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Alteraciones en los lípidos nucleares hepáticos debidas a la activación in situ del tetracloruro de
carbono
S.L. Fanelli

Se evidenció que a partir de la activación nuclear hepática del tetracloruro de carbono (CCL) se forman
radicales libres triclorometilo (-CCl3). Los radicales °CCl; y los CCl-,O;- derivados dc la reacción de los
primeros con el oxigeno. promueven reacciones de adición y de abstracción de H desde los lípidos nucleares.
Las reacciones de adición son mas intensas con los oCCl; ; mientras que las de abstracción de H son
promovida mas fuertemente por los CCl:0;° . Los -CCl3 se adicionan preferentemente a los ácidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos (PUFA) de la membrana perinuclear. Los CC l_¡O;-y los -CCl; abstraen
hidrógenos de los PUFA (especialmente ac. araquidónico) e inician procesos de peroxidación de lípidos de la
membrana perinuclear que conducen a la formación de aldehidos reactivos (ej. malondialdehido). Tambien
abstraen H del colesterol de la membrana perinuclcar fomíando productos de oxidación y cetoderivados del
mrsmo.

Por estudio comparativo en dos cepas de ratas con distinta susceptibilidad a sufiir cáncer hepático por efecto
del CCL. se deduce que la intensidad de producción de los radicales °CCI3 en las cercanías del ADN y la
unión eovalente de los mismos a fosfolípidos específicos. colesterol y e'steres de colesterol podrian tener
relación con la susceptibilidad a sufrir los efectos carcinogénieos ejercidos por el CCL.
En resumen: Los resultados evidencian que durante la biotiansfomiacíón nuclear hepática del CCL. se
forman radicales libres -CCl; y CCl;O;-. Dichos radicales interactúan con los lípidos de la membrana
perinuclear y generan productos potencialmente capaces de reaccionar o regular la función del ADN y/o las
proteínas nucleares. con cónscxuencias potencialmente graves a nivel celular.

Palabras claves: tetracloruro de carbono, radicales libres, núcleos, lípidos, colesterol. ác. araquidónico,
malondialdehído. cancer hepático

Alterations in hepatic nuclear lipids due to in situ carbon tetrachloride activation to free radicals.
S.L. Fanelli

Evidence vvasprovided that duiing liver nuclear activation of carbon tetiacloride (CCL) trichloromethyl free
radicals (-CCl;) are formed. The °CCl3free radicals produced and the CCl;03° resulting from the reaction of
the fomicr “ith oxygen. are able to sufFer addition and H abstraction reactions. Addition reactions are
fundamentally promoted by the -CCl; while H abstraction reactions are mainly artributable to the CCl303­
frec radicals. The ’CC'3 preferentially add to the polyunsauuated fatty acids (PUFA) fi'om the per-¡nuclear
mernbrane. The CC1303-and the °CClsabstiact H atoms from the PUFA (mostly from arachidonie acid) and
spark a lipid peroxidation process leading to the production of reactive aldehydes (eg. malondialdehyde).
They also perform H abstraction reactions from perinuclear lipid cholesterol rnoieu'esto lead to keto and other
oxidized products of the steroid.
Studying two strains of rats with different suseeptíbility to CCL hepatic cancer, it “as dedueed that the
intensity of -CCl3 radicals production nearby DNA and regulation protein and the covalent binding with
specific phospholipids, cholesterol and cholesterol esters might be related with the suseeptibility to suffer the
CCL careinogcnic effects.
ln summary: The perfomied studies evidence that during liver nuclear biotransfonnation of CCL . 'C Cl; and
CCl¡O;° radicals are formed. These radicals interact vvith lipids from the perinuclear mernbrane to generate
products having potential ability to react or regulate DNA and/or nuclear protein fiinction.

Key words: carbon tetiachloride. free radicals. nuclei, lipids, cholesterol, arachidonic ac., malondialdehyde,
hepatic cancer
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lnüoducción

l. INTERACCIONES ENTRE LOS XENOBIOTICOS Y LOS SERES VIVOS. SUS

CONSECUENCIAS

El hombre y otros animales están constantemente expuestos a una gran cantidad de

sustancias presentes en el medio ambiente ( l ).

Estas sustancias extrañas al organismo (xenobióticos), pueden ser de origen natural o

producidas por el hombre (para uso industrial, agropecuario, alimentario. farmacológico, etc.).

Un tóxico es todo agente capaz de producir un efecto nocivo en un sistema biológico,

dañando severamente las funciones celulares y/o produciendo la muerte (l).

Los xenobióticos pueden ingresar al organismo por distintas vias: pulmonar, epitelial, oral,

endovenosa, subcutánea, intramuscular, sublingual, rectal. Una vez absorbidos, se distribuirán entre

los distintos órganos y cunpartimentos del organismo con una velocidad caracteristica. Su

distribución dependerá de factores como la irrigación sanguínea de cada órgano, ph tisular,

contenido de lípidos y de agua del mismo. Tambien dependerá de factores propios del compuesto

rales como su caracter ácido o básico, lipo e hidrosolubilidad, capacidad de interaccionar

reversiblemente o no con compuestos tisulares, etc.(2).

Los compuestos liposolubles pueden biotransfonnarse a compuestos más hidrosolubles,

para ser fácilmente excretados Si el compuesto es suficientemente hidrosoluble, puede excretarse

fácilmente por el riñón. Otras vías de excreción pueden ser: pulmón, bilis, intestinos y piel (l).

Durante la biotransfonnación se forman productos biológicamente activos o inactivos. Los

activos interaccionan con blancos celulares (ADN, ARN, proteínas, lípidos, etc), y serán

responsables de los efectos biológicos que corresponden a la sintomatología observada. Tanto los

metabolitos activos como los inactivos están sujetos a procesos de excreción (2).

La respuesta tóxica producida por un determinado compuesto se ve críticamente influida

por la velocidad de absorción, disttibución, biotransfonnación y excreción (l).

De todas formas, de los pasos que existen entre la exposición de un organismo a una

sustancia nociva y el efecto tóxico final que ella produce, la variable de mayor relevancia respecto a

la toxicidad de un compuesto, es el proceso de biotransfonnación (2).

Muchos compuestos de relativamente baja toxicidad pueden ser activados por

biotransfonnación a metabolitos reactivos. Alternativamente, tóxicos muy potentes, pueden ser

rápidamente detoxificados por biotransfonnación (l).
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2. BIOTRANSFORMACIÓN DE SUSTANCIAS EXTRAÑAS AL ORGANISMO

En el proceso de biotransformación de un xenobiótico, el compuesto sufre la

transformación en productos, ya sean biológicamente más o menos activos o inactivos (2).

El resultado del proceso es la conversión de xenobióticos liposolubles en compuestos mas

polares y por lo tanto hidrosolubles, para ser fácilmente excretables por el riñón (3,4).

La mayoria de los compuestos tóxicos no producen sus efectos biológicos por si mismos,

excepto en dosis agudas. En la mayor parte de los casos se necesita una activación electrofilica para

producir moleculas capaces de reaccionar irreversiblemente con los nucleófilos de los tejidos (5).

En el proceso de biotransformación se diferencian dos etapas.

En la primer etapa (Etapa l) se producen reacciones que convierten grupos funcionales

detemtinados en otros distintos, por ejemplo: un alcohol se puede transformar en un aldehído o un

e'ster se hidroliza para dar un acido y un alcohol. Las reacciones que se producen son,

generalmente, oxidaciones, reducciones o procesos de hidrólisis.

En la segunda etapa (Etapa ll) se producen reacciones de conjugación. Los compuestos

extraños al organismo o los metabolitos provenientes de ellos durante la etapa l, se combinan con

otras moléculas endógenas de bajo peso molecular (ácido glucorónico, glicina, agua, grupos

metilos, etc.)(2).

En esta etapa se forman glucurónidos, acetamidas, ácido mercaptúrico, ácido hipúrico,

metilesteres, metilaminas, etc.

Algunas de las enzimas que pueden estar involucradas en esta etapa son epóxido

hidroxilasas, glutation S transferasas, UDP-glucuronosil transferasas, conjugados con cisteína, [3

liasa y glutamiltranspeptidasa, metilasa y otras (S).

No siempre la biotransformación que ocurre en la etapa I resulta en la perdida de la

actividad biológica indeseable para el organismo o en la suficiente hidrosolubilidad que permite la

excreción rápida. Los productos de las reacciones de conjugación son en general más polares y

menos activos biológicamente (2).

La relación entre las reacciones de la Etapa I y la Etapa ll, se resumen en la Figura l (l).

El camino que seguirá cada compuesto dependerá de sus características fisicas y químicas.

Los compuestos orgánicos volátiles pueden ser eliminados via pulmonar, sin sufiir

biotransformación. No ocurre lo mismo con aquellos compuestos que tienen grupos funcionales
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(-OH, -SH, -.\'H;, -COOH), los cuales pueden conjugarse directamente, mientras que otros deben

sufi'ir reacciones de la Etapa l para poder ser conjugados ( l ).

Fig. l.

Biotransformación de xenobióticos

Xenobiótico

Sin Biotransformación Con Biotransformación

Acumulación4-—t ——>productosde la Etapa I
en los tejidos

—. productosdela Etapa lI ­
Eliminación A

2.l. Localización de las reacciones de biotransfonnación

El higado es el órgano con mayor capacidad para biotransformar sustancias extrañas al

organismo . Proporciones mucho menores de esta actividad se encuentran en otros órganos tales

como intestino, n'ñón, pulmon, adrenales, testículos, ovan'os, placenta, etc.(2).

La biotransfonnación hepática ocurre fimdamentalmente en las células epiteliales. La mayor

parte de las reacciones correspondientes a la etapa I ocurren intracelularmente, en el reticulo

endoplásmico liso y rugoso y también en la membrana nuclear (2).

En cambio las enzimas que catalizan la formación de la fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS)

y las sulfoquinasas que permiten que ésta reaccione con los fenoles, están en el citoplasma. Como

otros ejemplos se pueden nombrar a la enzima que metila fenoles y la que conduce a la formacion

de acidos mercaptúricos (3). Un ejemplo especial es el de las acetilaciones, éstas se producen en las

celulas de Kupffer y no en el hepatocito (2).

2.2. Mecanismo dela biotransformación

La mayon'a de las reacciones de biotransformación son oxidaciones y algunas de ellas son

catalizadas por enzimas como la alcohol deshidrogenasa, monoamina oxidasa, monooxigenasa

microsomal flavo-dependiente, peroxidasa, prostaglandina sintetasa y mieloperoxidasa. Sin
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embargo la mayor parte de las reacciones oxidativas pueden ser atn'buidas al sistema de oxidasas

que contienen al citocromo P450 (cit P450) (5).

El sistema de oxigenasas de fiinción mixta que contiene el cit P450 como componente

principal, requiere NADPH y 02 ; teniendo tres componentes fundamentales: uno Iipidico, el cit

P450 y la NADPH-P45O reductasa (2)

El cit P450 no es una sola enzima, este temtino genérico se aplica a un grupo de

hemoproteinas con propiedades espectrales definidas. Presentan u .aximo de absorción a 450 nm

para el complejo Fe3'- CO impartido por la presencia de un ligando axial cisteiniltiolato al hierro

hemico (5).

las enzimas del cit P450 han sido estudiadas extensivarnente en modelos animales

experimentales (rata, ratones. conejos, etc.) y se conoce bastante acerca de sus estructuras,

regulación y mecanismos de catalisis.

Los niveles de muchos de los cit P450 y sus actividades cataliticas pueden variar

considerablemente debido a polimorfismo, inducción, inhibición, etc. La especificidad catalitica de

los cit P450 puede variar desde no discriminatoria a muy exacta (6).

Problablemente existen mas de 30 genes que codifican para distintos cit P450 en cada

especie animal y aparentemente la mayor parte de éstos producen proteinas al mismo tiempo (7).

Los substratos se combinan con la forma oxidada del cit P450 para dar complejos. La

formación de estos complejos produce cambios en el espectro de absorción del cit P450. Se han

evidenciado tres tipos de cambios espectrales:(2)

Presentaun picode absorcióna 385-390nm y un vallede absorcióna 420 nm.

(etilmorfina, hexobarbital, aminopin'na, CCL, etc.)

