butilo en una

concentracion 3 mM para iniciar la lipoperoxidacion en

homogeneizados de higado de rata. La reaccion se llevo a

cabo en una solucion amortiguadora de fosfatos 30 mMy 120

mMde KCl pH 7.4, incubando a 37°C durante 30 min, al cabo

de los cuales se determino la produccion de TBARS.(Gonzalez

Flecha, 1991), asi como el consumo de oxigeno.

12.3. Lipoperoxidacion iniciada por 2,2-Azobis(2

amidinopropano) dihidro-cloruro (AAPH).

El compuesto 2,2 azo-bis-Zamidinopropano hidrocloruro (AAPH)

se ha propuesto como una fuente de radicales libres en

sistemas no catalizados debido a que puede generar radicales

libres a velocidades conocidas y contantes (Yamamotoy col.,

1985). El AAPHse utilizo en una concentracion de 25 mM, la

reaccion se llevo a cabo en una solucion amortiguadora de

fosfato 30 mMy 120 mn KCl pH 7.2, incubando a 38°C durante



126 min.

13. Determinacion de la inhibicion de la actividad de la

glucosa oxidasa por 2,2-azobis(2-amidinopropano)
dihidrocloruro

Se utilizo el sistema de inactivacion de la enzima

glucosa oxidasa por los radicales alquil peroxidos y

alcohoxilos generados a partir de la ruptura termica del

AAPHdespues de combinarse con oxigeno, con el objeto de

medir 1a capacidad protectora de la melanina en dicho

sistema. Una solucion de glucosa oxidasa 1.25 mM (9.2

mg/ml) se coloco en presencia de una solucion 15 mMde AAPH

en una solucion amortiguadora de fosfatos 199 mM,pH 7.2, a

38°C. Se tomaron alicuotas de 0.5 m1 a intervalos de 19 min

durante una hora y media. Cada una de estas alicuotas se

coloco en 1.5 m1de solucion amortiguadora de fosfatos y 5

mMde glucosa con el objeto de medir la actividad de la

enzima a traves de la velocidad inicial de consumo de

oxigeno en un electrodo tipo Clark a pH 7.2. El efecto de
diferentes conCentraciones de melanina se determino con

respecto a la actividad de la enzima glucosa oxidasa. Como

se expreso antes es posible determinar el numero de

radicales generados por mol de enzima inactivada (Yamamotoy

col., 1985) segun los datos siguientes:

Rd = 4 x 10-7 s"

N° de radicales por mol de AAPH= 2
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[AAPH] = 15 mM

N“ de radicales/vol = 2 Hd [AAPH] t

Na de radicales /v01 (60 min) = 2.4K 10" [lSmM] 3690

N“ de radicales/vol (60 min) = 9.0432 mM

NDde Enzima / vol = (Z inactivacion) [enzima inicial] 106“

N° de enzima/vol (60 min) = 50 [1.25 10-3 mMJ100“

N° de enzima/vol (60 min) = 6.25 x10“ mM

N“ de radicales/ Enzima inactivada = 0.043 mM/6.25x16-‘ mM

—70/mol enzima inactivada

14. Determinacion de proteina.

Se utilizo el metodo de Lowry y col (1951) con las muestras

tanto de sobrenadantes celulares comode homogeneizados de

higado de rata. El metodo se basa en la reaccion de el

reactivo de Folin-Cicalteau con las proteinas dando un color

azul previa reaccion de estas con Cu"2 en medio alcalina y

reduccion del tungstato por 1a proteina tratada con Cu. La

absorcion se determina a 636 nm y la concentracion de

proteina se calculo por intrapolacion en una recta de

calibracion hecha con albumina bovina (lmg/ml).

15. Reactivos

Insulina, albumina bovina, bitartrato de adrenalina,



NADPH,glutation, glutation reductasa de levadura, acido

tiobarbiturico, peroxido de hidrogeno, hidroperoxido de

tert-butilo, factor de crecimiento epidermico (ESF),

galactosa, glutamina, piruvato de sodio, selenito de sodio,

acido ascorbico, melanina y transferrina, fueron adquiridos

en Sigma Chemical Company, (St Louis Mo, USA); el suero

fetal bovino se obtuvo en Laboratorios Gibco, (NewYork, NY,

USA)y la Adriamicina se adquirio en Montedison Farmaceutica

(BuenosAires, Argentina). El 2,2-azobis(2-amidinopropano)

dihidrocloruro fue provisto por el Dr Eduardo Lissi de la

Universidad de Santiago de Chile. Todos los demas reactivos

utilizados fueron de grado analítico.

16. Estadístico.

Los valores en tablas y figuras representan valores medios i

error estandar de la media (X18EM). Las diferencias

intermedias se calculan con el test de T.
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ALTERACIONES DEL HETABOL I SHE) DE HI DROPEROX I DOS EN CELULAS DE
CARCINDHA DE MMA ("CF-7) .

1. Cultivo de las celulas en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de selenio.

1.1. Efecto de la ausencia de suero sobre el crecimiento

celular.
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Las celulas cultivadas en presencia de suero fetal

bovino (19 Z) o de albumina b0vina (1 mg/ml) e insulina (¡e

ug/ml) presentaron igual capacidad proliferativa (Fig. ó),

de acuerdo a observaciones previas de Resnicoff y Medrano

(1987), quienes habian encontrado que estas celulas pueden

crecer en presencia de albumina (l mg/ml) e insulina (19

ug/ml) como unico factor de crecimiento y que los demas

factores comoEGF, transferrina y trombina se requieren o no

segun la densidad a la cual se desean cultivar las celulas.

1.2. Efecto de la ausencia de suero sobre los niveles de las

enzimas antioxidantes.

La deficiencia de selenio no afecto las actividades de las

enzimas superoxido dismutasa y catalasa, pero si afecto las

actividades de la enzima glutation peroxidasa (Tabla 5).

1.3. Efecto de la ausencia de suero sobre la disminucion

de la actividad de la enzima glutation peroxidasa.

Las celulas se cultivaron presencia de albumina y en

ausencia de suero; utilizandose este solamente durante la

adhesion de las celulas a la placa.



Tabla 3.

EFECTO DE LA AUSENCIA DE SUERO SOBRE LOS NIVELES DE LAS
ENZIHAS ANTIDXIDANTES.

LAS CELlLASSE CLU'IVARINEN IEDID WLCD/F12 (1:1) El PREMIA [E101 DE REED FETALDIMM] Y 10

lE/I'L DE IÍGULINA0 EN l PIS/FL [E WIM BOVIM W 10 lB/H. DE ¡MINA NETA LLEW A BOWUHCXA.
HEBO SE COSEGWRONY LAS ENZIMS ANTIÜXIDMTES SE DETERHIW

Actividad enzimatica Mediode cultivo

Suero (10%) a1bumina(1 mg/ml)

Superoxido dismutasa
(U/mgde proteina)

Cu-Zn-superoxido dismutasa 4.4 1 9.36 4.0 1 0.20
Mn-superoxido dismutasa 1.0 i 6.02 0.9 1 0.05

Glutation peroxidasa
(mU/mgde proteina)
dependiente de Se 5.8 i 0.4 2.0 1 0.36a
independiente de Se 1.9 i 9.- 1.8 1 9.30

Catalasa
(U/mgde proteina) 0.937 1 6.605 6.032 1 0.093

A SIHIFICATIVNEJTE DIFERENTEII LOS CILTIVOS C01 SFB PMA

LN P,0.001 Y REPRESENTA LA ACTIVIDAD DE BLUTAHGI

PERDXIDASADBTENIDA IISPUES DE (JLTIVPR LM CELlLAS

DURANTE20 DIAS EN HEDIO DEFINIDO.

Las celulas mostraron una disminucion en la actividad de la

glutation peroxidasa proporcional al tiempo en ausencia de
suero estabilizandose alrededor de los 20 a 36 dias de

crecimiento Sln suero en 2.610.} umol NADPH/min/mgproteina,

(Figura 7).
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DURPNTEPERIÜDÜSDE10,17,25Y3ODIAS,PLCÉBODELÜSMESSECDSEDWYSEPMSWPARALA
DETEIMINACINDELAENZIHA BPX .

1.4. Efecto de la presencia de selenio en el medio de
cul tivo.

Las celulas cultivadas en presenCia de diferentes

concentraciones de selenito de sodio presentaron una

inhibicion del" crecimiento del 867., las diferencias entre

las distintas concentraciones fueron muyleves (Fig 8).
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2. Estres oxidativo inducido sobre cultivos celulares de

carcinoma mamariopor el antibiotico adriamicina.

2.1. Caracteristicas morfologicasdel cultivo celular.

Se encontraron diferencias importantes despues de

cultivar las celulas en presencia de 10" M adriamicina

durante 9 dias. Los cultivos mostraron una reversion parcial

hacia un epitelio normal, con limites intercelulares bien

delimitados, mayor tamafio celular, con monocapas bien

definidas; mientras que los cultivos en ausencia de
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adriamicina mostraron una gran proliferacion con multicapas

de celulas de menor tamano no siendo posible distinguir los

limites celulares. Es importante recordar que esta linea

celular no ha sido clonada y presenta una gran

heterogeneidad con subpoblaciones con diferentes grados de

diferenciacion (Resnicoff y col.., 1987) (Fig 9 a). Sobre el
tamaño celular la adriamicina mostro un claro efecto

hiperplastico (Fig. 9 b), siendo el diametro celular de las

celulas tratadas 4037.mas grande que el de las no tratadas;

esto corresponde aun aumento de 2.7 veces el volumen

celular. (Fig. 19 a,b). Todos los cultivos celulares
mostraron una distribucion bimodal del tamaño de los

diametros segun se observa en la Tabla ó.

Tabla 6

EFECTO DE LA ADRIAMICINA SOBRE EL TAMANO DE LAS
CELULAS MEF-7

LAS ELLUÁSHCF-7SECULTWMWYSE mmm PRESBCIADE[MCDCENTRNJINIEIOJHEADR
DLRANTE9DIAS , LLEBODETRIPSINIZWSSECÜSEDWYSERERBPODIWBHEDIDW¡OIE SUEREI
FETPL BOVIMJY IM ¿[MTA E CILDCÜ EN IM CAMRA DG ELMER. LIESD SE OBTUVIERN 10 SERIES IE

HICROFOTWIAS CON EL OBJETO DE REI-“ZAR PENAS SERIADAS IE LOS DINETROS CELLLARES.

DIAMETRO (U)

CELULAS PROMEDIO MODO 1! MODO 2*

MEF-7 15.3+2.9 13 (611) 19 (392)

MCF-7 + ADRIAMICINA 21.5+3.9 19.7 (73X) 26.3 (271)

¡[ETNLE EN EL ïEXTÜ

E. KIERO EN PMENÏESIS INDICAO. WAS DE CMA I'IJDO.

6/4



“G.9. HICREFOTOGRAFIASDE CCNÏRASÏE DE FASE DE CLLTWOS II CELLLAS ¡CF-7, CLLTWADAS EN DILBECCOIFIZ

(1:1), IPB/H. BSA. (NEMO: NOX). A: ¡CF-7; B: ¡CF-7 CLLTIVADASEN PRESEMÏIADE 10" H ADRMAME 9
DIAS.
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FIB 10. HICRÜFÜTÜGRAFIAS DE CONTRASTE DE FASE DE CELULAS HCF-7 CULTIVADRS EN DULBECCD/Fl2 (1:1), 1

HG/HL 85A; COSECHADGSY RESUGPENDIDAS EN PBS. (AUHENTD:100X). A: MCE-7; BX'HCF’7 EN PRESENCIA DE 10"

H ADR DLRANTE 9 DIAS. - 

2.2. Efecto de la adriamicina sobre la proliferacion
celular.
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El antiblutico adr1amicina mostro una clara

1nhibic1on de la duplicac1on celular proporc10nal a su

concentracion en el medio de cultivo (Fig 11).
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F16. 11. EFECÏU DE LA ADRIAHICINA SOBRE a. CRECIMIENTO DE LAS CELlLAS FEF-7.
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Siendo 1a Ica. de 30 nMla cual esta cerca a los valores de

7 nM obtenidos por Mlmmdughy 601., (1989).