Presentaun picode absorcióna 430 nmy un vallea 390nm.(anilina)

Tim Il modificado: Presenta un pico de absorción a 420 nm.

Los compuestos que dan estos cambios espectrales reflejan interacciones con las distintas

partes de la molécula del cit P450.

Los compuestos de tipo l interaccionan con la apoproteína del cit P450 y los del tipo ll con

su hierro hemico.

Los substratos del tipo I, a menudo, aceleran la reducción del cit P450 por la cit P450

reductasa. los de tipo ll, la desaceleran (2).
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El cit P450 también participa en el metabolismo de sustancias endógenas como ácidos

grasos. prostaglandinas y esteroides (ej: colesterol. hormonas esteroideas, vitamina D y acidos

biliares) (2),

Fig. 2

Acople multienzimático del cit P450 y su reductasa

La NADPH-P450 reductasa es otro componente del sistema, es una flavoenzima,

anteriormente llamada cit c reductasa, que utiliza al NADPH como cofactor. Posee en el grupo

prostético un mol de FMN y uno de FAD por mol de enzima. Esta flavoproteína es capaz de

transmitir l o 2 electrones al cit P450 ( l ).

La forma parcialmente reducida se establece en aire y contiene una de las flavinas en estado

totalmente oxidado y la otra en el semirreducido semiquinónico. Esta forma además, puede ser

reducida en un medio anaerobio.

En el reticulo endoplásmico hepático existe una molécula de cit P450 reductasa por cada lO

a 20 moleculas de cit P450. El cit P450 y su reductasa pueden formar un acople multienzímatico

que tiene cierta movilidad en las membranas del reticulo (2), como se puede observar en la Fig. 2

(l).

El componente lipídico del sistema es un fosfolipido: fosfatidilcolina (8), que puede ser

reemplazado por otros fosfolípidos y algunos detergentes no iónicos. La fimción de estos
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fosfolípidos sen'a la de facilitar la transferencia de electrones al cit P450 y el incremento de la

afinidad de los substratos y de la cit P450 reductasa por el cit P450 (2).

A) Reacciones de hidroxilación catalizadas por el cit P450

En la Fig. 3 se esquematizan ejemplos de reacciones de oxidación catalizadas por el

sistema del cit P450 ( l).

Fig. 3

Reacciones de hidroxilación catalizadas por el cit P450

REACCION EJEMPLO

R-CH¡—CH;—CH: — R----CH;---CHOH--CH,

.Ó a ¡Gon
Epon'dación ¡-cu_cn_n' ._. a-cío—>cu—n'

Hidroxiladón alifáüca

Hidroxilación aromática

H
R-(N. o. S)—CH, -—o ll-(NH,. OH. SH) a Cl-hO

O

N- 0-.S-dealquilación

. . l
Deamlnacrón R-CH:——NH,——oR-C-H o Nm

‘i ‘i
N-hidroxilación n-NH-C-CH, -— R-NOH-C-CHn

Sulfoxidación R-s-R — R-i-R'

S
. I

Desulfuractón n,n,p—x .—. R.R,P—x+ s

X X O
l l l

Dehalogenación orddativa u_.c'—u —-. n—<|:_o|.|—. n_c—n 4.ux
H H

'X: Halógeno

El mecanismo de las reacciones catalizadas por el cit P450 se esquematiza en la Fig. 4 (l).

En las reacciones catalizadas por el cit P450, el substrato o xenobiótico (RH) se combina

con la forma oxidada del cit P450(Fe3°) (Fig. 4A). para formar un complejo entre el substrato y el

cit P450 (Fig. 4B). Este complejo acepta un electrón del NADPH (vía la NADPH-cit P450

reductasa), el cual reduce el hierro de la zona hémica del cit P450(Fe3') al estado de Fe 2'. (Fig.
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4C). El complejo reducido. substrato-cit P450(Fe3') (Fig. 4C), se combina con el oxigeno

molecular, el cual acepta un electrón del NADPH. A veces un segundo electrón es donado via el cit

bs (Fig. 4D)( l ). El cit bs. presente en el reticulo endoplásmico, puede modular la velocidad de la

reacción, proveyendo uno o dos electrones en lugar de la cit P450 reductasa/NADPH. el cual sen'a

transferido desde el NADPH a traves de la NADPH cit bs reductasa (2).

Fig. 4

Mecanismo de acción del cit P450 en reacciones de hidroxilación

Xenobiotlco

i r. . W'liii

A

F

E

Se piensa que los electrones son transferidos al oxigeno molecular. Las especies de oxigeno

resultantes son altamente reactivas e inestables. Un átomo de este oxigeno reactivo se introduce en

el substrato, mientras que el otro se reduce a H20 (Fig. 4E). Luego el substrato oxigenado, se

disocia, regenerando la forma oxidada del cit P450 (Fig. 4F). El monóxido de carbono es un fiierte

inhibidor de las reacciones catalizadas por el cit P450, porque compite con el oxígeno molecular,

para unirse con la forma reducida del cit P450 (l).

B) Reacciones de reducción catalizadas por el cit P450

Aunque el sistema del cit P450 está relacionado con su función como oxigenasa también

cataliza la biotranfonnación de ciertos xenobióticos, ejemplificados en la Fig. 5 (l).
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Fig. 5

Reacciones de reducción catalizadas por el cit P450

REACCION EJEMPLO

AzoReducción R-N-N-R' —o R-NH, + R'NH,

¡Qu eIQ“,
x ’f

R—+—X—9 R-f-H + HX
X X

Reducción nitroaromática

Dehalogenación reductiva

Este tipo de reacciones se producen mas satisfactoriamente en presencia de bajas

concentaciones de oxigeno. En este caso, en lugar del oxigeno molecular, el que acepta los

electrones es el xenobiótico, el cual es entonces reducido.

El Oz actua como inhibidor de estas reacciones, ya que compite en la reduccion. Los

clasicos inhibidores del sistema de cit P450, son también inhibidores de estas reacciones de

reduccion, ya que compiten por el sitio de unión del substrato o se complejan con el hierro del

hemo y por lo tanto, detienen el flujo de electrones.

Como ejemplos de compuestos que sufren biotransfonnación reductiva, se tienen: azo y

nitrocompuestos, óxidos de areno, N-óxidos, y haluros de alquilo.

Estas reducciones también involucran a la NADPH - cít P450 reductasa y al cit P450. La

donacion del electrón hacia un xenobiótico que los acepte, se ve beneficiada por el bajo potencial

redox. la alta especificidad del substrato y la fiJerte unión del ligando de estos sistemas. De esta

manera, predomina la biotransformación reductiva frente a la oxidativa ( l ).

Esta forma de biotransformación puede detoxificar a un xenobiótico, pero a menudo,

produce un producto más tóxico o un intermediario reactivo (l).

Ejemplos clasicos de esta bioactivación reductiva a radicales libres son el tetracloruro de

carbono (CCL) y el halotano (CF3CHBl'Cl).

La microflora intestinal, también puede reducir un número de compuestos quimicos,

particularmente aquellos con grupos azo y nitro, ya que contiene un sistema enzimático que puede

virtualmente realizar las reacciones catalizadas por el cit P450 (l).
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2.3. Factores que modifican la intensidad de los procesos de biotransfonnación

El metabolismo biológico de una droga depende de una multitud de factores, incluyendo

aquellos que determinan su velocidad de distribución, su excreción y su metabolismo enzimático

(9).

Tabla l

Factores que influyen sobre la biotransformación

inhibidores embarazo
.inductores estrés

especie diabetes
.cepa .cirrosis
.fact. individuales .hepatitis
.edad ictericia obstructiva
.sexo .desbalance hormonal
.dieta .tiroidectorm'a

.ayuno .adrenalectomía

.hora del día .hipofisectomia
epoca del año .castración
.temperatura .hepatomas
.presión atmosférica
altitud

Las actividades de las enzimas del reticulo endoplásmico pueden ser modificadas por

factores genéticos ( lO), fisiológicos (l l,l2), y factores externos como la exposición a

contaminantes ambientales y administración de drogas (9).

Para explicar dichas variaciones son importantes tanto los estudios “in vitro” como los “in

vivo", ya que deben considerarse la absorción, distribución en los tejidos y excreción biliar y

urinaria, la circulación enterohepática y el rol de la flora bacteriana (13).

Los factores que modifiquen la concentración de cit P450, la actividad de la citocromo

P450 reductasa o la concentración de NADPH, influirán en la duración e intensidad de las acciones

biológicas del xenobiótico, ya que modificaran su biotransfomiación (3).

En la Tabla l se resumen algunos de los factores que afectan a la biotransforrnación de los

compuestos (3, l4).
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-lnduct0res dela biotransfonnación

La actividad de las enzimas que catalizan los procesos de biotransformación puede ser

incrementada por distintos productos quimicos. Estos incluyen drogas, pesticidas, productos

industriales y naturales ( l ).

En general, el aumento de la actividad se debe a un incremento en la velocidad de la sintesis

enzimática. Previamente, se pensó que la inducción se limitaba al sistema de monooxigenasas cit

P450 dependientes, pero también pueden resultar inducidas ciertas enn'mas involucradas en el

proceso de conjugación.

La duración del incremento en la actividad de la monooxigenasa puede variar según el

agente inductor y su dosis, el substrato utilizado para ensayar la actividad de la enzima la especie,

cepa o sexo del animal, la duración de la exposición y el tejido en el cual se mide la actividad

enzimática ( l ).

Los agentes inductores mas estudiados son el fenobarbital y los hidrocarburos policiclicos

aromáticos (benzo-a-pireno y 3-metilcolantreno). Aunque ambas clases de compuestos inducen la

actividad monooxigenasa, producen en el hígado efectos morfológicos y bioquímicos distintos.

Estas caracteristicas se resumen en la Tabla 2 (l).

El pretratamiento con fenobarbital, produce hipertrofia hepática marcada, un incremento en

la concentración de proteínas microsomales (mg/g de higado) y proliferación del reticulo

endoplásmico liso.

Además de estos efectos morfológicos, se observa un incremento en la sintesis proteica y

de fosfolipidos, una inducción (de hasta 3 veces) de la síntesis de la NADPH-cit P450 reductasa y

(de hasta 70 veces) de la sintesis de ciertas isoenzimas del cit P450 (l).

La mayoria de las isoenzimas del cit P450 inducidas por el fenobarbital están ausentes en

los microsomas de animales de laboratorio pretratados. Estos cambios ocurren preferentemente en

la región centrolobulillar del lobulillo hepático.

Los substratos que presentan una alta afinidad por las isoenzimas del cit P450 inducidas,

muestran un gran incremento en la velocidad de biotransformación (l).

Sin embargo, el incremento en el tamaño del higado y la proliferación de los componentes

del reticulo endoplásmico liso, explican los bajos incrementos en la velocidad de biotransfonnación

de substratos con menor afinidad por las isoenzimas del cit P450 inducidas.

l0
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Tabla 2. Características de los efectos hepáticos del fenobarbital e hidrocarburos

policíclicos aromáticos

Características Fenobarbital Hidrocarburos
policíclicos

Inicio de los efectos 8- l2 h 3-6 h

Tiempo máximo de los 3-5 dias 24-48 h
efectos

Persistencia de la inducción 5-7 dias 5-12 dias

Agrandamiento del higado marcado leve
Síntesis proteica muy aumentada poco aumentada
Sintesis de fosfolipidos marcado aumento sin efectos
Flujo sanguíneo hepático aumentado sin efectos
Flujo biliar aumentado sin efectos
Componentes enúmáticos:
-cit P450 aumentado sin efectos
-cit P448 sin efectos aumentado
-NADPH cít c reductasa aumentada sin efectos

Especificidad de substratos:
-N-demetilación aumentada sin efectos
-Hidroxilación alifatica aumentada sin efectos

-Hidroxilación poco aumento aumentada
hidrocarburos policiclicos

Dehalogenación reductiva aumentada sin efectos

Glucuronización aumentada poco aumento

Conjugación con glutatión poco aumento poco aumento

Epóxido hidrolasa aumentada poco aumento
Receptor citosólico no identificado identificado

La inducción debido a la administración parenteral de una dosis hipnótica de fenobarbital,

ocurre dentro de los 3 a S días. Al cesar la administración, la actividad enzimática retorna a su nivel

basal dentro de los 7 a lO días (l).

-Biotransfonnación en distintas especiesy distintas cepas

Diferentes cepas de la misma especie y distintas especies animales, incluyendo al hombre,

difieren en cuanto a la velocidad de tumover y al metabolismo de un compuesto quimico (l5).

Il
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Los distintos efectos farmacológicos y toxicológicos de un xenobiótico pueden asociarse

con los distintos mecanismos de biotransfonnación en las diferentes especies ( ló).

Muchas veces las marcadas diferencias encontradas en los efectos de los compuestos

quimicos son debidas a distintas velocidades de eliminación o al mecanismo de biotransformación.

Cuando el compuesto es eliminado inalterado, las variaciones están relacionadas con la

supe .cie de area del animal (ya que la velocidad de eliminación por filtración glomerular es

semejante en las distintas especies pero el impulso cardíaco es proporcional al area de superficie del

animal) ( l7).

Cuando el compuesto es liposoluble es metabolizado antes de ser excretado, entonces la

velocidad de biotransformacion variara entre una especie o cepa y otra dada.

Mientras un paso metabólico puede ser el dominante en una especie animal, puede estar

virtualmente ausente en otra. Por ejemplo en los conejos la anfetamina es rápidamente dearninada a

fenilacetona. mientras que en ratas no ocurre lo mismo. Las aminas aromáticas generalmente sufren

reacciones de acetilación excepto en los perros. El hexobarbital tiene una vida media de unos pocos

minutos en ratones. mientras que en el hombre es de varias horas (17).

Las diferencias existentes para biotransfonnar xenobióticos en distintas especies o cepas.

son tanto cuali como cuantitativas (2). Tabla 3 (l).

Tabla3

Caracterización de las diferencias cuali y cuantitativas observadas en la

biotransformación entre distintas especies y/o cepas

Diferencias cualitativas Diferencias cuantitativas

Deficiencia de enzimas Distinta concentración de enzimas

Reacciones únicas y especificas Distintas isoenzimas del cit P450

Distintas reacciones regioselectivas
Genéticas

Algunos aspectos genéticos

Las cualitativas conciernen fundamentalmente a las reacciones de conjugación de la etapa

ll. Las diferencias existentes en los procesos de la etapa l son usualmente cuantitativas, por ejemplo

en el contenido de cit P450 y de cit P450 reductasa (2).
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Las diferencias en la capacidad de biotransformacion entre especies, ha sido asociada con el

desarrollo evolutivo y parece estar genéticamente detemtinado. Similarmente se podrian esperar

cambios genéticos que resulten en diferencias entre cepas de la misma especie animal.

Como ejemplo dela capacidad de biotransformación en distintas cepas se puede nombrar la

variada respuesta biológica a compuestos como hexobarbital, 2-naflilamina, clorofonno y éter.

Una repuesta farmacológica inusual puede resultar de defectos genéticos y podria estar

asociada con una actividad ena'matica alterada ( l8).

En las experiencias de laboratorio. para evitar las complicaciones relacionadas con el uso de

una población animal heterocigota, se utilizan cepas endocriadas (homocigotas). Sin embargo, las

variaciones genéticas entre estas cepas pueden conducir a dificultades cuando distintos equipos de

trabajo utilizan diferentes cepas de la misma especie, produciendo aparentemente resultados

contradictorios.

Para ilustrar las variaciones existentes entre cepas se examinarán a continuación aquellas

diferencias en la respuesta farmacológica que pueden ser atribuidas a alteraciones en la capacidad

de biotransformación ( l8).

A) Diferencias en reacciones dela etapa l entre distintas cepas

Como ejemplo de estas diferencias, se puede citar las marcadas variaciones en el tiempo de

sueño inducido por hexobarbital en varias cepas de ratones (18).

Las medidas de la actividad hepática de la oxidasa para el hexobarbital, muestran que las

diferencias están relacionadas con la capacidad de biotransformación.

Las diferencias entre la sensibilidad de los tejidos no parecen estar involucradas, ya que las

medidas de los niveles de hexobarbital en plasma al finalizar el tiempo de sueño, son marcadamente

uniformes. (18).

La distribución del tiempo de sueño entre cada cepa podría relacionarse con el nivel de

homocigocidad. Las cepas con alto grado de endogamia muestran las menores variaciones.

Parece existir una relación inversa entre la toxicidad y tiempo de sueño en las cepas de los

ratones BALB/C y l29. Esta relación se correlaciona con la velocidad del metabolismo hepático de

cada una sugiriendo tal vez, la existencia de un intermediario tóxico. Altemativarnente, estas

variaciones en la toxicidad podrian explicarse como fenómenos no genéticamente relacionados.

¡3
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Experimemos utilizando barbital sódico (un barbiturato no metabolizable) revelaron una relación

paralela entre efectos hipnoticos y efectos letales.

Tambien se encontraron variaciones en la actividad de la anilina-4-hidroxilasa, p­

nitroanisolreductasa y etilmorfina demetilasa en distintas cepas de ratas (18).

Comparaciones entre la imiprarnina y arninopirina N-demetilasas, p-nitroanisol-o-demetilasa

y anilina-4-hidroxilasa realimdas en ratas Sprague Dawley, Wistar y Long Evans, mostraron que

sólo esta ultima cepa difiere significativamente de las otras.

Se han realizado considerables esfiJerzos tratando de definir los factores que regulan las

diferencias entre las cepas respecto a la actividad de las monooxigenasas, sin encontrar

aparentemente éxitos al respecto.

AJ investigar a distintas cepas de Rattus norvegicus, se encontraron valores de Km y Vmax.

en el rango de 7 a 88 % sobre 9 a 40 °/o debajo de los valores promedios, sin encontrarse

diferencias en los niveles de cit P450. Se observó que esta variación (2 a 3 veces mayor) en la

capacidad de biotransformación en cepas de ratas y ratones, contrarresta con la variación (20 veces

mayor) observada en distintas cepas de conejos.

Los conejos California Wild Cottontail y Jack exhiben las mayores diferencias, siendo éstos

deficientes en algunas enzimas (18).

B) Diferencias en reacciones de la etapa ll entre distintas cepas

La importancia de las reacciones de la etapa II en los procesos de detoxificación, da cuenta

del considerable interés en el estudio de los factores que influyen en estas reacciones.

Particularmente se han estudiado dos tipos de reacciones: formación de glucurónidos y acetilación

(18).

Existe una cepa de rata llamada Gunn, homocigota de la rata Wistar, que presenta una

ictericia congénita no obstructiva y no hemolitica. Esta cepa de rata es incapaz de formar o­

glucurónido con bilirrubina. Esta deficiencia no parece deberse a la presencia de factores

inhibitorios o a la incapacidad de formar UDPG-A, pero si a una ausencia de la enzima responsable

de la transferencia de ácido glucurónico a los aglicoles apropiados (UDP-glucuronil transferasa) .

Los efectos en la formación de glucurónidos observados en la rata Gunn, son semejantes a

los presentes en las personas que padecen de un desorden metabólico conocido como ictericia

familiarcongénita no hemolítica asociada con una actividad glucuronil transferasa reducida. Estos

14
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sujetos tienen dificultad para conjugar y excretar bilirrubina. Estas caractensticas a menudo resultan

ser mas pronunciadas en los recién nacidos, ya que la formación de glucurónidos es normalmente

menor que en los adultos ( 18).

Las diferencias en la formacion de glucurónidos se considera originada principalmente por

deficiencias genéticas que afectan a pocas cepas. Por otro lado las diferencias en la capacidad

acetiladora muestran una distribución más amplia y no están asociadas con el concepto de

deficiencia o desorden genético, pero sí con heterogenicidad genética.

Por ejemplo existe una amplia variación individual entre el metabolismo de la isoniazida

(droga antituberculosa) considerando generalmente a la población dividida en 2 grupos:

inactivadores rapidos o inactivadores lentos. Se observó también que la incidencia de inactivadores

rápidos o lentos no es la misma en todos los grupos raciales, por ejemplo los esquirnales y los

japoneses tienen mayor proporción de inactivadores rápidos, mientras que en los americanos negros

la proporción es casi la misma (18).

3. RADICALES LIBRES

Los radicales libres se definen comúnmente como moléculas o fragmentos de moléculas

que contienen un electrón no aparcado (¡9-2 l ).

La presencia de este electrón, le confiere usualmente un considerable grado de reactividad,

aunque ésto puede variar dramáticamente según la estructura química del radical en consideración

( 19.20).

La mayoria de los radicales de interés biológico tienen una reactividad quimica

consideradamente alta y por lo tanto son de corta vida media. Por ejemplo la vida media del radical

hidroxilo (OH-) o el radical triclorometilperoxilo (CCl302-) en fase liquida en un medio biológico,

son del orden de l ns y l ms respectivamente (22).

Algunas especies son relativamente estables o de baja reactividad y debido a su vida media

larga pueden migrar y ejercer su acción en zonas distantes a su sitio de producción (20,21).

Entre los radicales más estables se encuentran: el oxigeno en su fomta ttiplete del estado

fundamental. óxido nítrico (-NO) y dióxido de nitrógeno ('NOz), ión superóxido (02’ ) y sus sales

(KOz) , una serie de radicales nitróxidos (RZNO') y varios radicales de complejos orgánicos como

el perinafiil radical (21).
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La gran reactividad de los radicales libres, hace que interaccionen con una variedad de

moleculas presentes en el entorno donde se forman y aun con otros radicales libres (23).

Las reacciones más importantes son las de abstracción. adición, desproporcionamiento y

dimerización (eliminación). las cuales se esquematizan en la siguiente Tabla 4 (2|,23).

Tabla 4

Principales reacciones de los radicales libres

A-+ RH __—. R-+ AH AbstraccióndeHidrógeno

A

A°+c=c —_. C=C Adición

C- + —C— C° —->—C— C- + C = C- Desproporcionamiento

Dimerización

Las reacciones de adición y abstracción de H son las que principalmente se vinculan con

problemas toxicológicos, en farmacología o patología. La primera da lugar a interacciones

covalentes con componentes celulares y la segunda genera radicales libres en la molécula blanco.

Ésto provocará distintas consecuencias de acuerdo a la molécula involucrada. Si el blanco resulta

ser un ácido graso poliinsarurado, se iniciará un proceso de lipoperoxidación(23). Si la interacción

se realiza con las bases de los ácidos nucleicos, se observará principalmente hidroxilación de las

mismas (24-27) y por ataque a aminoácidos, se producirán rupturas y oxidaciones en dichas

moleculas (28-32).

Un ejemplo clásico acerca de la importancia de los procesos de formación de radicales

libres en el área de la toxicologia es el daño producido por el CCl4. El mismo ha sido atribuido a la

biotransfonnación a radicales -CCl; y CClgOzt Éstos reaccionan con componentes del hepatocito e

inician alteraciones moleculares que conducen fundamentalmente a la producción de necrosis,

hígado graso y cáncer hepático (23).
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En la Fig. ó se muestran otros radicales considerados relevantes en la producción de efectos

tóxicos el radical catiónico del Paraquat. el radical anionico del Nifurtimox y Benznidazol

(responsable de la accion terapéutica y de los efectos colaterales), el radical de la Adriamicina

(responsable de los efectos cardiotóxicos de este químioterápico anticáncer)(23).

Fig. 6

Radicales de importancia toxicológica

-cc¡, o- on ° OH +
l K/ CH’_NO>.<'Om,
l 'I‘r'rlommetilo OH

Dal Pur-qual
M00 0 ' OH 0

CCI ¡02

lnclummculynovln M. H
HONH:

Dela Adriminhn

N

M rom/(pe \/©rO’N,Q\/N\th1 HrNHu O
DelNum: DelDomino!

3.1. Producción de radicales libres

Los radicales pueden producirse en los tejidos por una amplia variedad de métodos, como

se muestra en la Tabla 5; arbitrariamente se los puede clasificar en métodos fisicos, quimicos y

fuentesbiológicas (213224,25).