2.3. Efecto de la adriamicina sobre las actividades
de las enzimas antioxidantes.
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Las actividades enzimatlcas de superoxido dismutasa.

glutation per'oxidasa ycatalasa no presentaron var'lacion

debido a la presencia de una concentracion de 10-7 M

adriamicina en el medio de cultivo durante nueve dias.

(Tabla 7).

Tabla 7

ACTIV IDADES DE LAS ENZI HAS ANTIOX IDANTES EN CELULAS "CF-7
TRATADAS CDN ADR I AHI C I NA.

LAS ELLLAS SE CULTIWRDNEl PRESEMIIADE 10" H DE ADRIMICIM DLRANTE9 DIAS, LLEO SE MW SE
RESUSPENDIERÜN Y SE DETERHIMARONLAS ACTIVIDADES ENZIPATICAS CDI] SE INDICA EN I‘ETDDÜS Y MTERIMES.

PARAMETRD CELULAS

"CF-7 MCP-7 + ADR

SUPEROXIDO DISMUTASAA
(U/HG PROTEINA) 5.6+0.1 4.7+0.8°

GLUTATIDN PEROXIDASA’
(mU/HBPROTEINA) 3.6+0.4 3.1+1.0°

CATALASA
(U/HGPRDTEINA) 0.034+0.003 0.047+0.012°

“ ACIIVIDAD TDTN. DE SLPEROXXDO DISHJÏASA

' LA NZÏIVIDAD TOÏN. DE LA BJZIM GLUTAIIIN PWXIDASA SE

DETERHINOUÏILIIANDÜ HIDRU’EROXIW DE TER-EJTILD ¡n10

MNWM&
° MJ SE DBSERVDDIFHWIIA SIGNIFICATIVA CON REFECTD ü CINTRCL

2.4. Efecto de la adriamicina sobre el consumode oxigeno

en presencia de cianuro.

La velocidad de consumo Ide oxigeno de estas celulas se



determino a 39°C con un electrodo tipo Clark. Las celulas

tratadas con adriamicina 10” Mdurante nueve dias mostraron

un mayor consumo de oxigeno que las no tratadas. La

respiracion insensible a cianuro fue tambien mas alta en las

celulas crecidas en presencia de adriamicina que en las

celulas no tratadas, siendo los valores obtenidos 35Xy 12%,

respectivamente (Fig 12).
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/Q/E‘_d______o CT)Oráfi'”? : 1‘

Celulosa {106)

FIG. 12. mm DE OXIBEMJDE LASCELLus rar-7 EN PRESENCIADE ADRIMICINAv mmm. LASEmus SE
umvmm ENPRESENCIADEUNAmmm DE 10-7 u ADRWTE 9 DIASLLEGOEEmmm v SE

REEJSPENDIERCNa4 PBS. EL mm DE DXIGENDSE HlDlO A 30°C DLRANTE5 mms EN m vana DE 2 n
DE mv 5 m GLucosn PH7.4 PARADIFERENTESmmmmxuzs m9. (A), nur-7; (A), FEF-7ms
ADR; (0), ner-7 ms 150 un cn; m. nar-7, ADRms 150 un cu.

2.5. Efecto de la adriamicina sobre la concentracion

intracelular de HzOzen estado estacionario.

6°
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Las celulas de carcinoma de mamapresentaron una exodifusion

de Hzüz hacia el medio , hasta alcanzar niveles constantes

de peroxido de hidrogeno (Fig. 13). Estos niveles constantes

de H=02 en estado estacionario se consideran iguales a los

niveles intracelulares de Hgoz (Puntarulo y co1., 1988). Las

celulas tratadas con adriamicina presentaron un aumento del

71K en la concentracion de Hifi: citosolico en estado

estacionario comparadocon las celulas controles (Tabla B).

Tabla 8

CONCENTRACION DE H202, QUIHIDLUMINISCENCIA ESPDNTANEA,
PRODUCCION DE HALDNDIALDEHIDO Y CONSUMO DE DXIGENO
INSENSIBLE A CIANURÜ EN CELULAS "CF-7 TRATADAS CDN

ADRIAHICINA.

LAS CELULAS MEF-7 SE CULTIVARÜN EN PRESENCIA DE 10" H DE ADRIAHICINA DURANTE 9 DIAS.

CELULAS Han, MALÜNDIALDEHIDD QUIHIÜLUHINISCENCIA
(UH) (PHÜL/ HG PRDTEINA) (CPS/MG PROTEINA)

"CF-7 1. 38:0. 21 56:9 3119

HCF-7+ADR 2.3610.027A 107110“ 120111A

“ DIFEREPCIA'EINIFICATIVA PARALN P(0.01 cm RESPECTON. CNTRIL.
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2.6. Efecto de la adriamicina sobre la quimiolumi

niscenc ia espontanea.

A las celulas crecidas en monocapas se les midio 1a

químioluminiscencia espontanea; las celulas tratadas con

adriamicina 10" Mdurante nueve d1as presentaron un .337.mas

de quimiolumlniscencia que las no tratadas. (Tabla B)

2.7. Efecto de la adrianicina sobre la produccion de
sustancias reactivas con ¡cido tiobarbiturico

(TBARS) .
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La produccion de sustancias reactivas con tiobarbiturico fue

paralela a1 aumento de 1a quimioluminiscencia (Tabla 8), los
cultivos celulares tratados con adriamicina 16" Hdurante

nueve dias presentaron un aumento del 50%en 1a produccion

de malondialdehido , siendo 5619 y 107110 mel/mg de

proteina, los valores obtenidos para las celulas sin tratar
cultivadas en presencia de 10-7 M de adriamicina

respectivamente.
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METABOLISMO DE HIDROPEROXIDOS EN CELULAS DE
HELANOHA HALIGNO HUMANO.

l. Caracteristicas de los cultivos celulares.

1.1. Heterogeneidad celular y diferencias en el
contenido de melanina en distintas fases del
cultivo celular.

Estas celulas provienen de la disgregacion de un

tumor, seguidas de una purificacion en Ficoll-Hypaque. Las

celulas asi obtenidas se mantuvieron en cultivo desde julio

de 1987 (Guerra y col., 1989). Estas celulas presentan un

grado importante de heterogeneidad; por centrifugacion en

gradiente de densidad en Percoll se separaron en 4

subpoblaciones en base a sus densidades, de 1.94 a 1.67 en

subpoblaciones I-IV (Fig 14 a,b). En 1a fase exponencial del

crecimiento la mayorparte de las celulas pertenecían a la

subpoblacion III (53%) y presentaron un numero importante de

celulas amelanoticas (Fig 14 a). A1 alcanzar la fase

estacionaria del cultivo el mayor numero de celulas

pertenecía a la subpoblacion IV (58%) y presentaron una

mezcla de diferentes tipos celulares altamente melanoticos

(Fig 14 b). El contenido de melanina fue 60% mayor en las

celulas en fase estac1onar1a comparadas con las celulas de

la fase exponencial (Fig. 15 a, b) y esta correlacionada con

la abundanCia relativa de las celulas de la subpoblac1on IV

7T
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. Es interesante observar que la subpoblacion IV fue la mas

enriquecida con celulas pigmentadas en ambas fases del
cultivo.

A B
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2. Consumode oxigeno de las celulas en fase exponencial y
estacionaria del cultivo celular.

Las celulas en fase exponencial presentaron un aumento

importante en el consumo de oxigeno con respecto a las

celulas es fase estacionaria siendo esta difer‘enc1a de 557.

(Fig 16).
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3. Concentraciones intracelulares de peroxido de hidrogeno

en las celulas en fase exponencial y estacionaria del
cultivo.

Los niveles de Hgüg determinados en las diferentes

alicuotas tomadas a partir del medio libre de celulas, para
las dos fases del cultivo celular mostraron diferencias

importantes. La concentracion intracelular" de Hzoz fue 507.

mayor en las celulas de la fase exponencial que en las

celulas de 1a fase estacionaria (Fig 17).
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4. Niveles de quimioluniniscencia espontanea
en las dos fases del cultivo celular

Los niveles en el estado estacionario de las espec1es
exitadas se midieron utilizando un contador de fotones como

se describio en metodos y materiales. Los valores obtenidos

fueron tambien 50% mayores para las celulas en fase

exponencial en comparacion con las celulas en fase
estacionaria (Tabla 9).

Tabla 9

CONSUMO DE OXI GEND, CONCENTRAC I DN DE H202 EN EL ESTADO
ESTAC I DNARI D Y QUI HI DLUHI NI SCENC I A ESPDNTANEA EN CELULAS DE

HELANÜHA.

LAS ELLAS SE CULTIVARINDlRANTE5 Y 10 DIAS CIM EL DBJEÏO IE OBTEIERMALAS EN FASE MIN. Y

ESTACIMIA RESPECTIVAPENTE,INA VEZ COSECMDAS E RESUSPBiDIHïÜN Y SE LES [ETERHINJ fl amm DE

ÜXIEEM], LA MNTRACIEN DE PEROXIM DE HIDREBEM]EN EL ESTADOESTACIMIÜ Y LA EJIHIMINISCENCIA
ETUHNEA

Fase de 0-3 “20: Quimioluminiscencia
Cultivo (nmol/min/lü‘cel) (uM) (Gps/lv)" celulas)

Exponencial 4. 2:0. B 3. 3:93.2 169127

EstaCionar‘io 2. 3:0. 3“ 2. 1:0.2“ 78:24“

“ SlBllFlCAÏlVNENÏE DIFEIENTEIE LAFAE EMIM PARA
[N No.005

VALÜESSE EXPESANEW PRÜEIEB 5 E.S.H.



5. Citotoxicidad del peroxido de hidrogeno en las dos fases
del cultivo celular.

La pr‘oliferaCIon celular" se inhibio despues de una hor‘a de

exposicion a una velocidad continua de generacion de H202.

1a cual se obtiene apar‘tir‘ del sistema glucosa-glucosa

oxidasa. Los valores obtenidos de ICse para glucosa oxidasa

fueron de 2.4 y 6.9 mU/mlde glucosa oxidasa para las

celulas en fase estacionaria y en fase exponencial

respectivamente (Fig 18).
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6. Actividad de las enzimas antioxidantes presentes en
las dos fases de crecimiento del cultivo.

Las actividades enzimaticas de 1a Cu-Zn superoxido

dismutasa, y de la Mnsuperoxido dismutasa se mantuvieron

constantes en las dos fases estudiadas del crecimiento de

los cultivos . Lo mismo se observo en los valores de

actividad de la enaima glutation peroxidasa los cuales
similares en la fasetambien fueron exponencial y

estacionaria de los cultivos celulares (Tabla 16). Es

importante anotar que el medio celular contenía 2Q nMde

selenito de sodio.
En contraste, los valores obtenidos para la actividad de la
enzima catalasa fueron 49X mas altos en las celulas de la

fase estacionaria que en las celulas de la fase exponencial.
Un aumento similar de la actividad de catalasa se observo en

los homogeneizados totales y en 1a fraccion citosolica (la

cual contenía mitocondrías y peronisomas pero no granulos de

melanina) de celulas de la fase estacionaria al compararlas

con las celulas de la fase exponencial. La actividad de

catalasa asociada a los granulos de melanina fue alrededor
del 4%de la activ1dad total de catalasa (Tabla 16).
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Tabla 10

8]

ACTIVIDAD DE LAS ENZIHAS ANTIDXIDANTES EN CELULAS DE
HELANOHA

LAS CELLLAS SE ClLTlVARCN DIRANTE 5 Y 10 DIAS CON E. OBJETO DE OBTEPER CELLLAS EN LA FAE EIPOIEM'JIAL

Y ESTACINARIA RESPECTIVAIENTE,
HHNUEMEEMHÜMNWM

LLEGOLAS CELULASSE mamon, SE RESIBPENDIERCN Y LAS ACTIVIDADES

Actividad
Enzimatica Exponencial

Fase
Estacionaria

Superpxido dismutasa
(U/mg proteina)
Cu-Zn-SÜD
Mn-SÜD

1.8916.12
0.60i0.63

Glutation peroxidasa‘
(mU/mgde proteina)
Dependiente de Se
Independiente de Se

2.38:@.12
1.32:e.1e

Catalasa
(U/mg proteina)
HomogeneizadoCitosol

4.9:0.1
7.6:0.3

1.68:e.11b
e.47:o.eób

1.9419.2a=
1.66:9.15=

7.o:9.3=
1e.a:e.¿=

‘ &UTATIW PERDXIDASATDIAL Y WIENTE DE SE SE

DEIERHIW CCN HIDRIPEROXIDODE TERT-BUÏILO Y Hzo,
RESPECTIVNENTE.‘ NO PRESENTO DIFEREPCIA SIHIFICATIVA CDN

RESPECTO A LA FASE EXPRENZIAL.‘ DIFEREN'SIA SIGNIFICATIVA

CN RES’ECTD A LA FAE EXPÜNEPCIPL PARA IN P(0.005. LOS

VPLERESSE EXPRESM CDI] EL PRDEDID t E.5.H.

7. Actividad de las enzimas antnoxidantes presentes en
tumores melanoticos.

En la tabla 11 se observan los valores obtenidos para las en

21masantloxidantes presentes en los tumores y en las



celulas despues de varios meses de cultivo. La actividad de

catalasa en la muestra tumoral no fue posible de determinar

dada la importante contaminacion con sangre.

Tabla 11

ACT I VI DAD DE LAS ENZ I HAS ANT I DXI DANTES EN TUMORES
HELANDTI CDS

LOS namas SE HACERARIN, SE WIZAREN Y SE SONICFHN EN SOLIEIÜI AMRÏIBMDCRADE FWATDS 30 d!

PH 7.4, LLEGO SE CENTRIFUSARÜN A 2500 RPH MARTE 10 HIN. .EL SOBREMDMTE SE UTILIZD PARA LA

DEIERHINACIÜN DE LAS ENZII'AS MTIOXIDANTES.

Huest ra ENZI MAS

SOD BPX CATALASA
' (U/mg prat) (mU/mgprat) (U/mg prat)

Tumores Helanoticos 1.3710.32 3.510.515 ND

Celulas IIB-MELJ 2.49:0.23- 3.7_+_0.1" 0.048:0.008

“SIENIFICATIVAI'BJTE DIFEFENTE PARA lNP<0.005.' LOS VALORES REPRESENTM LA ACÏIVIDADDE EUTATIN

PEROXIDASA TOTAL, LAS CELLASSE üLTWMÜNEN 20n|1 DE SELENITO IE SODIO. LOS VALCRES ESTAN
CIRREBIDÜS PARA LA CONTAHINACION ERITRCL‘ITMIA.
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EFECTOS ANTIÜXIDANTES DE PREPARACIONES DE HELANINA SINTETICA
Y TUHORAL.

l. Espectro de las preparaciones de melanina

MELANINA TUMORAL
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FIG. 19. ESPECTRDSENRE 185 Y 700 nl PMA LASDOSPREPNWZIDESIE EMI!“
A.SINÏETICAB. WN.

Las preparaciones de mel

provenian de la autOOHIddCI

compuesto asi obtenido ha
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natural
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ya que presenta un

cuantitativo muysimilar a las

(Sealy y col., 1980).



84

Las preparaciones de melanina natural se obtuvieron a partir

de tumores de melanoma, en los cuales el polímero de

melanoproteina se mantuvo siempre en estado hidratado, no se

sometio a ningun tratamiento fuerte. Esto con el objeto de

obtener el pigmento en un estado fisiologico similar a su
condicion dentro de 1a celula. Una vez obtenidas las

muestras se les realizo un espectro entre 185 y 769 nm,

(Fig 19). Las dos muestras presentaron una fuerte

absorcion en el rango visible y en el rango ultravioleta,

característico de los pigmentos naturales tipo melanina.

2. Contenido de Cu2*en las preparaciones de melanina

sintetica y tumoral.

Las preparaciones de melanina sintetica no presentaron

niveles detectables de cobre; mientras que las preparaciones

de melanina tumoral presentaron un contenido de Cu“2 de

339i2 ng/mg de melanina.

3. Efecto de la melanina sintetica y tumoral sobre la

lipoperoxidacion de homogeneizados de higado de rata .

3.1. Lipoperoxidacion endogena

Se determino el efecto del tiempo y la temperatura sobre la

lipoperoxidacion endogena de un homogeneizado de higado de

rata a traves de la produccion de TBARS(Fig 29).
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FIG. 20. EFECTO DEL TIEMPO Y DE LA TEMPERATURA EN LA LIPOPERÜXIDACIÜN ESPUNTANEA DE UN HOHDGENEIZADD

DE HIGADO DE RATA.LDS HDHOBENEIZADÜS SE INCUBARON EN UNA SOLUCION AHORTIGUADURA DE FÜSFATDS PH 7.4 A

DIFERENTES TEHPERATURAS: 25°, 30° Y 37°, DURANTE 60 Y 120 HIN AL CABO DE LDS CUALES SE DETERMINO LA

PRODUCCION DE TBARS COMO INDICE DE LIPOPERDXIDACIDN

Cuando se aumento 1a temperatura de 25°-39°C, se observo un

aumento no mayor del 20% en la produccion de TBARSa tiempos

cortos de incubacion (60 min) o a tiempos largos (120 min).

Mientras que a1 aumentar la temperatura de 30°-37°C 1a

produccion de TBARSa tiempos cortos (66 min) y a tiempos

largos (129 min) aumento un 107%y 902 respectivamente.

E1 tiempo de incgbacion’ mostro ser un factor importante ya

que a las tres temperaturas estudiadas : 2=°C, 30°C y 37°C

las incubaciones a tiempos a tiempos largos (120 min)

mostraron un aumento de 99X, 94% y 86% respectivamente. El

calculo de la energia de activaCion aparente (E*) con un
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grafico de Arrehenius para obtener la produccion de TBARS

con 60 y 120 minutos de incubacion permitio obtener valores

de 66.7 y 50.4 kJ/mol respectivamente. Estas energias de

activacion aparente para el proceso de lipoperoxidacion

concuerdan con los valores obtenidos por Boveris y col.

(1983), quienes informaron una energia de activacion de 68

kJ/mol para temperaturas mayores a 37°C en sistemas

vegetales. El valor correspondiente para el rango 29°C-37°C

fue de 29 kj/mol.

Para medir el efecto de las dos preparaciones de melanina

durante la lipoperoxidacion espontanea se fijaron las
condiciones de incubacion de las muestras en 37°C de

temperatura y 129 minutos de incubacion.

El agregado de las dos preparaciones de melanina produjo una

importante disminucion en los niveles de produccion de

TBARS.Los valores de 105° para la melanina tumoral y

sintetica fueron de 5.5 y 2.5 ug/mg de proteina (Fig 21).

Estos valores disminuidos de TBARS podrian deberse

simplemente a una interaccion o enmascaramiento de los TBARS

o del malondialdehido por la melanina , a medida que estos

se generan durante la incubacion, y no a un efecto a nivel

del proceso de lipoperonidacion. El agregado de melanina a

un homogeneizado previamente incubado a 37°C durante 60

minutos el cual ya tenia TBARSformadas, permitio aclarar en

melanina en lacierta medida la interaccion de 1a

determinacion de este compuesto.
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FIS. 21. EFECTODE LAS PREPMACIDQESDE I'ELANIM SINTETICA Y nm EN LA LIPIPERDXXDMIIINESPMAIEA

DE UNWIZADO DE HIGADODE RATA.LOSWIZADOS SE IMIUBARDNEN [NA MION MTIGUADCRA DE

FOSFATÜSPH7.4ADIFE1E4TESTEPPERMIRAS:25°,30°Y37°,DURMTE60Y120HIN PLCABÜDELÜSCIMS
SE DETERMIM) LA PRODUCCION DE MUNDIALDEHIDO 00H] INDICE DE LIPDPERDXIDACICII. (0), MINA

SINTEHDA;(I), PELMINAMAL.

La melanina no enmascara a los TBARS,ya que despues de 30 y

60 min de incubacion adicional los niveles existentes

previamente al agregado de melanina continuaron presentes en
dicho incubado.

El efecto de la melanina en la disminucion de los niveles de

TBARSo malondialdehido serian entonces durante el proceso

de formacion _de estos, o sea a traves de su intervencion en

alguna etapa del proceso de lipoperoxidacion (Fig '22).
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FIS. 22. EFECTO DE LA HELANINA EN LA DETERNINACION DE LOS NIVELES DE TBARS EXPRESADO COHO

HALONDIALDEHIDO.SE REALIZARON EXPERIMENTOS EN LOS CUALES SE ADICIDNO HELANINA DE LOS DOS TIPOS POR

SEPARADO A UN HOHOOENEIZADO LUEGO DE 90 HIN DE TRANSCURRIDA LA INEUBACION (37°C) Y SE DETERMINO LA

CONCENTRAEION DE HALONDIALDEHIDO AL CABO DE 30 Y 60 HIN DE INCOBACION ADICIONAL. LOS RESULTADOS

MUESTRAN DUE LA HELANINA NO ENNASCARA EL HALONDIALDEHIDO FORMADO PREVIAHENTE A SU ADICION Y SI INHIBE

SU PRODUCCIONTOTALMENTE AL CONPARARLO CONTRALOS CONTRCLES SIN ELANINA. (O) WIZADOHO)

HOMOGENEIZADO CON ZOUB PELANINA SINTETICA/HG DE PROTEINA;( ) HOHOGENEIZADO CON 20U6 DE HELANINA

TUHORAL/HG DE PROTEINA; ( El) PREVIAHENTE INCUBADO DURANTE 90 HIN A37°C ANTES DE ABREBADA LA HELANINA.