Esta gran gama de posibilidades ha permitido, en los últimos años, un mejor estudio del

daño tisular mediado por radicales libres (22,25-29).
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Tabla 5

Métodos para formar radicales libres reactivos

Generación fisica

a) Absorción de radiación:

- y, X o radiación de neutrones, e', protones o particulas a.
- rayos UV
- luz visible en presencia de fotosensibilízadores
- degradación termica de compuestos orgánicos
- radiólisis del agua
b) Conversión de radicales pn'man'os en secundarios
c) Producción mecanica
d) Ultrasonido

Generación química
a) Termólisis
b) Procesos redox: catalizados por metales de transición, enzimas y uso de agentes
fuertemente oxidantes o reductores
c) Eventos subsecuentes: conversión interradicales

Generación normal en sistemas biológicos
a) Fagocitosis
b) Metabolismo de eicosanoides
c) Factor de relajamiento derivado del endotelio

-Generación normal de radicales libres en sistemas biológicos

Los radicales libres son esenciales para procesos biológicos nomiales. Están involucrados

en la acción de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa en el metabolismo de los eicosanoides. Éstos son

intermediarios y/o productos de reacciones catalizadas enzimáticamente y forman parte de la

cascada de eventos que se desencadenan en los tejidos en repuesta a la invasión de los

microorganismos . Sin embargo, si la producción de radicales no está adecuadamente controlada

por la célula, puede ser destructiva para la misma (2|).

Algunos oxidantes importantes biológicamente no son radicales, por ejemplo: H202, ácido

hipocloroso, ozono y oxigeno singulete. Como pueden producir daño oxidativo al atacar al material

biológico, suele llamárselos radicales oxigeno centrados o especies reactivas de oxigeno (21).
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3.2. Métodos de detección de radicales libres

Debido a la alta reactividad y corta vida media de muchas de las especies involucradas, es

muy dificil obtener una prueba directa de la producción de los radicales libres (19,33).

En la Tabla ó se resumen las ventajas y desventajas de los metodos mas comunes de

identificación de radicales libres en sistemas biológicos ( l ).

Tabla 6

Métodos de detección e identificación de radicales libres

Método Ventajas Desventajas

técnicas analíticas bien no es una evidencia directa
establecidas

-Inhibicíón por atrapadores de tecnica simple poca información sobre la
radicales (ej. antioxidantes) estructura

-Analisis de los productos

-[nhibicion de la superóxido técnica simple y altamente Sólo aplicable a superóxido
dismutasa específica
-Pulsos de radiólisis detección óptica
-Espectroscopía de resonancia

no identifica

paramagne'tica nuclear(EPR)
- Directa información estructural corta vida media del radical que

imposibilita la detección

- Indirecta amplia aplicación puede perderse la información
(Spin Trapping) estructural (ej. DMPO/C)

En muchos casos la única evidencia de la formación de estos radicales, es el estudio de los

efectos o interacciones que ellos producen.(33)

Puede existir una mala interpretación de los resultados o pérdida de la información debido

al curso de los eventos. La generación del radical podn'a ser la causa principal de una determinada

lesión o ésta podria deberse a la degradación de un componente celular previamente dañado como

consecuencia de otra injuria (22).
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- Método de "Spin Trapping"

Si la especie radical no se puede detectar directamente, debido a que tiene alta reactividad.

corta vida media o velocidad de producción lenta. pueden utilizarse ciertas técnicas como la de

"spin trapping".

El metodo de detección de radicales libres de corta vida media, fue demostrado en la

de'cada del óO. En esta tecnica se agrega un compuesto exógeno: molécula organica diarnagriética o

un atrapador de spin ( usualmente un compuesto nitrona o nitrosn) que atrapa al radical altamente

reactivo y lo convierte en una forma más estable y detectable llamada radical secundario o "aducto

de spin" (19,22).

X. + "spin trap" > aducto de spin

Ésto permite la acumulación progresiva del aducto radical, relativamente estable con el

tiempo, permitiendo que radicales que se producen a una velocidad lenta. puedan ser detectados.

La mayon'a de los "spin trap" utilizados dan aductos del tipo nitroxilo, que tienen un

comportamiento característico en EPR que permite, al menos, obtener alguna información sobre la

especie atrapada. Estos "spin trap" pueden utilizarse tanto "in vitro" como "in vivo" (22,33-3 5).

Tienen distinta especificidad con respecto a los radicales con los que pueden dar aductos,

por lo tanto debe tenerse cuidado en la elección del "spin trap" adecuado para un sistema particular.

Por ejemplo para atrapar radicales HO' y 02’, sólo se usan los “spin trap” cíclicos: 5,5 dimetil-l­

pirrolina-N-óxido (DMPO) y 3,3,5,5 tetrametil-l-pirrolina-N-óxido (TMPO) (22).

En los sistemas biológicos se utilizan comúnmente cuatro tipos distintos de "spin trap" (35):

l) tert-nitrosobutano (t-NB) o 2-metil-2-nitrosopropano (MNP)

2) a —( 4 - piridil-l-óxido)-N-tert-butilnitrona (POBN)

3) 5,5-dimetil- l-pirrolina-N-óxido (DMPO)

4) fenil-N-ter-butilnitrona (PBN)

Aunque los aductos radicales formados por los primeros cuatro "spin trap", son radicales

libres nitroxidos, el MNP es un compuesto nitroso, mientras que el PBN, el POBN y el DMPO son

nitronas. En los compuestos nitrosos, el radical libre se adiciona directamente al átomo de N del
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"spin trap" obteniéndose una fácil identificación del radical, pero los aductos fomiados son

inestables ( 19).

Con los compuestos de tipo nitrona el radical libre reactivo se une al carbono adyacente al

átomo de N del "spin trap" y aunque produce aductos mas estables (particularmente con radicales

del oxigeno) la identificación del radical original puede resultar mas dificil, ya que los aductos

derivados de los distintos radicales suelen dar espectros de EPR similares (19).

- Aplicación de la técnica de "spin trapping" para detectar metabolitos reactivos del

CCla

El CCL es una hepatotoxina exaustivamente estudiada. Los primeros intentos para atrapar

los radicales 'CCl; derivados del CCL, utilizando como “spin trap” al 2-metil-2-nitropropano

(MNP) en suspensiones de microsomas hepáticos no fiieron exitosas (36).

Poyer y col. en 1978 (37), utilizando fenil-N-ter-butilnitrona (PBN) y EPR detectaron el

radical libre producido por el CCL. y el CBrCl3 durante la oxidación enzimática en microsomas

hepáticos, viendo que la presencia de NADPH, es obligatoria para la generación del radical.

Un espectro de EPR simulado por computadora para el aducto entre el °CC13y el PBN,

puede reproducir las caracteristicas esenciales del espectro del aducto radical producido

enzimáticamente por el CCL;(37).

La reacción que se produce es la siguiente:

O- CCI;

Ph - CH = NI- C(CH3)3+ -CC13 ——> Ph - ¿H - N - C(CH3)3

* (L
PBN -CCl_¡/PBN

Las experiencias realizadas por Poyer fiieron cn'ticadas ya que señales similares podrían ser

observadas en la reacción entre el PBN con un radical lipídico carbono centrado, en ausencia de

CCL.. Sin embargo, la formación del radical -CCl3 y el correspondiente aducto con PBN se verificó

utilizando “CCL (38).

También se obtiene evidencia de la formación de los radicales -CCl3 en estudios de EPR

con higado de ratas “in vivo”, luego de la administración de CC14y PBN (36,39).
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El PBN es absorbido rapidamente en la cavidad peritoneal y rapidamente distribuido en

todos los tejidos, alcanzando un nivel maximo en higado luego de los 30 min. de su administración

y es excretado muy lentamente en on'na La disminución de su concentración en los tejidos sugiere

que el PBN se metaboliza en el animal en un tiempo relativamente corto (40).

Este aducto radical también fiJe detectado en bilis de ratas anestesiadas e higados

perfundidos de rata, luego de la administración de CCL.y PBN (35).

La identificación estructural de los aductos en muestras biológicas requiere no sólo el uso

de EPR sino también la asociación de van'as técnicas cromatográficas (TLC, HPLC y CGL)

incluidas en conjunto con el análisis por espectrofotometria de masas (41).

En los estudios utilizando como "spin trap" al MNP y PBN, hay que tener en cuenta que

ambos interactúan con el cit P450 dando cambios espectrales y teniendo efectos inhibitorios sobre

el sistema de monooxigenasas de fimción mixta. Por lo tanto es importante no usar altas

concentraciones del "spin trap", que puedan efectivamente deprimir la activación necesaria para el

estudio de metabolitos reactivos producidos por activación metabólica que involucra al NADPH y

al cit P450 (36).

La reacción de "spin trapping" entre el -CC13y el PBN en microsomas hepáticos ocurre más

rápidamente en presencia de concentraciones pequeñas de 02. Bajo atmósfera de lOO% de 02 no

es posible observar el radica] lipidico L°, se observa solamente el radical oxigeno centrado (42).

Los resultados obtenidos por Mc. Cay y col. (42) consideran el siguiente esquema de

reacción:

NADPH

CCh e 'CC13 (a)
microsomas

-CCl_z+Lipido——’ L' (b)

°CCl3+PBN——_’ CCl3-PBN (c)

Lo+02 t
L0+PBN——’ L-PBN (e)
LOO' = ’ LO'

Lo.+Lípido—> Lv
L-’+PBN-——> LO-PBN (f)
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El inicio de la reaccion depende de la concentración local de CCL.y de la concentracion del

cit P 450 (a), El radical 'C CI; puede reaccionar con moleculas lipidicas de la vecindad inmediata al

sitio de reaccion (b) o puede reaccionar con el PBN (c). La constante de la reacción entre el -CCl;

y el PBN es algo pequeña (aproximadamente lO4M's") comparada con la constante de adición de

-CC1;a olefinas (aproximadamente lO6M's").

Por lo tanto los radicales -CCI; reaccionarán rápidamente con los sitios insaturados de las

moleculas lipidicas. Cuando la disponibilidad de las moléculas de lípidos en la vecindad de los °CCl;

disminuye. comienza a predominar la reaccion con el PBN (42).

Simultáneamente, los radicales lipidicos (L-) pueden ser atrapados o reaccionar con O; (d).

Esta reacción es mucho más rápida aun en pequeñas cantidades de 02, ya que la constante de

reaccion entre L- y el 03 (aproximadamente 109-10loM's") es mas grande respecto a la constante

de reacción entre L- y el PBN (aproximadamente l.3 IO5M'ls'l) (e).

En consecuencia, el radical L- sólo podria ser detectado en ausencia de 02 o cuando éste se

ha consumido totalmente en la vecindad del "spin trap" (42).

Con respecto a los radicales lipoperoxilos, se demostró que los aductos de spin entre éstos

y el PBN se descomponen a temperatura ambiente. Es posible, entonces que los radicales LOO'

sean atrapados, pero no sobreviven en las condiciones experimentales. Sin embargo, el aducto

radical entre los LO- y el PBN (t), puede ser obtenido bajo condiciones de lipoperoxidación. Aún

no se tiene evidencia de si este aducto radical se forma naturalmente o como descomposición de los

aductos entre los LOO' y el PBN (42).

Otras posibles reacciones están relacionadas con la interacción del -CC|3 y el 02 según el

siguiente esquema (42):

-CC13 + 02 > C13C02- (a)

C|3C02°+Lipido—_, L- (b)

Cl;C02° + PBN ; ClgCOZ-PBN (c)

C13C02- 7. ñ. Cl3CO°

Ci3CO’ + PBN , C13CO-PBN

ClgCO. t Cl-CO-Cl + Cl- (d)
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Los radicales -CCl; reaccionan rápidamente con el 02, dando los radicales CCliOz‘

(triclorometilperoxilo) (a). Éstos podn'an comportarse en forma semejante a los radicales

lipoperoxilo, pero con una mayor reactividad, debido a la naturaleza electrónica del grupo

triclorometilo (b). La constante de adición del CH‘Or con el PBN es estimada en 5.6 lO 5 MIS"

en CCL, (c). Sin embargo. los aductos no parecen ser estables a temperatura ambiente, ya que por

una rápida ruptura en B se desprenden radicales Cl- (d). (42).

Por Io tanto, aunque las experiencias han demostrado un pequeño, pero significativo

cambio en el aducto PBN-C C1;,en presencia de 02, no existe evidencia definida de la existencia del

aducto PBN-C C[202- en sistemas biológicos (22,36).

Esto puede deberse a que:

- Existe pequeña cantidad del aducto PBN-CC13C02-, pero no se puede detectar debido al

alto background del aducto PBN-CCI;

- La mayor reactividad del CC1302' con aminoácidos, tioles y ácidos grasos poliinsaturados,

podria ser una competición desfavorable para los CC1302- entre los substratos del medio que lo

nuclean y las relativamente bajas concentraciones de PBN (36).

- La inestabilidad de este aducto hace que decaiga rápidamente.

Se pudo encontrar aductos radicales formados entre el PBN y 'COZ en orina, bilis y sangre

de ratas previamente tratadas con PBN y CCI...

Con el uso de l3C-CCL.se demostró que este aducto derivaba de la reacción entre el "spin

trap" (PBN) y un metabolito reactivo del CC|.. (22).

3.3. Factores que influyen en la producción de radicales libres en las células y los tejidos

La liberación de radicales libres puede aumentarse por un incremento en la generación de

radicales o debido a una disminución en la eficacia de los mecanismos de protección natural. Se

regula así, el control normal de las especies radicales generadas en forma endógena (21).

El aumento en la producción de radicales se vincula con el estres Oiddativo y está mediado

por la disrupción de procesos intemos o por influencias externas. Los factores que controlan la

producción de radicales libres en las células y los tejidos se esquematizan en la Fig. 7 (21).

La excesiva activación de leucocitos. la disrupción del transporte mitocondn'al o la

alteración del metabolismo del acido araquidónico, conducen al aumento de radicales libres.
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Fig. 7

Factores que controlan la producción de radicales libres

l_ ____, Estresoxidativo ¡
aumento de decompartimentalización modificación
producción de complejos de Fe de defensas
de radicales antirradicales

producción metabolismo -hemoglobina
excesiva de de acaraquidónico -mioglobina
superóxido alterado -ferritina

-transfem'na
inactivación 0

pérdida de
antioxidantes

incremento disrupción del
en la transporte electrónico
activación mitocondrial
de leucocitos

La deslocalización o redistribución de complejos de metales de transición puede inducir

estres oxidativo, por ejemplo: microsangrado en el cerebro, en los ojos o en las venas de uniones

reumatoideas. Altemativamente la reducción en la actividad o niveles de enu'mas protectoras, la

destrucción o supresión de la producción de coenz'mas, la reducción de los niveles de

antioxidantes, el metabolismo anormal del glutation o pérdida de antioxidantes a traves de las

membranas dañadas, pueden también contribuir al estrés oxidativo (21).

3.4. Efectos tóxicos mediados por radicales libres

Aun no se puede asegurar si los radicales libres son los causantes del principal daño tisular

presente en las distintas enfermedades o resultan ser un hecho paralelo y/o una consecuencia de ese

daño. Sin embargo, se tiene en claro que ya sea la enfermedad o los tejidos dañados, producen

reacciones de radicales libres mucho más frecuentemente de lo normal, lo cual exacerba la lesión

pn'man'a.
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En la Tabla 7 se resumen algunas enfermedades y/o daños que involucran a los radicales

libres (21,22).

Tabla 7

Daños asociados con radicales libres

Desórdenes nutricionales
Inflamación
Artritis reumatoidea
Aterosclerosis

Algunas infecciones por parásitos (malaria)
Algunos desórdenes del pulmón (intoxicación con paraquat, 3-metilindol, asbestos)
Alcoholismo

Sobredosis de hierro (hemocromatosis)
Daño hepático ( intoxicación con CCL y haloalcanos relacionados, bromobenceno,

paracetamol, hidrazinas)
Algunos carcinógenos quimicos
Daño por reperfiisión (corazón, cerebro, hígado, intestino, pulmón, riñón , páncreas, piel)
Enfermedad de Parkinson
Porfiria

Los principales blancos celulares y extracelulares de las especies radicales son: proteínas,

ácidos grasos insaturados componentes de lípidos y lipoproteínas y ADN. Tabla 8 (21).

-Daño al ADN y ARN

El ADN puede ser dañado por factores extrínsecos, como productos químicos y

radiaciones o intrinsecos, como los radicales libres, especialmente los derivados de oxígeno (43).

Se asume que los radicales OH° son la principal fuente de daño al ADN. Existe una menor

contribución de daño por pane de la transferencia de H de uniones C-H de las unidades de azúcares

y una contribución mayor debido a reacciones de adición a todas las bases (44).

Se observó que de las cuatro bases componentes mayoritarios del ADN, timina y citosina

son las más susceptibles al daño por radicales OH', seguida por adenina, guanina y la molécula de

azúcar desoxiiibosa (43).

En cuanto al ARN, se observó por ejemplo, que los radicales libres derivados del CBrCl;

pueden atacar al uracilo (26).
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Tabla 8

Biomoléculas blanco de los radicales libres

Blanco Daño Consecuencia

ADN escisión del anillo de mutacioflesi err9reá,_ i
ARN desoxjn'bosa, daño en las translacronales, rnhrbrcrón

bases ruptura de las de la sintesis de proteinas
cadenas

protemas agregación y modificación del
entrecruzamiento, transporte de iones,
fiagmentaciones y rupturas, modificación de la
modificación de grupos actividad enzimática
tioles

Lipidos poliinsaturados pérdida dela insaruración, alteración de la fluidez
formación de metabolitos lipídica, dela
reactivos (MDAJ-lNE) permeabilidad de la

membrana y efectos sobre
enzimas que se unen a
membranas

-Daño a carbohidratos

Los carbohidratos que tienen una estructura de a-hidroxialdehidos pueden enolizarse en

presencia de iones metálicos y convertirse en cetoaldehidos.

Muchos monosacán'dos bajo condiciones fisiológicas sufren autooxidación y forman

compuestos dicarbonílicos y H202 . La autooxidación dela glucosa y sus compuestos relacionados

implica que estas nuevas moléculas activas pueden interactuar con otras moléculas formando

nuevas estructuras (43).

-Daño a proteínas

Todos los aminoácidos constituyentes de las proteinas son susceptibles al ataque por

radicales libres, pero algunos son más vulnerables que otros.

Existe evidencia que las proteínas sufren modificaciones substanciales en sus moleculas a

través de reacciones de oxidación.

La oxidación de los aminoácidos conduce a cambios fisicos en la proteína. Éstos incluyen:

fiagmentaciones, agregaciones, susceptibilidad a digestión proteolítica etc. (43).
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Estos cambios pueden alterar la actividad enzimática. la membrana y las fimciones celulares

-Daño a lípidos

Las cadenas acílicas de los ácidos grasos poliinsaturados de los lípidos son susceptibles a

sufi'ir abstracciones de hidrógenos mediadas por radicales libres , produciéndose alteraciones en las

moléculas de los mismos. Este tipo de reacciones desencadena el conocido proceso de

lipoperoxidación (54).

4. EL TETRACLORURO DE CARBONO (CCL)

4.1. Antecedentes

Antiguamente el tetracloruro de carbono (CCl4) file utilizado como solvente para el

bitumen, asfalto, gomas, cloruro de antimonio, colesterol y cemento de contacto, como diluyente

en reacciones de clon'nación y como parte constituyente de los jabones para lavados en seco, ceras

para pisos, lustradores de muebles, pinturas y barnices (46-48). También se lo utilizó como

antihelmintico en veten'nan'a (49) y aún en seres humano(46-48).

Más recientemente, el uso principal del CCl4 ha sido en la síntesis de freones

(clorofluorhidrocarburos), si bien en la actualidad existe una marcada disminución de su uso debido

a la tendencia a reemplazar a los fi'eones por otros productos como propelentes en aerosoles, ya

que afectan la capa de ozono atmosférica (47,48,50,51).

En el pasado, cuando todavía era común el uso del CCl4 tanto en el ambiente industrial

como doméstico, se producían un considerable número de intoxicaciones y/o muertes humanas

(52). Los sintomas tempranos de la intoxicación aguda por CCl4 son semejantes a los de otros

hidrocarburos clorados alifaticos (como el tricloroetano): excitación y luego depresión del sistema

nervioso central, lo cual trae aparejado una acción depresora sobre los centros circulatorios y

respiratorios que precede a la muerte. Si la acción sobre el SNC no fuese letal se podría observar

necrosis celular en riñones con el consiguiente fallo renal. También se afecta en forma severa la

anatomofisiologia hepática ( 47,48,50,51,53).

En la actualidad la importancia del CCL no reside en sus efectos tóxicos sino en su uso

como sistema modelo.

28



OOOOOOOOOOOO0.0000......00.0.0000...OOOOOOOOOO‘...‘

Introducción

4.2. El CCL/hepatocito como sistema modelo

Los mecanismos basicos a traves de los cuales los tóxicos dañan las celulas, se estudian por

medio de las alteraciones que estos producen sobre las mismas (54).

L’n"sistema modelo" está constituido por un toxico determinado que actúa (produciendo

daño o muerte celular), sobre un tipo de células del organismo.

El estudio de los efectos ejercidos por un tóxico ayuda a comprender cómo se producen los

daños. Las conclusiones alcanzadas por este tipo de experiencias, se tratan de extrapolar y verificar

en tóxicos que actuan sobre el mismo tipo de células y luego a otros tóxicos, que actúan sobre

otras células del mismo u otros organos y/o otros seres vivos. Puede suceder que no todas las

extrapolaciones sean validas. pero generalmente existen reglas básicas que si lo son (54).

En patología hepática experimental muy pocos compuestos han sido tan vastarnente

estudiados como el CClt (55).

El sistema modelo más usado en toxicologia está constituido por el CCL actuando sobre las

celulas epiteliales hepáticas para producir daño celular (54).

El CCL;produce daño hepático intenso y reproducible en distintas especies animales (rata.

raton, etc). Además. el hecho de ser una molécula químicamente simple, facilita seguir dentro del

organismo y de las células, sus procesos de biotransformación y las interacciones que tienen con los

componentes celulares. Hay que tener en cuenta, también, que existe una gran información

disponible sobre los efectos producidos por el CCl4 (54).

El daño celular es toda perturbación del equilibrio quimico biológico característico

de la celula normal. Para poder comparar y entender cómo se producen las alteraciones, es

importante conocer en profimdidad este fimcionamiento normal. Se elige a la célula epiteliai

hepática. debido a que es la más conocida en estructura. bioquímica y fimción (54).

4.3. Absorción, distribución y excreción del CCI4

El CCL.se absorbe Facilmentepor los pulmones, piel, por vía oral y desde todos los sitios de

administración parenteral utilizados en estudios experimentales.
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¿l CCl4 tiene un alto coeficiente de partición sangre/aire y aceite/agua; debido a su

liposolubilidad atraviesa fácilmente las membranas biológicas. L'na vez absorbido se distribuye

ampliamente en los tejidos siendo su concentración mayor en tejido adiposo. médula ósea e higado.

No existe correlación entre la concentración de CCl4que se encuentra en un tejido dado y el efecto

tóxico del mismo en ese órgano (47,48,50,5 l).

A causa de su volatilidad y baja velocidad de metabolización, la mayor parte del CCI4 es

excretado por los pulmones. Por ejemplo, en estudios con una dosis de 2 ml/kg, administrada en

forma oral a ratas, se observó que el 80 % de la dosis era excretada por los pulmones dentro de las

lO horas iniciales, siendo la velocidad de eliminación en el hígado de 7.6 % por hora y 2.5 % por

hora en sangre. Cantidades mas pequeñas del CCL. también se eliminan por orina y maten'a fecal

(414850,51).

4.4. Mecanismo de biotransformación del CCL

Los estudios patológicos en animales revelan particular capacidad del CCL para dañar al

higado y su fimción, aunque luego de su administración pudo encontrarse altas concentraciones de

CCL.en otros tejidos como cerebro, médula ósea, tejido adiposo y corazón (56).

Se observó que el daño provocado por el CCl4 no se debia a un efecto solvente, ya que

otros compuestos, aún siendo buenos solventes Iipidicos ( CHClz o FCCl; ) no tienen ningún tipo

de efecto necrótico sobre el hígado (57).

La localización del daño hepático causado por el CCL; es centrolobulillar, a pesar que la

mayor concentración del tóxico se encuentra en la zona periportal (56).

Las alteraciones más tempranas tanto ultraestmcturales como bioquímicas, ocurren en el

reticulo endoplásmico y en perídos de tiempo en los cuales no se observa ninguna alteración en

mitocondrias o en lisosomas, mientras que el CCI. llega a todas las subestructuras (56,58-60).