Se observo durante los primeros 30 minutos de incubacion

una inhibicion del consume de oxigeno a medida que

aumentaba 1a concentracion de melanina. E1 consumo de

oxigeno fue constante durante los primeros 36 min para cada

una de las. concentraciones de melanina utiliaadas. La
relacion de produccion de [TBARS]/consum0 de oxigeno C03]

para los procesos de lipoperoxidacion espontanea (Tabla 12)

en ausencia de melanina fue de 6.038, mientras que en

(4B ug/mg de proteina) fuepresencia de melanina sintetica

de 0.013, y en presencia de melanina tumoral (40 ug/mg de
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proteina) fue de 6.034, a pesar de la importante disminucion

en MDA que se observa en la figura 22.

3.2. Lipoperoxidacion iniciada por hidroperoxido de ter
butilo.

E1 proposito de estos experimentos consistio en 1a

determinacion del efecto de preparaciones de melanina

sintetica y tumoral frente a procesos de lipoperoxidacion

iniciados por hidroperoxido de ter-butilo sobre

homogeneizadosde higado de rata. Este proceso se cuantifico
comoen los casos anteriores a traves de la determinacion de

1a produccion de TBARSo malondialdehido y se realizaron

determinaciones del consumo de oxigeno durante 3B minutos de

incubacion con el hidroperoxido y las diferentes
concentraciones de melanina.

La preparacion de melanina sintetica produjo como en el

sistema anterior ( lipoperoxidacion endogena) una clara

inhibicion de la produccion de TBARS;siendo la ICgo de 36

ug/mg de proteina, mientras que las preparaciones de

melanina tumoral no mostraron ningun tipo de inhibicion en

la produccion de TBARS(Fig 23).
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Tabla 12

EFECTO DE LA HELANINA EN LA RELACION [TBARSJIEDZJ DURANTE LA
LIPOPERDXIDACION ESPONTANEA DE HDHOGENEIZADO DE HIGADO DE

RATA

MUESTRA MELANINA -d[0=J +dETBARSJ +dETBARSJ/dtx169
dt dt -d[02]/dt

(pg/mg prat) (pH/min) (uN/min)

Homogeneizado 2.6 1.16-3 0.938

" + M. SINTETICA 20 2.3 5x 19-4 9.022

" + “ 49 2.15 0.93K10“ 0.613

" + M. TUMÜRAL 29 2.1 9x 10" 9.042

" + " 40 1.9 6.06K19“ 0.034

El consúmo de oxigeno asociado a la lipoperexidacion

iniciada por hidroperoxido de ter-butilo fue ligeramente

disminuido con un efecto del (9.4/11.6)Z por la melanina

sintetica. En el caso de la melanina tumoral hubo un ligero

aumento del consumo de oxigeno (l1.ó/13.5)Z (Tabla 13). La
relacion [TBARSJ/[Dgl para la l1poperoxidacion de los

homogeneizadosiniciada por hidroperoxido de ter-butilo fue
de 6.18.
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FIS. 23. EFECTO DE LAS PRH’ARACIM DE PELMIMA DLRANTE LA LA LIPWEROXIDNZIÜ INICIADA PIB

HIDRÍPERÜXIDO DE TER-BUTILO SOBRE WIZADG DE HIEADODE RATA. H PRIIZESDSE INICIO Pm EL

AGREGADODE 3m DE TERT-BUTILO A LDS WIZADOS CCNLAS DIFERENTESCGCENTRACIMS E MIN,
Eamw MIMDMUUÚASFÉ MWWESOMMHG.N.UWJMIBSUWISHEEENHMLAHENUHMIE
NM.

(0), ¡EMMA SINTETICA;(O), ¡LAMINAMAL.

Se observo una disminucion en esta relacion con el aumento

de la concentracion de melanina sintetica adicionada (Tabla

1.3). La mismarelacion no fue afectada significativamente

por la adic10n de melanina tumoral.
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Tabla 13

EFECTO DE LA HELANINA EN LA RELACION [TBARSJ/[DZJ DURANTE LA
LIPOPERDXIDACION INICIADA POR HIDRDPERDXIDÜ DE TER-BUTILD EN

HOHOGENEIZADO DE HIGADO DE RATA.

MUESTRA MELANINA -d[023 +dETBARS] +dETBARSJ/dtx109
dt dt -d[02]/dt

(pg/mg prat) (pH/min) (pH/min)

Homogeneizado
+ hidroperoxido -- 11.6 0.021 0.18

" + M. sintetica 5 19.0 0.916 0.14

" + " 20 9.8 0.012 0.12

" + 40 9.7 0.910 0.19

" + 66 9.4 9.068 0.685

.. + ao 9. 4 ta. me, e. 063

" + M. tumoral 5 11.8 0.021 6.17

" + " 20 12.7 0.021 0.16

" + 46 13.1 0.021 6.16

" + bm 13.0 0.621 0.16

" + Bm 13.5 0.621 6.15

" + 96 13.5 0.021 6.15

EL MH] [E [lle SE ETERHIPDDLRMTE LIJSPRUEROS HIMJÏOSII "CIMA LA RENIICN CEN El.

HIDRCPERÜXIDOII TER-EJHLD; ESTE FlE CUSTNIÏE WTA LOS 30 HIMJÏIB Y HEBO CÜENZÜ h DEM.



3.3. Lipoperoxidacion iniciada por 2,2-azobis 2amidino

propano dihidrocloruro (AAPH).

Se utilizo al 2,E-azobis(2amidinopropano) dihidrocloruro

(AAPH)como in1c1ador de 1a reaccion de 11poperoxidac1on,

debido a que puede generar radicales libres a veloc1dades

conocidas y constantes por efecto de la temperatura.

Estos ensayos se realizaron sobre homogeneizadosde higado

de rata incubados con AAPHen una concentracion de BB uM a

38°C durante 129 min. Las preparaciones de melanina

sintetica mostraron tambien en este sistema una clara

inhibicion de la produccion de TBARS,siendo la ICse de las

preparaciones de melanina sintetica y tumoral 129 y 593

ug/mg de proteina respectivamente (Fig 19). A diferencia de

los resultados obtenidos con hidroperoxido de ter-butilo

como iniciador, la melanina tumoral si inhibio la

produccion de TBARS(Fig 24).

4. Actividades enzimaticas presentes en las preparaciones de

melanina sintetica y tumoral

Se determina la actividad de superoHido dismutasa presente

en las preparaciones de melanina sintetica y tumoral, a
traves de la autoonidaCion de la adrenalina en medio

alcalina.
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FIG 24. EFECTO DE LAS PREPARACIOIES DE MINT DLRMTE LA LIPCPEROXIDACION INICIADA POR AAPH SOBRE

HOHOGENEIZADOS DE HIGADO DE RATA. EL PROCESO SE INICIO POR EL AGREGADO DE AZO-COHPUESTO A LOS

HOHJGEIEIZADOS CON LAS DIFERBTTES CINCENTRACIONES DE TELANINA SEGUIDO DE lNCUBACION A 38°C DURANTE 120

MINUTOS, LUEGO SE DETERMINO HDA EN LOS DISTINTOS INEUBRDOS (O) HELANINA SINTETICA, (l) HELANINA

“MMM.

Los ensayos realizados con pr‘epar‘aciones de melanina

sintetica presentaron una inhibicion lineal para

concentraciones de melanina entre 0 y 13 ug/ml, a

concentraciones mayores se perdia la linear‘idad. F‘ara

preparaciones de melanina tumoral la inhibicion se mantuvo

lineal para concentrac1ones de melanina entre 9 y 26

ug/ml; a concentraCiones mayores tambien se perdio la

linearidad. Los valores obtenidos para el 50%de inhibicion
de la formacion de adrenocromo definen una actividad de 10 U

de SGD/mg de melanina para la preparacion de melanina

tumoral y de 26 U de SUD/mgde proteina para la melanina

sintetica. La activ1dad de catalasa se midio en las dos



preparaCiones de melanina. La melanina sintetica no mostro

actividad detectable de catalasa en las condiciones

utilizadas. Las preparaciones de melanina tumoral mostraron

actividad equivalente a 0.73 pmoles de catalasa/mg de

melanina. Sin embargoesta actividad fue inhibida por 6.1

mMde azida y por tratamiento previo de las preparaciones
de melanina tumoral con HCl óN por 4B horas. La perdida de

la actividad de catalas de las preparaciones indica que esta
melanina estaba arrastrando catalasa de las celulas. La

actividad de catalasa detectada en los granulos de melanina

fue del orden de 4-51 de la catalasa total configurando un

caso de contaminacion. Ninguna de las dos preparaciones de

melanina presento actividad de glutation peroxidasa.

5. Efecto de las preparaciones de melanina tumoral y

sintetica sobre la inhibicion de la enzima glucosa
oxidasa por 2,2 azobis (amidinopropano) dihidrocloruro.

Comose indico anteriormente el AAPHes capaz de

generar radicales alquilos los cuales producen la
inactivacion del 59%de la actividad de la enzima glucosa

oxidasa en las condiciones antes fijadas a traves de la

modificaCIQn de los reSIduos de triptofano. Esta enzima

cataliza la sigu1ente reaccion:
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Glucosa Unidasa
BETA-Dglucosa + 02 + H=0------------ r-P Acido gluconico

La melanina sintetica y tumoral mantienen la actiVidad de la

enzima glucosa oxidasa ejerciendo un efecto protector contra

los radicales libres generados a partir del 2,2 azobis

(amidinopropano), siendo los valores de la actividad de la

enzima en condiciones normales (18.710.35) similares a los

obtenidos en presencia de los dos tipos de melanina

17.4:9.5 y 15.2:Ü.ó para la preparacion sintetica y tumoral

respectivamente (Tabla 14). La concentracion de melanina que

protege el 50%de inhibicion de la actividad enzimatica fue

de 360 y 356 ug/mg de proteina para las preparaciones de

melanina sintetica y tumoral respectivamente (Tabla 14).
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TABLA 14

EFECTO DE LA MELANINA TUMDRAL Y SINTETICA SOBRE LA INHICIDN
DE LA ENZIHA GLUCDSA OXIDASA POR 2,2-AZOBIS(AHIDINOPROPANO>

SE DETERHlN] LA PCÏIVIDAD DE LA ENZIM ELLEOSA OXIDASQ A TRAVES DEL CONSUNJ IE ÜXIGDJO OBTENHIJ

DESPUES DE IMUBAR DLRANTE60 HIMJÏÜS A 38°C PH 7.2 LA ENZII‘A CON WH Y LAS DIFEFENTES PREPNWZIÜES

MIEUWHM. 

ADITIVOS ACTIVIDAD

(uM 02/ min)

G.031dasa 18.7: 6.4

u + AAPH 9.3: 9.4

" + Melanina S.
(366 ug/mg de proteina) 17.616.?

" + Melanina T.
(359 ug/mg de proteina) 15.8:Ü.4

" + Melanina S. +
AAPH (ISmM) 17.410.5

+ Melanina T. +
AAPH (15 mM) 15.2:Ü.ó
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CAPITULO IV

DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN CULTIVOS PRIMARIDS DE CELULAS DE
CDRTEZA ADRENAL DE RATA.

Se incluyeron en este trabajo sobre metabolismo de

hidroperoxidos en celulas tumorales en cultivo algunos

estudios preliminares sobre cultivos primarios, con el

objeto de compararlo con celulas normales en cultivo. Con
este fin se usaron celulas de corteza adrenal de rata.