Butler (56) fue el pn'mero que sugirió que “in vivo” la unión CClg-Cl se rompía

homoliticamente. Debido a la fisión homolitica se fonnarian radicales libres -CCI3 y °Cl, cada uno

podría adquirir un electrón del medio y estabilizarse completando su octeto. Como resultado se

tiene la reducción del haluro orgánico y la oxidación de algunos de sus compuestos.

La evidencia que la unión CCl3-Cl se rompe homoliticamente era en principio indirecta. Se

podia deducir en parte del estudio comparativo de la toxicidad del CHClg, CCL y CBI'Clg. La
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energía de estos tres haloalcanos sigue el siguiente orden: CHCI; > CCL. > CBI'Clg. Como una

menor energía de disociación se asociaria con una tendencia a mayor ruptura homolitica el CBrCl;

tendria que ser el más tóxico para el higado, y en verdad lo es. El CBrCl; también es más potente

que el CCh en acelerar la lipoperoxidación in vitro (56).

De estudios sobre unión irreversible de “C3604 a lípidos microsomales realizados por

Gordes en 1969 surge que esta unión involucra radicales libres 'CClg. El valor de este hallazgo fue

cn'tico ya que otras técnicas capaces de evidenciar la presencia de radicales libres, como la

espectroscopia de resonancia paramagnética nuclear (EPR) no habían sido capaces, hasta ese

momento. de detectarlos, aparentemente debido a su corta vida media (55).

La importancia de haber establecido la posibilidad de biotransformación del CCL resulto

fundamental cuando Comporti y colaboradores (62) y Recknagel y colaboradoes (63) descubrieron

que el CCL “in vitro" aumentaba la peroxidación de lípidos en homogenatos de higado, fenómeno

este que requiere una activación por radicales libres. Esta peroxidación se supuso responsable del

proceso que finalmente terminaba en necrosis.

Actualmente, se sabe que los efectos tóxicos del CCL;dependen de su biotransformación a

metabolitos reactivos (56,58,59,64,65).

El CCh se metaboliza principalmente en el hígado, aunque cierta actividad se observó

también en otros órganos (adrenales, riñón, pulmón, testículo, placenta, páncreas, etc.) (66-69).

Se verificó que la capacidad hepática de bioactivar el CCL es mayor en el reticulo

endoplásmíco liso (SER) que en el rugoso (RER) (70), y que la membrana externa nuclear también

puede biotransformarlo (71).

Existe también una activación mitocondrial hepática del CCL.de naturaleza enzimática y

otra no enántáfica siendo la primera sólo parcialmente dependiente del cit P450. En órganos

donde el contenido de cít P450 es alto (tanto en reticulo endoplásrnico como en mitocondrias)

como es el caso de las glándqu adrenales, la activación del CCl. es relevante en ambas organelas

(55).

Respecto a la naturaleza del sistema enzimático microsomal hepático que metaboliza y

activa el CCL a metabolitos reactivos (básicamente a -CCl3) ya en 1968 se anticipó la posibilidad de

que tuviese una participación en ello el cit P450. debido a los cambios espectrales característicos

que produce el CCL al interaccionar con este citocromo (72). Pero recién en 1972-1973 Castro y

col. demostraron que el metabolismo del CCl4 a CHCl3 y la bioactivación a -CCl3 eran procesos
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reductivos NADPH dependientes y que requerían cit P450 reductasa (74-77). De ahí surge que los

animales donde el cit P450 esta prácticamente ausente (como en ratas recien nacidas y otras

especies como la gallina o la paloma) no sufren intoxicación por el CCL (Só.58,78,79).

La forma de cit P450 inducible por fenobafbital es la responsable de biotransformar al CCI...

Varios sustratos e inhibidores que dan cambios espectrales tipo II con el P450 (ej.: pirazol,

cistamina) pueden inhibir el proceso de activación del CCL, mientras que los sustratos que dan

cambios espectrales tipo I (aminopirina, SKF 525 A, etc.) no modifican o incluso aumentan la

intensidad de la activación (87).

Investigaciones realizadas por Castillo y colaboradores en 1992, señalaron qu el CCL. es

metabolizado por una forma especifica de cit P450 hepática (un componente de 52000 dalton); el

cual es rápidamente destruido durante el proceso de metabolización y que parecen'a ser una

isoforma del P450 II E l, inducible por etanol (80).

El CCL.reacciona con el sitio activo del cit P450; por medio de una reducción, forma el

complejo inestable con el Fe del cit P450 y se libera principalmente el radical -CC13; en menor

extensión pueden existir reducciones adicionales. Los electrones requeridos son transferidos del

NADPH vía NADPH cit P450 reductasa al cit P450 (65,74,76,77).

Durante la biotransfonnación del CCl4 se pudieron determinar productos estables y

reactivos. Entre los más estables se encuentran C02, CHCI3,hexacloroetano y CO (81,82).

Entre los productos reactivos se establecieron: -CCla , :CClz (diclorocarbeno), fosgeno y

acido hipocloroso, los cuales son productos potencialmente capaces de interaccionar con

componentes celulares y producir efectos dañinos o indeseables (81,82),.

En la figura siguiente (Fig. 8) se muestra un esquema de las reacciones involucradas en el

proceso de biotransfonnación del CCL.(80).

En condiciones aeróbicas, el -CCl; puede abstraer un átomo de hidrógeno de una

biomolécula para producir CHCI3(82).

Sin embargo la reacción principal que se verifica aeróbicamente es la formación del radical

tn'clorometilperoxilo (CC1302-) por oxigenación del radical oCCl3(65,82).
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Fig. 8

Esquema del proceso de biotransfonnación del CCL
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Reacciones de Acilación

El radical CClgoz' puede liberar ácido hipocloroso (HOCI) o especies halogenadas

relacionadas, produciendo tn'clorometanol, idéntico a las especies derivadas del metabolismo

oxidativo mediado por el cit P450 del cloroformo.

Altemativamente, el CCI302' podria reducirse a triclorometanol, el cua] por

dehidrohalogenación, rápidamente se descompone a fosgeno (COClz) (82).

El fosgeno puede dar reacciones de unión con biomoleculas y necrosis de tejido. Por

hidrólisis del mismo se forma C02 (mayor metabolito bajo condiciones aeróbicas) y por reduccion

inducida por tioles forma CO.
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Finalmente por dimerización de radicales 'CCI; (detectado en baja cantidad “in vivo“) se

forma hexacloroetano (CCl;CCl;) (82).

En condiciones anaeróbicas los niveles de lipoperoxidación y producción de C02 están

severamente reducidos, mientras que los modos de unión covalente y formación de CHCI; y CO

estan incrementados.

La vida media aumentada del radical -CC13en condiciones anaeróbicas le permite abstraer

hidrógenos con una mayor frecuencia. La abstracción de un átomo de H de un ácido graso

poliinsaturado conduciria a la polimerización de los lípidos pero no a la lipoperoxidación (ya que no

hay O; ).

Altemativamente, los radicales -CCI3 podrian unirse a sitios no saturados de las

biomoléculas o combinarse con el hierro hémico del cit P450, formando especies carbenoferrosas.

Estas especies carbenoides se hidroliLana CO y posiblemente se unen a proteínas microsomales .

En resumen, la toxicidad in vivo y la carcinogenicidad de este haloalcano relativamente

simple (CCh) surgiria de la acción recíproca de estos multiples intermediarios reactivos y tóxicos

(82).

4.5. Mecanismo de daño/muerte celular del hepatocito por el CCL

Daño celular es toda perturbación que aparta a la célula de su equilibrio celular normal

(homeostasis celular). Si la célula logra restituir cierto grado de equilibrio compatible con la

actividad integrada celular, por estar dañada reversiblemente, vivirá. En caso contrario sufiirá un

daño letal (las células pierden la capacidad de duplicarse y de reparar los daños) y morirá (54).

célula célula célula célula necrosis
normal—> alterada—’ alterada—-’ muerta —>celular

revers. irrevers .

Cuando una cantidad suficiente de células de un órgano sufre un daño, la función de dicho

órgano en el organismo se resiente y se producen los síntomas de intoxicación (54).

El CC14 produce daño celular hepático, evidenciable quimica bioquímica y

estructuralmente (59,60).
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La muerte del hepatocito expuesto a CCli. “in vitro“ o "in vivo”, no es instantánea; lleva

cierto tiempo para que ocurra. ya que es necesario que se produzcan una sene de daños celulares

secuenciales y /o paralelos. En ratas tratadas con CClt al 20 % (ip) se pueden producir en el higado

múltiples alteraciones bioquímicas y ultraestructurales. degeneración grasa y necrosis (54).

La acumulación grasa la cual comienza temprano, se debe a falla del higado para

transportar proteinas de muy baja densidad, ticas en triglicéridos, al plasma(65t83,84). La inhibición

de la secreción de las lipoproteínas de baja densidad se debe a la desorganización estructural del

reticulo endoplasmico y en particular del aparato de Golgi (65. 9|).

El daño causado por el CCli comienza a observarse en el reticulo con dilatación de las

membranas del mismo y despegue de los nbosomas (l hora después de su administración) (64,85).

Coincidiendo con la desorganización estmctural del reticulo endoplasmico, existe pérdida

de la fiJnción enzimática microsomal, incluyendo el sïstema de monooxigenasas del cit P450 y la

glucosa-ó-fosfatasa.

La dispersión ribosomal y el decaimiento de la sintesis proteica hepática ocurre rápidamente

luego de la intoxicación con CCL(65).

A las 3 horas de exposición, la dilatación del reticulo y el despegue de n'bosomas se acentúa

y existe también dilatación de la membrana pet-¡nucleary del aparato de Golgi.

Entre las ó y ¡2 horas el daño llega a los lisosomas, a las mitocondrias y finalmente al

nucleo (54,60).

Existe un movimiento masivo de Caz' hacia dentro de la célula, siendo las mitocondtias

relativamente no afectadas, ya que permanecen intactas hasta 12 horas o más luego de la

intoxicación por CCL.(65).

A las l2 horas ya existen células hepáticas muertas. A las 24 horas la mayon'a de las celulas

en la zona centrolobulillar estan muettas y en franca necrosis (54,60).

Las primeras reacciones que le ocurren al CCL.en el higado se esquematizan en la Fig. 9a y

son las responsables de los efectos tóxicos conocidos de este compuesto y representan la etapa

temprana dela hepatotoxicidad del CCL(54) (Fig.9 a).

En esta etapa la mayor parte de los efectos ocurren en el reticulo endoplasmico. En este

está fimdamentalmente la mayor parte del cit P450 que es necesario para biotransformar al CCL y

dar 'C Cl]. Como éstos son excepcionalmente reactivos, no pueden migrar a otras partes de la
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célula sin reaccionar antes con los propios componentes del reticulo y es por eso que el daño

inicialmente se observa alli (65.86.89).

Fig. 9

Etapas temprana (a) y tardía (b) dela intoxicación por CCL
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Los metabolitos reactivos del CCL; pueden interactuar de diversas maneras con los

componentes celulares de su entorno. Una forma de interaccionar es por uniones estables con

componentes celulares (reacciones de adición) formando aductos (54,86). Las biomoléculas que

pueden sufn'r este tipo de uniones covalente son lípidos, proteínas, algunos aminoácidos, bases del

ADN y ARN y hemo (54, 91).

También se pueden dar reacciones de abstracción abstrayendo átomos de H de moléculas

biológicas (54,88) generando radicales libres en ellas que sufrirán posteriores interacciones. Si el

proceso de generación de -CCl3 se produce en presencia de 02, parte de éste se transforma en

radicales CC1302-.Estos radicales peroxilo tienen mayor tendencia a abstraer H que a adicionarse.

Las reacciones de abstracción de H a los ácidos grasos poliinsaturados, la cual desencadena

el proceso de lipoperoxidaciórt ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los años (54,65).
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Frecuentemente se consideran sólo a las reacciones de adición y a la lipoperoxidación,

como responsables de la hepatotoxicidad del CCh (54,59,65,86,89). Se han encontrado productos

de reacción entre los radicales °CCl; y/o CCl;02- y aminoácidos como metionina (90), fenilalanina

(29)‘ tirosina (28), prolina (30), hidroxiprolina (32), triptofano (3]) o bases de ácidos nucleícos

como timina (25), citosina (24), uracilo (26) y guanina. De estas experiencias resulta que existen

posibilidades de formación de productos no derivados de la unión covalente o la lipoperoxidación,

cuya relevancia aun tiene que ser establecida.

Después de las 6 o lO horas de la administración del CCL, la mayor parte de las reacciones

de adición y de abstracción de H ya han ocunido y algunos hepatocitos murieron o están

irreversiblemente dañados (85).

Por estudios “in vivo” sobre prevención de la necrosis inducida por el CCL. con quelantes

de Ca2] anticalmodulinas, inhibidores de procesos de degradación de fosfolipidos y proteinas o

agentes capaces de estimular su sintesis, se deduce que en la etapa tardía de la intoxicación la

propagación del daño se debe fimdamentalmente a una acumulación intracelular de Caz' (54) (Fig,

9b).

El CCh daña severamente, en la etapa temprana la bomba de calcio del retículo

endoplásmico y algo la bomba mitocondrial (54). Ésto provoca una profunda alteración en los

mecanismos de regulación de la homeostasis cálcica con la consiguiente elevación marcada del

contenido de calcio citosólico (54,89). Los grupos SH de la Caz‘ ATPasa microsomal se dañan por

abstracción de H mediada por los radicales °CC13y CClthz', formándose puentes disulfuros en la

proteina (9] ).

El daño en las funciones de la Caz' ATPasa mitocondrial está también relacionado con la

disminución en la sintesis de ATP y la destmcción del NADPH via abstracción de H o unión

covalente de este cofactor con los radicales -CCI3(9|).

Por un mecanismo dependiente de calmodulina se estimulan procesos degradativos de

proteínas, fosfolípidos y ácidos nucleicos, mediado por proteasas, fosfolipasas y endonucleasas, que

culminan en la muerte celular y posterior necrosis (54).
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5. MEMBRANAS CELULARES

5.]. Estructura

Todas las membranas celulares son estructuras complejas de lípidos, proteínas y

carbohidratos.(92,93).

El modelo de mosaico fluido para Ia estructura de la membrana file propuesto por Singer y

Nicholson en ¡972. En éste se considera a las membranas fiJncionales como soluciones

bidimensionales de proteinas globulares integrales dispersas en una matriz fluida de fosfolipidos

(92).(Fig. 9) (219).

Fig. 9

Esquema de la estructura de la membrana celular
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Aunque este concepto de mosaico fluido está ampliamente aceptado, la organimción de la

membrana es mucho más compleja. La diversidad de estructuras de lípidos y proteínas, junto con la
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asimetría en la composición lipídica transmembrana, es una caracteristica general de las membranas

biológicas (94,95). Existe suficiente evidencia que indica la existencia de regionalizaciones

transversales y laterales dentro de las membranas, las cuales pueden descn'birse como macro y

micro dominios (94). Los dominios lipídicos sirven por ejemplo, para generar un microambiente

particular para las filnciones de las proteínas de membrana (95).

En el modelo de mosaico fluido, los lípidos están ubicados en forma de doble capa de 4 a 5

mm. de espesor. Esta bicapa lipídica provee la estructura base de la membrana y sirve como una

barrera relativamente impermeable al flujo de la mayoría de las moléculas solubles en agua (96).

La estnrctura anfipatíca de los lípidos directamente determina la disposición de la bicapa.

proveyendo un microarnbiente hidrofóbíco en el centro de la misma, constituido por las cadenas

hidrocarbonadas lipídicas, cuyas cabezas polares se ubican hacia la fase acuosa (97).

Las proteinas de membrana pueden integrar la bicapa lipídica o estar simplemente asociadas

con la misma. La mayor parte de las proteinas son componentes integrales de la membrana, o sea

que interactúan con los fosfolipidos. Éstas son por lo general globulares y anfipáticas (92,97).

Las proteínas periféricas no interactúan directamente con los fosfolípidos en la doble capa.

sino que están unidas debilmente a las regiones hidrofilicas de proteínas integrales especificas (92).

Algunas proteinas sirven como transporte de moléculas especificas dentro o fiJera de la

célula, otras actuan como enu'mas que catalizan reacciones asociadas a membrana y otras sirven

como puente estructural entre células del citoesqueleto y la matriz extracelular o como receptores

para recibir y transducir señales químicas (96).

Todas las membranas celulares son fluidas y dinámicas. la mayoría de los lípidos y proteínas

pueden moverse rápidamente y difirndir en el plano de la misma (96,97).

Los lípidos y las proteínas experimentan recambio en las membranas, del mismo modo que

les sucede en otros compartimentos de la célula (92).

Lipidos diferentes poseen velocidades distintas de recambio y las velocidades de recambio

de especies individuales de proteínas de la membrana puede variar ampliamente. La membrana

misma puede experimentar recambio con rapidez aún mayor que cualquiera de sus constituyentes

(92).

Se demostró que las moléculas de los lípidos raramente migran de una monocapa a otra

este proceso es llamado "flip-flop". Por otro lado las moléculas lipídicas fácilmente intercambian los

lugares con otras moléculas vecinas dentro de una misma monocapa (96).(Fig. lO)
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Estos estudios también indican que las moleculas indiyiduales de lípidos rotan muy

rapidamente alrededor de su eje longitudinal. siendo sus cadenas hidrocarbonadas flexibles. El

mayor grado de flexión ocurre cerca del centro de la bicapa y la menor. adyacente a las cabezas

polares de los lípidos (Oo).

Fig. 10

Movimientos posibles de los fosfolípidos en una bicapa lipídica

difusión total

tílili)
OOO...”

flexión rotación

Las membranas también resultan ser estructuras asimétricas. ya que la composición de los

lípidos, proteínas y carbohidratos difieren entre una capa a otra y refleja las distintas funciones de

cada una de las superficies (92,96).

Los carbohidratos tienen una localización externa uniéndose a las proteínas de membrana

formando glícoproteínas o a los lípidos formando glicolípidos (93).

Los fosfolípidos que tienen colina (PC: fosfatidilcolina y SHP: esfingomielina) se ubican

principalmente en la capa molecular exterior (92,96).

Los aminofosfolípidos (PS: fosfatidílserina. PE: fosfatidiletanolamina y Pl: fosfatidilinositol)

se localizan preferentemente en la capa interior. El colesterol, por lo general abunda mas en el

exterior que en el interior (9296,98). (Fig. l l)

Observaciones recientes confirmaron que los triglicéridos (TG) son componentes

intrínsecos de las membranas. A pesar de su presencia cuantitativamente menor comparada con

otros lípidos, desempeñan roles específicos en distintos eventos metabólicos como la estimulación

celular o los procesos metastásicos.

Los TG parecen tener una orientación similar a la de los fosfolípidos, con los grupos acilos

hacia el interior de la bicapa y el esqueleto del glicerol hacia el exterior. Tanto la localización de los

digliceridos (DG) como de los TG debe considerarse con precaución, debido a su rápida y

espontánea mobilídad dentro de la bicapa (98).
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Mientras que la solubilidad de los DG en la capa externa de la membrana es

extremadamente limitada. el acceso de los TG a una lipasa agregada externamente es compatible, al

menos con una cierta cantidad de TG presentes cerca de la capa externa de la membrana (98).

Fig. 11

Asimetría de la bicapa lipídica

ESPACIO EXTRACELULAR

CITOPLASMA

Como las moléculas de lípidos no producen espontáneamente movimientos de "flip-flop"

entre monocapas a una velocidad apreciable, es probable que la asimetría sea generada durante la

biosíntesis de la bicapa en el reticulo endoplásmico, por enzimas que transfieren moléculas

específicas de lípidos de una monocapa a otra (96). Por ejemplo, la aminofosfolípido translocasa

transporta moléculas de PS y PE desde la capa externa a la interna de la membrana. a expensas de

la hidrólisis de ATP citoplasmático. La acumulación en la superficie citoplasmática no requiere

ninguna interacción con proteínas extn'nsecas, pero es el resultado de un equilibrio entre un

movimiento rápido hacia el inten'or y uno lento, por difiísión pasiva hacia el exterior (99).

En la monocapa citoplasmática la PS es translocada mucho más rápido que la PE y está

presente en mayor cantidad, ya que la translocasa exhibe aproximadamente una afinidad lO veces

mayor con este lípido. Por otro lado el grado de acumulación de la PS y la PE en la capa interna

depende de la concentración celular de ATP (99).

La estructura de la membrana pemtitiria a los lípidos influir independientemente sobre las

proteinas de la misma, permitiendo un control preciso de sus fimcíones de membrana y capacitando
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a las proteínas para retener la integridad de fiinciones especificas mientras se mueven lateralmente a

través del medio ambiente lipídico ( IOO).

5.2. Composicion lipídica de las membranas celulares

La composición de los lípidos polares y el contenido de colesterol de la membrana está

cuidadosamente regulado por la célula. Sin embargo, pueden existir variaciones debido a la

respuesta a variados estímulos o cambios en el medio ambiente y estados fisiológicos (por ejemplo:

dieta y enfermedad), a la edad y a las etapas del ciclo celular. (100).

Los lípidos mas abundantes en las membranas de mamíferos son los fosfolípidos, los

glucolípidos y el colesterol (92).

-Fosfolípidos

Los fosfoglicéridos son los fosfolípidos más comunes presentes en las membranas. Están

constituidos por un esqueleto de glicerol al cual se adhieren en enlace éster dos ácidos grasos y un

alcohol fosforilado (92).

Los ácidos grasos constituyentes incorporados k 1el C-l y C-2 del fosfolípido (Fig. 12), son

por lo general moléculas de igual número de carbonos, la mayor parte de las veces contienen de 14

a 24 carbonos. No se ramifican y pueden ser saturados o insaturados (92,93). En la Tabla 9 se

presentan los principales ácidos grasos presentes en los lípidos de las membranas.

Las diferencias de longitud y saturación son importantes porque influyen en la fluidez de la

membrana (96). Los cambios de fase y por consiguiente la fluidez de las membranas, dependen en

alto grado de su composición lipídica. Las dobles ligaduras que existen en la configuración cis

tienden a incrementar la fluidez de una doble capa, reduciendo la densidad del empaquetamiento de

la cadena lateral sin disminuir las caracteristicas hidrofóbícas. Los fosfolípidos de las membranas

celulares, por lo general, contienen al menos un ácido graso insaturado, minimamente con una

doble ligadura cis (92).

Los fosfolípidos desempeñan muchas fiincíones celulares. Son responsables de la estructura

de la matn'z de las membranas biológicas, ya que forman la bicapa lipídica de las mismas .
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Los fosfolípidos cumplen roles muy diversos y críticos en el metabolismo y fiinción celular.

Pueden influir profundamente sobre la fiinción de las proteínas de membrana y se requieren

especificamente algunos de ellos para la activación de ciertas enz'mas como por ejemplo la

fosfatidilserina sintetasa o la fosfatidilcolinacitidil transferasa (98).

Tabla 9

Ácidos grasos que forman parte de los lípidos de las membranas

N°C N" Nombre del Fórmula Molecular
dobles Acido
enlaces

12 O Laurato CH3(CH2)¡0COO'

l4 O Min'stato CH3(CH2)¡2COO'

l6 O Palmitato CH3(CH2)“COO­

l 8 0 Esterato CH3(CH2)¡6COO'

20 0 Araquidato CH3(CH2)¡3COO'

22 O Behenato CH3(CH2)20COO'

24 0 Lignocerato CH3(CH2)zzCOO'

ló l Palmitoleato CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COO'

l 8 l Oleato CH3(CH2)1CH=CH(CH2)7COO'

l8 2 Linoleato CH3(CH2)4(CH=C HCH2);(CH2)6C00'

l 8 3 Linolenato CHgCHz(Cl-I=CHCH2)3(CH2)6COO'

20 4 Araquidonato CH3(CH2)4(CH=CHCH2)4(CH2)ZCOO'

Actualmente se reconoce a algunos lípidos, por ejemplo fosfatidilinositol-4,5-difosfato,

fosfatidilcolina y esfingomjelina como precursores de moléculas bioactívas que son generadas en

las células seguidas de estimulación de receptores de superficie celulares, funcionando como

segundos mensajeros (lOl ).