E1 desarrollo de tecnicas para 1a preparacion de

suspensiones primarias de celulas viables utilizando la

accion de diferentes enzimas comocolagenasa, hialuronidasa,

y DNasa seguida de una suave dispersion mecanica ha

permitido la preparacion de cultivos primarios de diferentes

tipos de celulas y la busqueda de medios apropiados para su

cultivo. El aislamiento de poderosos factores de

crec1miento, tales como el factor de crecimiento

fibroblastico (FGF) y el factor de crecimiento epidermico

(EGF), han hecho posible el crecimiento por tiempo

prolongado de muchos tipos celulares en cultivos mas1vos,
asi como el clonaje de dichas celulas. Utilizando estas

tecnicas se obtuVieron cultivos primarios de celulas de zona

glomerulosa de adrenal de rata.
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1. Cultivos primarios de Celulas de zona glomerulosa de

corteza adrenal de rata: observaciones morfologicas.

Aproximadamente el SüZ de las suspenSIQnes celulares de

la zona glomerulosa se lograron pegar a las placas de
, ¡

cultivo dando monocapas compuestas de Bn2*9.5x195 celulas en

donde el 96 Z consistía de celulas epiteliales que contenían

una gran cantidad de gotitas de grasa refringentes y escasos

granulos oscuros. Las celulas fibroblasticas consistian al

comienzo alrededor del 1%de 1a poblacion pero proliferaban

y algunas veces sobrepasaban totalmente las monocapas de

celulas adrenales despues de la primera semana de cultivo

(Fig. 25).

F16. 25. MCRDFÜÏDGRAFIA IE LM CELLLA DE ZM BLMÑLDSA DE RDREML DE RATA A LOS 6 DIAS DE

CULTIVO; EL CRECIMIENÏD DE FIBRDBLASTOS SOBREPASD EL CULTIVO DE LAS CELULRS ADRENALES.
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Unade las caracteristicas morfologica de estas celulas de

la zona qlomerulosa de adrenal de rata consistia en la

aparicion de un gran numerode gotitas refringentes a partir
de las 72 horas de cultivo. exocitandose algunas de ellas a1

medio. Estas gotas refringentes se mantenian hasta los 15

29 dias de cultivo. (Fig.‘26 a)
Se realizaron tinciones de estas estructuras con Oil Red

dando positivo para las celulas adrenales y negativo para
las zonas de crecimiento fibroblastico.

A medida que aumentaba el tiempo de cultivo 25-36 dias las

celulas de glomerulosa fueron experimentando una retraccion

con perdida de gran parte de las gotitas refringentes, con
ensanchamiento del citoplasma y un aumento en el contenido

de granulos (lipofushina),oscuros adquiriendo

caracteristicas de las celulas de fasciculata y reticularis,
(Fig. 26 b). Este cambio de las caracteristicas ocurre en la

mismapoblacio celular. Cambiossimilares se obtuvieron por

el agregado de ACTH (196 mU/ml) no importando el tiempo de

cultivo.

2. Niveles de las enzimas antioxidantes en celulas de zona

glomerulosa de corteza adrenal de rata.

2.1. Actividad de las enzimas antioxidantes presentes
en tejido de zona glomerular.

Los niveles de las enzimas antioxidantes se midieron en

homogeneizados de capsulas de corteza adrenal que contenian
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FIB. 25 A. HICRCFOTMIAS DE MAPAS CELLLMESPROVENIENTESDE CtLÏWDS PRD“le DE CEULAS DE LA

ZM BLMRUJJSA [E ADRENN. DE RATADEIE 10 DIAS DE CRECIMIENÏO. LA SUPERFICIE CELILAR SE EMENTRA

(IZLPADAEN SU TDTNJDADPm BOÏITAS REFRHENTES. 26 BMICRÍÏOÏMIAS DE MAPAS CELlLARES

PRUVENIENTESIE CILÏIVDS PRIWIDS DECELILASIE LA ZM WMA DEm IE RATA[E 25 DIASDE

CRECIHIENÏO, SE DBSERVALM PERDIDA [E LAS SOTITAS REFRIPBENTES Y NJENTD II LOS MOS [mms
(LIPWUSHIM)
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aproximadamente 982 de celulas de glomerulosa v 2% de

celulas de fasciculata-reticularls. ello determinado por
tincion con hematoxllina-eosina.

Las actividades de Cu-Zn superoxido dismutasa y Mn‘

superoxido dismutasa en estas celulas de glomerulosa fueron

9.45:ü.b y 3.15:Ü.4 U/mgde proteina respectivamente. Los

valores obtenidos para la glutation peroxidasa y catalasa

fueron de 4319.968 mU/mg de proteina y 9.26:Ü.Ü2 U/mg

proteina respectivamente.

2.2. Efecto del suero y del selenio en los niveles de las
enzimas antioxidantes.

Se determinaron los niveles de las enzimas antioxidantes en

celulas provenientes de dos subcultivos que fueron

mantenidos durante tres dias en medio Dulbecco/F12 (1:1) y

en presencia y ausencia de 10X de suero fetal bovino. Las

celulas cultivadas en presencia y ausencia de 10%de suero

fetal bovino mostraron un 41%y 22% de 1a actividad de 1a

en:ima glutation peroxidasa presente en el tejido adrenal

fresco. Las actiVidades de las enzimas superoxido dismutasa

y catalasa no mostraron diferencias significativas con las
celulas de tejido fresco (Tabla 15).

E1 efecto del selenio se investigo en las mismascelulas

despues de dos subcultivos mantenidos durante tres dias en

medio Dulbecco/F12 (1:1) 10%de suero fetal bovino con y sin

el agregado de 20nMde selenito de sodio. La tabla 10
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muestra que la actividad de 1a glutation peroxidasa se

restablece a los valores presentes en el tejido adrenal

fresco despues de la adicion de 20 nMde selenito de sodio

en los cultivos tanto en presencia como en ausencia de 10%

de suero fetal bovino.

TABLA 15

EFECTO DE DIFERENTES AGENTES EN LOS NIVELES DE LAS
ENZIMAS ANTIDXIDANTES PRESENTES EN CELULAS DE ZONA

GLDMERULDSA DE CORTEZA ADRENAL DE RATA

SE UTILIZARTN CELMS PRDVBIIBITES DE DOS SUBMTIVOS, ClLTIVADAS MME TRES DIAS EN PRESETCIA

DE DIFERENTES ADITIVOS, AL CABO DE LDS CUALES SE COSEÜIARDN Y SE DETERHINMON LOS NIVELES DE ENZIMS
HHNSEHDEABÍEWMBYHMEHïB.

CONDICIONES ENZIMAS

Superoxido Glutation
dismutasa- peroxidasa‘ Catalasa‘

Tejido adrenal
fresco 12.óil.3 319.968 0.26i6.02

Zona glomerulosa 11.5:0.7 18:9.993 9.18:0.067

Zona glomerulosa
ausencxa de suero 11.4:Ú.8 1619.003 6.2210.04

Zona glomerulosa
mas 20 nMSeüsNaz 12.619.8 55:0.601 Ü.24¿ü.03

Zona glomerulosa
ausencia de suera
mas 26 nM SeDSng 11.5:2.0 4916.068 D.23¿0.UÜ7

‘LA NZTTVIDAD DE SWERDXIDO DISHJTASA Y DE CATALASA (lNIDADES ENJDHJIN) 5 EXPRESA EN U/ng DE

PROTEINA, LA ACTIVIDAD DE EUTATIDN PEROXIDASASE EXPRESA EN ¡IU/ng IE PRDTEIMA.
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DISCUSION

l. Consideraciones generales

Las celulas se encuentran constantemente

sometidas a la acc10n de agentes que pueden perturbar su

estado estacxonario. Un estres oxidativo puede resultar

cuando la naturaleza. la intensidad y/c la duraCion de los

estímulos generados por los agentes oxidantes cambia de tal

forma que ya no puede ser considerada como fisiologica. Las

especies de oxigeno activo (027, Hzoz, DH. y 102) a pesar de

ser naturales en las celulas, pueden causarles estres

oxidativo. Estas especies de oxigeno activo (en

concentraciones no letales (fisiopatologicas) podrian

funcionar comomediadores del crecimiento, diferenciacion y
desarrolo celular a traves de modificaciones de los

mecanismosde respuesta intracelular comoalteraciones en

las concentraciones de (I‘,a*2intracelular (Cerutti y col.,

1989), aumento del binding y activacion a protein quinasa c

(CPH) (Larsson y Cerutti, 1989), aumento de la ruptura a DNA

(Cantoni y col., 1989), aumento en los procesos de poli-ADP

ribQSilacion de proteinas nucleares (hrupitza y Ceruttl,

1989), EHPPGSIOHde distintos oncoqenes (Muehlematter y

col., 1989; Amstad y Cerutti, 1990). Esta capac1dad de

modificar la respuesta celular llevaria finalmente a una

modulac1on de la expresion genica, pudiendo 351 actuar como

inic1adores, promotores y progresores en los procesos
tumorales.
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La alterac10n de estos eventos en las etapas

mult1secuenc1ales de] proceso canceroso . aSI como el efecto

de diferentes tipos de compuestos sobre las celulas

tumorales ya stablecidas los cuales 1nteracc1onan o generan

espeCies de oxigeno activo, podrian determinar la eficac1a

de algunas de las diferentes terapias anticancerigenas.

2. Metabolismo de hidroperoxidos en celulas de

cancer mamario humano.

Nuestro proposito inicial fue investigar el efecto

del selenio en los cultivos de carcinoma de mama (MDF-7),

dado que este micronutriente es esencial para el crecimiento

de las celulas de los mamíferos (Ganther y col., 1976). Este

requerimiento es debido a que el selenio es un componente

esencial del centro activo de la glutation per Hidasa (Combs

y col., 1975, Hockstra y col., 1975; Chance y col., 1979 y

Flohe, L.. 1982), teniendo esta en21mapapel importante en

la dEtDHlflCdCIOD de los peroxidos induCidos por radicales

del oxigeno.y debido a su conoc1do efecto anticancerigeno

(Hatist y c01., 1985).
La defic1enc1a de selenio debida a la ausenCia de suero en

los cultivos de MEF-7no afecto el crecimiento celular y Sl

pruduJo un descenso en los niveles de la enzima glutation

peroxidasa. Esto nos llevaria a pensar que 1a glutation

peroxidasa en los niveles encontrados despues de 20 dias en
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ausencia de suero (2.Ú:Ü.E mU/mo de proteina) son

suficientes oara el crecimiento de estas celulas. For el

contrario concentraciones entre lÚ-’—50*’ Mde selenito de

sodio presentaron una inibicion de la proliferaCIDn celular

2.o, _ I _ S .r . -‘mayor a1 SH/- estos resultado podrian indicar que el

selenio ejerce su efecto inhibitorio a traves de mecanismos

independientes de 1a enzima glutation peroxidasa. Desde hace

39 años se sabe que dosis altas de selenio (4x19-5 M) son

toxicas para las celulas e inhiben varios sistemas

enzimaticos (Klug y col.. 1953). Los datos reportados por

Medina y col., (1983) en los cuales la incidencia de tumores

de mama inducidos por DMEA(dimetil-benzantraceno) despues

de 1a administracion en la dieta de 9.2-2 nMde selenio a

ratas. fue de 562 y 16%, mostraron que la accion preventiva

del selenio no estaria relacionada con los niveles de

glutation peroxidasa ya que tanto los controles (sin selenio

en 1a dieta) como los que recibían 6.2 y 2x19-9 Mde selenio

presentaron niveles bajos de 1a enzima glutation peroxidasa;
estos resultados estarian relacionados con nuestros

resultados, ya que muestran una inhibiCion de la apariCion
de tumores con concentraciones Similares con las se obtuvo

una inhibiCion de la proliferaCion celular.

Batist y col. (198o), utilizaron la linea celular de
leucemia promieloCitica HL-óoen las cuales la adicion de

distintos componentes de selenio mostraron una habilidad

diferente para inhibir la proliferaCion de esta linea

tumoral (1-56 uN), siendo el selenito de sodio y la
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selenocistina (1-50 uN) los que mostraron un mayor efecto

inhibitorio. asociado este a una disminucion del glutation

intracelular. En segundo termino utilizamos una droga

especifica contra el carcinoma de mama, la adriamic1na. Esta

droga ejerce su efe:to toxico sobre las celulas tumorales a

traves de su intercalacion y alquilacion de 1a molecula de
DNAimpidiendo asi la division celular (Di Marco y col.,

1975, 1982) y a traves de 1a produccion de radical

superoxido durante el ciclo redox de 1a porcion de quinona

de la molecula de antraciclina (Eachur y col., 1978)

La generacion de especies de oxigeno activo aumenta 1a

velocidad de lipoperoxidacion y de daño al DNA(Doroshow y

col., 1983; Thayer y col., 1977; Myers y col., 1977; Bates y

co1.,I 1982). Los primeros efectos citotoxicos observados en

los cultivos celulares hechos en presencia de adriamicina

fueron una inhibicion de 1a division celular, un
obscurecimiento celular debido a la entrada del colorante

simultaneamente con un aumento en el tamaño deazul trypan,

las celulas, probablemente debido a un efecto de

hinchamiento produc1do por el estres oxidativo . Las celulas

de tumor de mama se cultivaron durante 9 dias en presencia

de 10-7 Mde adriamiCina mostrando un aumento sustanc1al en

la quimioluminisceHCia espontanea, en la PBSpiPaCIOH no

sens1ule a Cianuro, en la producc1on de sustanCias reactivas

al tiobarbiturico (TBARS)y en las concentraCiones de “202

en el estado estac1onario. Esto indicaria un aumento en la

produCCion de las espec1es de oxigeno activo las cuales
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iniciarian reacciones en cadena de DEPOHldaCIOHcuyos

productos exc1tados (carbonilos en estado triplete y CHIQEHO

singulete) serian los responsables del aumento en la

quimioluminiscencia (fotones emitidos durante el proceso de

desexcitacion). Es interesante anotar que esta es el primer

informe sobre la determinacion de 1a quimioluminiscencia de
.

celulas intactas cultivadas en monocapas. Los reportes

anteriores se refirieron a suspensiones celulares de

protozoos como A. Castelani (Lloyd y col., 1979) T. Cruzi

(Giulivi y col., 1988) y hepatocitos (Turrens y col., 1986).

Este ensayo parece aplicable a cultivos celulares a los
cuales se les ha aplicado un estres oxidativo. Ademas los

resultados obtenidos con cianuro mostrarian el aumento en el

consumo de Higeno debido a1 ciclo redox de 1a adriamicina y

podria ser interpretado como una medida de los niveles de

produccion de las especies de oxigeno activo los cuales
estarian estrechamente relacionados con los resultados de

quimioluminiscencia, produccion de sustancias reactivas con
acido tiobarbiturico y con las concentraciones en el estado
estacionario de Hzoz. Los valores de 1050 para la

adriamicina en los cultivos de tumor de mamafueron de 36 nM

los cuales estarian cerca del valor Ica. 5-7 nM obtenido

(1989). El crec1m1ento de las celulaspor Mimmaugh y col.,

con concentraciones normales y bajas de glutation

peroxidasa fueron igualmente inhibidas por la adr1am1c1na,

observandose a51 que la respuesta in vitro de las celulas
de tumor de mamaes diferente de los resultados obtenidos in
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vivo en los cuales la deficiencia en glutation perouidasa
aumento la toxic1dad de la adriamicina en el corazon. ES

interesante el hecho aunque aun no muyclaro la reversion

parc1a1 hacia un epitelio normal inducido por la adriamiCina

en concentracion 10"7 M. Recientemente se demostro que esta

linea celular es altamente heterogenea, con subpoblac10nes

con diferente grado de diferenciacion (Resnicoff y col.,

1987); y agentes que promueveno inhiben la diferenciacion

pueden afectar 1a heterogeneidad celular a traves de 1a

modificacion de las proporciones relativas de cada

subpoblacion presente en esta linea celular (Resnicoff y

col., 1989).
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3. Metabolismode hidroperoxidos en celulas de cultivo de

melanoma maligno humano.

Se conoce desde hace varios años que niveles aumentados

de las especies de oxigeno activo y los productos de las

recciones que generan se encuentran amenudopresentes en las

celulas tumorales (Perchellet y col., 1989).
Se utilizo la linea tumoral IIB-Mel-J comomodelo de celula

melanotica con el objeto de estudiar el rol desempeñadopor

la molecula de melanina en el metabolismo de hidroperoxidos

de este tipo celular.En primera instancia determinamos los

niveles de las enzimas antioxidantes observandose que la Mn

superoxido dismutasa mitoconddrial, la Cu-Zn-superoxido

dismutasa citosolica, la Se-glutation peroxidasa y 1a no

especifica glutation peroxidasa no presentaron variacion
durante la transicion de la fase exponencial de crecimiento
a la fase estac10naria. Noobstante es interesante anotar

que las celulas en fase estacionaria poseían niveles altos
de melanina, presentaron niveles de Mn-superoxido

dismutasa (6.4710.Úó U/mgde proteina) menores que los de

las celulas en fase exponenCIal (ü.óüiü¡05 U/mgde proteina

) y menores que los obtenidos para celulas tumorales no

melanoticas como las de tumor mamario MEF-7 (l.0310.02 U/mg

de proteina) (Bustamante, y col., 1999). Esta observacion

estaria de acuerdo con el hallazgo en higado de peces de que
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el contenido de melanina se correlaciona inversamente con la

actividad de la superoxido dismutasa mitocondrial (Sichel y
col., 1987). A diferencia de la estabilidad de los niveles

de las enzimas superouido dismutasa y glutation peroxidasa

en las dos fases de crecimiento estudiadas, la enzima

catalasa en las celulas en fase estacionaria presento una

mayor actividad especifica (10.816.ó Uymgde proteina) en

comparacion con los valores obtenidos para las celulas en

la fase exponencial (7.ó:®.3 U/mg de proteina). Los

resultados anteriores explican directamente los niveles de

peroxido de hidrogeno mas bajos (2.119.2 uM) encontrados en

las celulas de las fase estacionaria en comparacion con los

niveles de las celulas en fase exponencial (3.3:0.2 uN).
Cuantitativamente el 49%de aumento en la actividad de

catalasa es consistente con el 40% de disminucion en el

contenido de peroxido de hidrogeno intracelular (asumiendo

que las velocidades de produccion no se modifican) en las

celulas de la fase estacionaria cuyo contenido de melanina
fue mas alto. Esta diferente actividad de catalasa tambien

resistencia alpuede explicar directamene la mayor

peronido de hidrogeno generado Htracelularmente a traves

del Sistema enzimatico glucosa-glucosa oxidasa presentada

pOr las celulas de la fase estaCionaria. Cuantitativamente
tambien este 40%de aumento en la actividad de catalasa se

encuentra correlac1onado con el 60% de disminucion en la

sensibilidad al peroxido de hidrogeno generado
extracelularmente.
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El hecho de due el mismo aumento en la actividad de catalasa

se encuentre en el homogeneizado total (donde se encuentran

los granulos de melanina) en comparac10n con el citosol (el

cual no posee los granulos de melanina) no sustenta la idea

de que la melanina Juegue un papel importante en el

metabolismo del peroxido de hidrogeno. Sin

actividad de peroxidasa presente en los granulos de melanina

embargo una

en los cuales los precursores o melaninas de bajo peso

molecular actuarian comodonadores de hidrogeno no puede

descartarse en este momento. La concentracion intracelular

de peroxido de hidrogeno en estado estacionario para las

celulas de melanoma (2.1:B.2 uM) es del mismo orden de

magnitud que el valor encontrado en las celulas de carcinoma

de mama (1.3816.21), (Bustamante y col., 1996) y en las

celulas de Tripanosoma cruzi (1.5:9.5 uM) (Giulivi y col.,

1988) y algo mayor que la concentracion medida en celulas

de glomerulo (9.516.1) y un orden de magnitd mayor que en

hepatocitos (6.1 uM) (Giulivi y col., 1988). Es interesante

anotar que el aumento del 100% en quimioluminiscenc1a es

consistente con el 56% de aumento en la concentraCion del

DEPOHIÜÜde hidrogeno intracelular. Esto ya que se ha

observado una relaCion casi lineal entre la

quimioluminicencia espontanea y el cuadrado de la

concentrac1on intracelular de peroxido de hidrogeno en

hepatocitos de higado de rata en un rango de 0.1 a 6.4 uH

(GiuliVi y col., 1988; Giulivi, 1988). Los hallazgos

obtenidos en este estudio podrian contribuir a explicar la
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reSistencia relativamente alta encontrada en las celulas de

melanomahacia 1a radioterapia. hacia la quimioterapia con

antibioticos generadores de radicales libres y hacia el

ataque inmunologico de los polimorfonucleares y macrofagos

mediado a traves de especies de oxigeno activo.
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4. Efectos de la melanina in vitro.

La melanina forma parte de los pigmentos mas

frecuentes e importantes presentes en el reino animal y su

funcion primaria es la fotoproteccion. Este pigmento
.

presenta una serie de propiedades fisicoquimicas poco

frecuentes en los polimeros biologicos; las melaninas son

sustancias amorfas, poco solubles y con una gran capacidad

'de interaccionar con iones formandoquelatos (Sarna y col.,

1976), y de llevar a cabo procesos de oxido-reduccion (Gan

y col., 1974). Las melaninas en estado purificado se pueden

caracterizar por la presencia constante de radicales libres,
probablemente semiquinonas, cuyas seflales permiten su
identificacion a traves de resonancia electronica

paramagnetica (Sealy y col., 1986).

La biosintesis de estos pigmentos en los mamíferos se
realiza en los melanosomas dentro de los melanocitos. La

enzima responsable es 1a tirosinasa que actua sobre la

tirosina y sus productos oxigenados, oxidandolos a quinonas

las cuales se polimerizan para dar la melanina (81015 y

col., 1971) que es luego transportada a los queratinoc1tos

en donde ejerce su func10n protectora. Las preparaciones de

melanina sintetica son de fac1l obtenc1on a partir de la

oxidacion de dopa, catecol o de otros compuestos hldPDHl

aromaticos. Las melaninas sinteticas y naturales son

dificiles de caracterizar en terminos de estructura quimica
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y de organizacion molecular. Los pesos moleculares de estos

polímeros estan en el rango de 8999 a 45009 daltons.

TABLA 16

DEFENSAS ANTIDXIDANTES N0 ENZIHATICAS PRESENTES EN LDS
SISTEMAS BIDLDGICOS

SUSTANCIAS FUNCION

Tocoferoles (vitamina E) atrapador de ROD-RD
Acido Ascorbico (vitamina C) reductor
Flavonoides (plantas)
Carotenoides (vitamina A) atrapador de ’02
Criptoxantina (plantas) "
Crocina "
Bilirubina "
Biliverdina "
Acido Urico "

RDD- OH
a. hipocloroso

Trolox (vit. C soluble) atrapador de ‘02 RDD-R0
Tioles
Cisteina "
Glutation "
Lipoato "
Metionina "

Manitol atrapador de DH
Glucosa “
Metalotioneina atrapa metales (Zn"2 Cu‘ Cd‘2 Hg*=)
Proteinas-SH
Proteinas plasmaticas
Ceruloplasmina Fe” ----> Fe”
Haptoglobina atrapa hemoglobina libre
Albumina atrapa Cu
Transferrina atrapa Fe

Nordihidroguaraiacetico atrapador DH-, R- y R00
Glutation atrapador ÜH- ‘02

Melanina atrapador de 027 - otras funCiones ?

Desde las observaciones hechas por Geremia y col. (1984) y

por Siechel y col. (1987), quienes informaron la habilidad



de preparaciones de melanina de diferente origen para

atrapar 02“ generado por el sistema xantina — xantina

oxidasa y por el sistema KID. y Hzoz, la melanina se incluye
en la lista de los sistemas antioxidantes no enzimaticos

conocidos en los sistemas biologicos ( Tabla lb).

Las diferentes reacciones de radicales libres que ocurren en
‘

los sistemas biologicos y que llevan a los procesos de

peroxidacion de los lípidos y de otras moleculas han sido

dilucidados y establecidos en forma general (Chance y col.,
1979). Las reacciones en cadena de radicales libres se

originan con las reacciones de iniciacion, las que una vez

producidas llevan a una serie de reacciones bimoleculares
denominadas reacciones desucesivas, propagacion y

reacciones de terminacion. Las clasicas etapas de

iniciacion, propagacion y terminacion ocurririan en los

sistemas biologicos principalmente segun el esquema

siguiente:
Reacciones de iniciacion:

02- + H202 L" 02 + 0H'+ DH

I

to: + c=c —————-) -c—-0 --—-—> >c=0 + >00
-;—-Ü

ECO“ + CH ------- -—> c- + }c.
ÜH

Reacciones de propagacion :

OH- + RH —--— ————————————> Hzü + R

R- + 02 + } ROO
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Reacc1ones de terminac10n:

2 RÜO- ——————————————-\ RÜDR + 1uz.

H- + R- ——————————————> Fxe

R- + ROO- ----------- —‘ ROOR

E1 grado de lipoperoxidacion de un sistema biologico se

puede evaluar a traves de diferentes .parametros como la

produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

(TBARS),las que incluyen al malondialdehido principalmente

y a otras sustancias; la determinacion del consumo de

oxigeno en condiciones en que la unica reaccion es la de

adicion de R- 02, la cuantificacion de dienos conjugados; la

determinacion de la produccion de alcanos, comoel etano, y

el pentano y la determinacion de quimioluminiscencia.

En los proceso de lipoperoxidacion espontanea o endogena

los iniciadores fisiologicos parecen ser radicales
hidroxilos generados a partir de metales de transicion como

Fe y eventualmente Cu que se encuentran complejados con

proteina (hemoproteina) o con fosfatos organicos. En el caso

del Fe las reacciones parecen ser las de Haber-Weiss y la de

Fenton y se postulan ciclos similares para el caso del Cu.

Fe+3 + 027 ----------- --} Fe’z + Ü:

Fe’2 + HZÜZ---------- --2 Fe” + OH‘ + ÜH

L-Cu‘2 + 027 ----------- --> L-Cu’1 + 02

L-Cu" + 027 + 2 H’ ————-—> L"Cu’2 + Hgüg
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Otras reacciones podrian generar radicales libres organicos

en el homogeneizado, como por ejemplo el sistema P-450

monooxigenasapresente en el reticulo endoplasmico, el cual

puede realizar una serie de reducciones de un solo electron

durante la oxidacion de una gran cantidad de sustancxas.

Este y otros sistemas podrian contribuir a la generacion

endogena de radicales libres los cuales generarian

reacciones de iniciacion o centros de reaccion para

producir lipoperoxidacion.

En este punto cabe considerar que un efecto antioxidante de

la melanina debe entenderse en terminos de su capacidad de

reaccionar con los intermediarios de 1a reaccion de

radicales libres de la peroxidacion. En este contexto, la

melanina deberia mostrar capacidad reactiva, cineticamente

compatible con 1a accion biologica observada, con alguno o

algunos de los siguientes intermediarios: a) anion

superoxido (027), hecho ya reportado por Siechel y col.
(1987) (en este caso la melanina tendria actividad de

superoxido dismutasa); b) peroxido de hidrogeno (H202) (en

este caso la melanina tendria actividad de catalasa y/o de

peroxidasa hecho tambien reportado por Aver'yanov y col.

(1987); c) con radical hidroxilo (ÜH-); d) con radicales

alquilo (R-); e) con radicales hidroperoxilo (ROD-J;o T;

con DKlqEHOsingulete (‘02).

Dbservac10nes sobre el hongo P. orizae mostraron que la

melanina reducía el daño ox1dativo ocacionado por el oxigeno

Singulete y por el radical superoxido sobre sus esporas,
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inhibiendo su germinacion (Aver:yanof y col., 1987)

Se ha observado tambien que la irradiacion UVde muestras de

cardiolipina genera 1a acumulacion de hidroperoxidos y de

sustancias reactivas al acido tiobarbiturico y que la
presencia de melanina posee un efecto inhibitorio de la

generacion de estas sustanCias. Estos efectos inhibitorios

podrian ser de gran importancia biologlca en la estabilidad

de las celulas que contienen este pigmento (ojos, piel,

esporas de plantas, higado y bazo de diferentes animales

acuaticos), (Pustynnikof, 1987).

En diferentes sistemas biologicos se ha venido observando

la capacidad protectora de la melanina contra el efecto de

la radiacion ultravioleta (Chedekel, 1982), en terminos de

inhibicion de los procesos de lipoperoxidacion, es decir

mostrando efecto antioxidante en alguno de los siguientes

pasos que pueden considerarse comoclaves para el efecto

biologico de la irradiacion visible, UV-a y UV-b. A

significa aceptor (quinonas, nucleotidos, etc)

1) A + hv ——————————————-2 A“

A- + 02 ______________ _-..-" ‘02 "' A

3) ‘02 + >C = Ci ----- --? kE--3 ---- --fi 2C=Ü + FC=Ü*
u _ ¡ l

4) “¡0:0- + -CH --------- ——.:>,28- + ¿2.13.H I

El proposito de estos experimentos consistio en determinar

el efecto de preparados de melanina (Sintetica y tumoral)



en el proceso de lipoper xidacion de un homogeneizado de

higado de rata. Las reacc1ones de lipoperoxidacion

estudiadas fueron la espontanea o endogena. en la cual no

se utilizo ningun tipo de iniciador y las peroxidaciones

iniciadas por hidroperoxido de tert-butilo y 2.2-bis
(amidinopropano) hidrocloruro.

Las preparaciones de melanina sintética no presentaron

niveles detectables de Cu", mientras que las preparaciones
de melanina extraída de tumores melanoticos humanos

presentaron una concentracion de cobre de 33912 ng/mg de

melanina . A diferencia de los tejidos normales algunos
tumores contienen altas concentraciones de cobre

(Carpentieri y col., 1985). Los melanomasequinos presentan

niveles de cobre hasta 2-4 veces mayores que tejidos

normales pigmentados. Los valores de cobre encontrados en

metastasis de tumores melanoticos equinos fueron de

3.5:6.4 ug/g de peso humedode tejido tumoral (Krauter y

col., 1989). Parte de este cobre se encuentra asociado a las

enzimas tirDSinasa y superoxido dismutasa y alrededor del

99%se encuentra asoc1ado a la melanina la cual posee como

ya se dijo una alta capacidad de unir metales.

En los estudios realizados sobre la lipoperouidaCion

espontanea de homogeneizados de higado de rata los

resultados mostraron efectos Similares en presencia de

preparaciones de melanina sintetica y de melanina

tumoral, observandose inhibiciones maximas del 96%y del

80%respectivamente. Este efecto podria deberse en principio
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\a dos causas principales al la reaccion de la melanina con

radicales libres y b) la quelacion de iones.

La melanina posee dado su caracter de molecula con

electrones desapareados. es dec1r de radical libre, la

capacidad de reaccionar con radicales dando un producto de

adicion (Me- + R-“> Me-R ). Esta reaccion puede

considerarse como una reaccion de adicion o como una

reaccion de cancelan dosterminacion ya que se radicales
libres o centros de reaccion. Las reacciones de adicion son

muy rapidas con constantes de reaccion de 167 M-*s-*. Es por

lo tanto de esperar que las reacciones de las melaninas con

los radicales alquilo (R-) y peroxilo (RDD-) sean muy

efectivas. La deslocalizacion del electron desapareado en

practicamente toda la molecula hace que el valor de la

seccion eficaz de reaccion para la melanina se acerque al

valor de su superficie.

Las melaninas inhibieron la lipoperoxidacion endogena con

valores de 105° 5.5 ug/mg de proteina y 2.5 ug/mg de

proteina para la melanina tumoral y sintetica

respectivamente. Este mayorefecto de la melanina sintetica
correlaCiona con la disminucion de los valores de la

relacion [TBARSJ/[Üg] en presencia de melanina sintetica

(0.013%) y de melanina tumoral (0.634%).

El proceso de lipoperoxidaCion inic1ado por hidroperoxidn

de ter-butilo se inicia segun el esquemasiguiente:
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CH: hemoproteinas CH3
CH; C D O H > CH; C Ü- alcohoxilo

CH; Fe" Fe” CH:

“.4/

CH;
CH; C D D- peroxilo

CH;

radicales alcohoxilo LH CH: L
> CH3 C DH +

" peroxilos RH CH; R

L- LDD- LDÜ- 2L0
+ 0É----------- -—> ------------ --; + 02

R- RÜÜ- RÜO- 2H0

Los compuestos asi generados debido a su gran reactividad

producen reacciones de iniciacion del proceso en cadena de

lipoperoxidacion. Es interesante señalar que el

hidroperoxido de tert-butilo en conCentraciones muy bajas

(5-20 uM)no produce una lipoperoxidacion cuantificable pero

presenta una fuerte act1v1dad carcinogenica espeCificamente

_comopromotor y progresar tumoral. (Cerutti, 1985; Hensler,

1986). Aumentando el nivel de rupturas en el DNAy el nivel

poli ADP-ribOSilacion de proteinas en diferentes lineas
celulares (Muehlematter y col., 1988), siendo ademas un

potente inductor de la expresion del oncogene c-fos cuyo
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efecto a nivel de la expresion de diferentes tipos de genes

es conoCido (Muehlematter y col.. 1989).

La lipoper Hidacion iniciada por hidroperoxido de ter-butilo

sobre homogeneizados de higado de rata mostro efectos

diferentes de las preparaciones de melanina tumoral y

sintetica (Fig 17). Hubo una inhibicion clara por parte de
sinteticade melanina siendo esta de 54X para una

concentracion de melanina de 40 ug/mg de proteina. Por el

contrario, las preparaciones de melanina anural no

presentaron efecto sobre 1a lipoperoxidacion iniciada por

hidroperoxido de ter-butilo. Tampoco se mostro ningun

aumento de esta lipoperoxidacion a pesar del contenido de

Cu de la melanina tumoral. La 105° para la melanina

sintetica fue de 3? ug/mgde proteina para este sistema.

Los valores de [TBARSJ/[Üglpara este sistema mostraron una

clara inhibicion en presencia de melanina sintetica a medida

que aumentaba su concentracion con respecto a los controles

sin melanina y con la misma concentracion de melanina

tumoral.

Tambien se utilizo el 2,2 azobis (amidinopropano) como

iniciador del proceso de llprEPDKidaCIQD, este compuesto no

requiere la presenCia de metales para _su ruptura, por

consiguiente la generacion de radicales, nece51ta solamente

de temperatura (35-46“ C). El proceso de lipoperoxidac1on se

iniCia segun el esquema siguiente:
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.12,; azobis (amidinopropano)

<—————— SEP-38°C
/

ZR

02

V
2R00

LHíz)
ROOH LN

L.

02dl
LOO

propagacion: LÜÜ-+ LH ---------- --> LDOH+ L

terminacion: 2LOÜ- > LÜÜOÜL+102

LÜOOOL > RDH + RÜ- + ‘02

LDDDOL > LOH + LD- + 02

LÜD-+ L- ----------- --> LDDL

Comose observa en el esquema anterior la iniciacion del

proceso no requiere la presencia de metales como

catalizadores. Los resultados obtenidos para el proceso

peroxidativo iniCiado por el 2,2 azobis (amidinopropano) en

presencia de las preparaciones de melanina sintetica y

tumoral presentaron efectos Similares para las dos
melaninas con inhibiciones de 30%y 20% para la melanina

sintetica y tumoral respectivamente. Siendo las Ica. de 120

y 566 ug de melanina/mg de proteina respectivamente.
En la Tabla 17 se observan los resultados obtenidos con



las preparaciones de melanina en los diferentes sistemas de

lipoperoxidacion. Los valores de [Cao para las preparaciones

de melanina sintetica y tumoral obtenidos en los distintos

procesos de lipoperoxidacion se encuentran agrupados en la
Tabla IB.

TABLA 17

INHIBICION DE LOS PROCESOS DE LIPDPERDXIDACIDN POR
PREPARACIDNES DE HELANINA SINTETICA Y TUMORAL

INICIADÜRES

ADICIDNES ESPÜNTANEA HIDRÜFEROXIDÜ EZBIS,AMIDINDPRPAND
TER-BUTILD (AAPH)

Ninguna Ü 0 9

M.Sintetica 96% 54% 30%

M.Tumora1 80% 6 26%

lPRfl’MACIONDEMIND SINTETICA(MIS/HS DEPRDTEIM), H PREPNWIIN DE [ELANXMMAL “DUB/IG
MEHMEHHL

E1 2,2 azobis (amidinopropano) asi como otros compuestos es

capa: de generar radicales
blanco en diferentes moleculas de proteina, alterando
ciertos grupos de la mulecula a traves de un proceso

OKiddtIVD; dando como resultado en el caso de moleculas

enzimaticas su inactivacion, aunque muchomenos probable que
la situacion anterior es la activacion de enzimas o

proteinas debido a la oxidacion de grupos tioles esenciales;

libres los cuales pueden hacer.
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como en el caso de la FrC (Protein kinasa C) (Larsson y

col., 1989), en la insulina en el tranporte de glucosa,

(Czech y col., 1974) y en el caso de la angiotensina,

(Ikemoto y col., 1988).

En este caso se obtuvo la perdida del 56%de la actividad de

la enzima glucosa oxidasa al tratarla con 2,2 azobis
(amidinopropano); ambas preparaciones de melaninas

restablecieron la actividad de esta enzima mostrando un

claro efecto protector contra los radicales libres generados
por este compuesto. En este caso, la accion de proteccion

identifica una actividad atrapadora de radicales libres

tipo alquilo (R-) y peroxilo (RÜÜ-).

TABLA 18

VALORES DE Ica. OBTENIDOS PARA LAS PREPARACIDNES DE HELANINA
SINTETICA Y TUMDRAL

SISTEMAS MELANINA SINTETICA MELANINA TUMÜRAL

Espontanea 2.5 5.5

Hidroperoxidoter-outilo 30 

22,amidinoprpano 120 560

UBVMGESNImgfïRHÜNMIDWIBDEHLMHÜHEDEHÜWUML

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad

de superoxido dismutasa presente en las dos preparaciones de
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melanina mostro que 1 U SÜDequivale a 6.15 ug de enzima/ml

mientras que 1 U SÜDcorresponde a 190 ug de melanina:

representando en las celulas de melanomaalrededor del óZ de

la actividad total de superoxido dismutasa, lo cual estaria
de acuerdo con las observaciones realizadas sobre la

capacidad atrapadora de 02‘ presente en las preparaciones de

melanina natural (Siechel y col., 1987)2 A diferencia de la

presencia de esta actividad observada en preparaciones de

melanina proveniente del hongo Pyricularia oryzae' por

Aver'yanov y col. (1987), no se encontro actividad de

catalasa despues de tratamiento con azida y de tratamiento

con HCl óN y en las dos preparaciones de melanina.
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5. Celulas de corteza adrenal de rata.

El proceso de peroxídacion derivado de un

defectuoso metabolismo de los hidroper Nidos normalmente

producidos constituye un problema para muchos tejidos. La

glandula suprarenal parece particularmente susceptible, ya

que tanto 1a corteza como 1a medula poseen niveles muy altos

de oxigenasas y oxidasas que podrian generar radicales

libres del oxigeno. La corteza suprarenal posee un alto

contenido de citocromo P459 y las interacciones entre este y

los diferentes esteroides podria ser la fuente mayorde los

productos de la reduccion parcial del oxigeno que lleva a

una situacion prooxidante observada en este tejido. La

celula de la corteza adrenal se encuentra protejida contra
contenidas en laseste proceso por altos defensas

antioxidantes enzimaticas super Nido dismutasa catalasa y

glutation peroxidasa y no enzimaticas comoglutation, alfa

tocoferol, retinol, acido ascorbico y selenio,
especificamente posee altos contenidos de acido ascorbico

los cuales disminuyen rapidamente en condiciones de estres.

Las celulas de 1a corteza se separan en tres zonas:

glomerulosa, fasciculata y reticular estas pertenecen a un
mismotipo de celulas parenquimatosas las que presentan una

migracion gradual desde la parte externa hasta la parte

interna de 1a corteza. Se ha demostrado que EKIStE una mayor

mortalidad en las celulas de la parte interna (reticularis)
las celulas de la parte externa (glomerulosa)y que serian
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las mas Jovenes. este tipo de migracion desde el nacimiento

hasta 1a muerte constituye la historia de las celulas

adrenales y se considera como un interesante caso de

enveJecimiento celular (Hornsby y col 1983. 1987). Estas

observac1ones se han realizado a traves de estudios con

celulas de la corteza adrenal en cultivo en las cuales se

observa una transformacion de las celulas de la zona

glomerulosa en celulas de la zona fasciculata y reticular

(Bill y col 1982), a traves del tiempo de cultivo o por

acciion de diferentes agentes.

Las celulas suprarenales en cultivo se tornan deficientes en

selenio (Hornsby y col..l 1985) en vitamina E (Hornsby y

col.,1985) y en acido ascorbico (Hornsby y col.,1985).

Consideramosque cultivos de estas celulas constituyen un

sistema interesante para investigar el papel de estos

antioxidantes biologicos en 1a proteccion contra e1 daño
oxidativo.

Durante el proceso de disgregacion celular se agotan algunos
de los antioxidantes no enzimaticos como

el acido ascorbico y la vitamina E, agregar 1 uMde ac1do

ascorbico durante el proceso de disgregaCion de las celulas

permite un mejor rendimiento de los cultivos.

Los valores obtenidos para las tres enzimas antioxidantes

fueron mayores que los encontrados en las celulas tumorales

como MEF-7 y IIB-MELJ Siendo el doble para la superoxido

dismutasa y aproximadamente 19 veces mas para 1a glutation

peroxidasa y para la catalasa.



El contenido de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa

no se vio mayormente afectado durante la disgregac1on

tisular y tampoco por la adicion de 29 nN de selenito de

sodio a1 medio de cultivo. Mientras que la enzima glutatiOn

peroxidasa Si se vio afectada por este tratamiento. Los
niveles de esta enzima se vieron disminuidos

despues de varios dias de cultivo en ausencia de suero; es

en un 59%

posible restablecer estos niveles despues de 1a adicion de

20 nM de selenito de sodio, lo cual esta de acuerdo con los

resultados reportados por Hornsby, 1985.
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CGNCLUSHGNES



1. La Ausencia de suero en el medio de cultivo produce una

disminucion de los niveles de la enzima glutation

peromidasa. pero no afecta la proltferacion celular, tanto

en cultivos de celulas tumorales comoen cultivos primarios

de celulas normales de adrenal de rata.

2. La presencia de concentraciones de SeOJNag (EÜnM)

produce un efecto inhibitorio del crecimiento de las

celulas tumorales de carcinoma de mamahumano (MEF-7).

3. Niveles de SeÜSNaz de 29 nMpresentes en el medio de

cultivo de celulas normales de adrenal de rata no muestran

efectos inhibitorios de la proliferacion celular y

restituyen los niveles de glutation peroxidasa, disminuidos

por el crecimiento de estas celulas en ausencia de suero.

4. La adriamicina inhibe la proliferacion celular, generando

un estres oxidativo caracterizado por aumentos en: a) el

consumo de Higeno, b) los niveles intracelulares de

peroxido de hidrogeno en estado estacionario, y c) en la

produccion de sustanc1as que reaCCionan con acido

tiooarbiturico.

4. E1 aumento en quimioluminiscenc1a estuvo asociado a un

aumento paralelo de los niveles de peroxido de hidrogeno en
el estado estacionario en los dos sistemas de celulas

tumorales estudiadas, (MEF-7e IIB-Hel-J).
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,o. Las celulas de melanoma con mayor concentracion de

melanina (11.3 ug/ml) presentan una menor concentracion de

Hzoz intracelular. una menor quimioluminiscencia, asi como

una mayor resistencia a un flujo de per nido de hidrogeno

extracelular; todo esto se asocia a un aumento en los

niveles de catalasa, mas que a los niveles de melanina

presentes en estas celulas.

ó. Preparaciones de melanina sintetica y de melanina

provenientes de tumores son capaces de inhibir la

lipoperoxidacion espontanea en homogeneizados de higado de

rata. Preparaciones de melanina tumoral tambien lo hacen

aunque con menor eficiencia.

7. Preparaciones de melanina sintetica inhiben 1a

lipopernxidacion iniciada por hidroperoxido de ter-butilo,
miencras que las preparaciones de melanina tumoral no
tuvieron efecto.

8. Preparac1ones de melanina sintetica y tumoral son capaces

de inhibir la lipoperoxidacion iniciada por 2,2bis

amidinopropano (AAPH).

9. Las dos preparaCiones de melanina sintetica y tumoral

son capaces de proteger la ensima glucosa oxidasa de la

inactivacion del 50% debida a la produccion de radicales

libres por parte del 2,2azo,b1s-amid1nopropano.
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