El fosfolípido más sencillo es el ácido fosfatidieo, el cual es un l,2-diacilglicerol-3—fosfato,

un intermediario clave en la formación de todos los demás fosfolípidos (92). En otros fosfolípidos

el grupo fosfato de la posición 3 está esterificado por un alcohol como etanolamina, colina. serina,

glicerol o inositol, como se observa en la Fig. 12 (¡02).
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Fig. 12

Sustituyentes iónicos y polares del grupo fosfato de los l'osl'oglicéridos
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La lisofosfatidilcolina (LPC) es producida relativamente en grandes cantidades por el

hígado; se une a la albúmina en sangre y es el segundo fosfolipido más prevalente en el plasma

( 103).

La LPC producida por los hepatocitos es transportada por la circulación a otros tejidos,

pudiendo luego ser metabolizada por los tejidos extrahepáticos. Por lo tanto la secreción de la
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misma servin'a como un sistema de transporte para colina y ácidos grasos poliinsaturados

(especialmente el acido araquidónico) a otros órganos (103).

La fosfatidiletanolamina (PE) fue relacionada con la regulación de la proteina asociada

con la bomba de calcio. Se observó que niveles bajos a moderados de PE estimulan la bomba de

Cal", debido a la formación de estructuras no laminares de PE que conducen a cambios en la

conformación de la bicapa lipidica (97).

Tanto los fosfolipidos como el colesterol son capaces de regular la actividad de las

proteínas de membrana.

Los productos de hidrólisis de algunos fosfolipidos podn'an aumentar o prolongar la

activación de la proteinquinasa c (l04,l05). y ésto sería esencial para las respuestas celulares a

largo plazo, tales como las de proliferación celular y diferenciación (106).

La colina es reconocida como un importante nutriente involucrado en la biosíntesis de

fosfolipidos y reacciones de metílación biológicas (103), siendo la fosfatidilcolina (PC) el

fosfolipido predominante (mas del 50 °/o)en la mayoria de las membranas de los manmeros.

Los fosfolipidos que contienen colina desempeñan un rol mayoritario en la regulación

celular junto a sus fiinciones esenciales como componentes estructurales de membrana y de

lipoproteínas ( 107).

Éstos se han identificado como precursores de importantes mensajeros intracelulares ( 1,2­

sn-diacilglicerol. ceramida y esfingosina). Estos mensajeros son generados durante la transducción

de la señal transmembrana y la cascada de reacciones que trasladan una señal sobre la superficie de

una célula a su interior, influyendo sobre su metabolismo intracelular, división celular, transporte de

iones y expresión genética (103,106).

Los plasmalógenos (que se encuentran en alta concentración en tejido de miocardio) son

fosfolípidos con colina que generan ácido araquidónico, un precursor de la sintesis de

prostaglandinas.

Otro ejemplo de fosfolípido con colina es el factor activador de plaquetas (PAP : 1-0­

alquil-Z-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) que es un importante mensajero intracelular (103.106).

La hidrólisis de la PC puede actuar para mantener un mensaje que inicialmente fue

transmitido via la ruptura de inositoles y también puede generar independientemente otros

segundos mensajeros ( l07).
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Estas filnciones explicarían como los fosfolipidos con colina influyen los procesos

fisiológicos normales tanto como diversos procesos patológicos incluyendo la carcinogenesis

(101108)

Los fosfolípidos, notablemente la fosfatidilserina (PS). firncionan como cofactores

esenciales mientras que el 1,2-sn-diacilglicerol funciona como un activador de la proteinquinasa c.

Numerosos estudios sugieren que tanto los fosfoinositoles (Pl) como la fosfatidilsen'na son

mensajeros que controlan la actividad de la proteinquinasa c, siendo la PS un cofactor limitante por

ejemplo en la envoltura nuclear (104).

Otra clase de fosfolipidos importante en las membranas son las esfingomielinas, las cuales

contienen un esqueleto de esfingosina y en lugar del glicerol. un ácido graso se une por un enlace

amidico al grupo amino de la esfingosina. El grupo hidroinO primario de la esfingosina está

esterificado con fosfatidilcolina (Fig. 13).

Fig. r3

Esfingomielina

ceramida

esfingosina
OH O

I |

CH;- (CH2)12-CH=CH- CH- CH- NH- C - R

(IÏH2 I ác. graso
O

O=P-0'
+

0- CHZ- CHz- N(CH3)3
|— colina——l

Las esfingomielinas (SHP) son abundantes en las vainas de mielina. La combinación de la

esfingosina con un ácido graso se conoce con el nombre de ceramida, estructura que también se

encuentra en los glucolipidos (92).

La SHP representa aproximadamente 5 a 20 % de los fosfolípidos de los tejidos y está

ampliamente distribuida en las células de mamíferos (107).

46



Introducción

Distintos estudios han demostrado que la SHP junto con otros fosfolípidos de membrana

(como fosfatidilinositol y fosfatidilcolina). desempeñan roles especificos como moleculas

mensajeras (100), resultando ser importantes mediadores y moduladores de la transducción de la

señal ( l07).

Mientras que la hidrólisis de la PC genera una serie de mensajeros que mantienen la cascada

de fosforilación de la proteinquinasa c. la SHP es hidrolizada para generar mensajeros que la

inhiben (103,107).

La esfingosina, un producto de mptura de la SHP, ceramidas y otros glicolípidos, es un

potente inhibidor de la proteinquinasa c y distintos eventos celulares dependen de esta enzima

(100,107,109).

Los glucolípidos, al igual que la esfingomielina derivan de la esfingosina, pero contienen

uno o más azúcares unidos al grupo OH de la misma. Se encuentran, especialmente, en la capa

externa de la membrana plasmática, donde forman parte de los carbohidratos de la superficie celular

(92).

-Esteroles

El esterol mas comun en las membranas es el colesterol (Ch).

Las células de mamíferos requieren Ch para su normal funcionamiento. Este requerimiento

se cubre con la biosíntesis endógena del esterol o por suplementos extracelulares. Frecuentemente

estan en operación ambos mecanismos (l 10).

El Ch es necesario para la biosíntesis de ácidos biliares y hormonas esteroideas, incluyendo

gluco y mineralocorticoides, hormonas sexuales y progesterona. El 7-hidroxicolesterol es un

precursor de la vitamina D3(ll 1,112).

Aunque la molécula de Ch es esencial para el crecimiento normal de la célula, puede ser

letal para la integridad del organismo. En la población humana esta letalidad se manifiesta

principalmente a través de la patología de aterosclerosis, en la cual se forman plaquetas de Ch que

causan la oclusión de arterias coronarias indispensables para la alímentanción del músculo cardíaco

(110).

Se identificó la presencia de óxidos de Ch tanto en alimentos como en suero y tejidos

animales y humanos. Estos esteroles oxigenados están vinculados. no sólo con las lesiones
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ateroscleróticas (l 13) sino también con una serie de enfermedades, como por ejemplo:

xantomatosis cerebrotendinosa y cáncer de próstata ( l 14).

Aun mas, se observo que ciertos den'vados oxigenados del Ch poseen actividad biológica

semejante a los esteres de forbol, el cual actúa como promotor de tumores en piel y modula el

crecimiento de una amplia variedad de ce'lulas(l l5).

El Ch puede presentarse libre o combinado con acidos grasos (ésteres de Ch) (92).

La molécula de Ch consiste en cuatro anillos fiJsionados (Fig. l4).El anillo A puede adoptar

conformaciones alternativas en el cristal y esto junto con la cola hidrocarbonada hacen que la

molecula presente flexibilidad (l lO).

Fig. 14

Colesterol ( colesten-S-en-JBOI )

H0

Mientras la mayor parte de la mólecula de Ch es hidrofóbica, existe un grupo 3B-hidroxi

(3B OH) que es polar y le confiere un caracter anfipático (l lO).

Por lo general el Ch abunda hacia la parte externa de la membrana (92). Se intercala entre

los fosfolípidos con su grupo oxidn'lo hacia la interfase acuosa y el resto de la molécula hacia el

interior de la bicapa (Fig. l5).

El Ch actúa en las membranas como una molécula moderadora, produciendo estados

intermedios de fluidez (92).

A temperaturas superiores a la de transición. su anillo n'gido de esterol interactúa con las

cadenas acilo de los fosfolípidos, limita su movimiento y por lo tanto disminuye la fluidez de la

membrana. Por otra parte, cuando la temperatura se aproxima a la de transición. la interacción del

Ch con las cadenas acilo interfiere con su alineamiento, este fenómeno abate la temperatura a la
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cual se produce la transición liquido-gel. ayudando asi a conservar fluida la membrana a

temperaturas menores.

Si las cadenas laterales acilo existen en una fase desordenada el Ch tendra un efecto de

condensación. Si las cadenas laterales acilo estan ordenadas o en una fase cristalina, el Ch inducira

desorden (92).

Fig. is

Ubicación del colesterol entre las moléculas de fosfolípidos

La distribución del colesterol en las membranas celulares no es uniforme. Se encuentra en

mayor concentración en la membrana plasmática ( aproximadamente 45 %) que en muchas de las

membranas intracelulares (l lO).

El Ch es sintetizado através de una sen'e de enzimas, cuyos receptores estan localizados en

la membrana del reticulo endoplasmjco. Sin embargo el contenido relativo de Ch en la misma

comparado con el de la membrana plasmática es bajo (lO-12 mol%).

Tambien puede encontrarse en mitocondrias, aparato de Golgi y membranas nucleares

(92)(con mayor proporción en la membrana externa nuclear respecto a la interna).

La distribución del Ch puede mantenerse por un equilibrio termodinámico, en el cual la

composicion de la membrana determina el contenido relativo del mismo (l 10).
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Los factores que estarian involucrados incluyen tanto la composición lipídica de la

membrana como la naturaleza de las proteinas contenidas en la misma. Altemativarnente la

distribucion del Ch puede mantenerse por un flujo del mismo desde el sitio de sintesis hacia la

membrana plasmática.

Al analizar el rol de la composición lipídica se observó que el Ch tiene mayor afinidad por la

PC que por la PE y que las membranas que contienen nayor proporción de PE resultan ser un

ambiente termodinámicamente desfavorable para el mismo.

También Ia particion del Ch entre las membranas puede ser influida por la longitud y grado

de insaturacion de la cadena hidrocarbonada.

El Ch tiene la capacidad de producir movimientos de "flip-flop" entre las bicapas de la

membrana. Como la porción polar de su molécula es mucho más pequeña que la de los

fosfolipidos, el movimiento transmembrana del Ch ocurre más facilmente (con un tiempo medio de

menos de un minuto)(l lO).

La incorporación in vivo del Ch no sólo causa un incremento en la relación

colesterol/fosfolípidos y viscosidad de las membranas microsomales, sino que también aumenta la

relación PC/PE _

El Ch, a su vez, modifica la afinidad de la UDP-glucuroniltransferasa por los substratos e

incrementa la actividad de la enzima ( l l l,l l6).

Debido al aumento de fluidez de las membranas microsomales, producido por el Ch resulta

un aumento en la desaturación del ácido esteárico a ácido oleico y disminución de la conversión del

acido linoleico a ácido araquidónico y del ácido linolénico a ácidos eicosopentaenoico (20:5n-3) y

docosaenoico (22:6n-3). Ésto se debe al incremento en la actividad de las desaturasas A6, A5y A9,

que catalizan la formación de dobles enlaces en las posiciones A6, A5 y A9de los ácidos grasos

(1 ló).

Los efectos del Ch tanto sobre la UDP-glucuronil-transferasa y las desaturasas de acidos

grasos en microsomas hepáticos muestran cómo la dieta puede causar cambios tanto químicos

como fisicos en la membrana. que resulten en modificaciones específicas de las enzimas unidas a las

mismas. Algunos son debidos a alteraciones viscotrópicas, pero otros, pueden alterar la

composición de la fase lipídica en su totalidad y modificar el microambiente y propiedades de

ciertas proteínas unidas a la membrana (l l l,l 16).
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El Ch está involucrado con la modulación de una variedad de Funciones de la

membrana plasmática (l lO). Tambien se vió que afecta las fiJnciones de dos bombas iónicas la

de la Na. K' ATPasa y la de la Caz' ATPasa (97), el transporte de timina, glucosa. iones,

intercambio de ATP-ADP y captación de GABA (l lO).

La Na , K' ATPasa de membrana plasmática es la enzima responsable de bombear Na'

fiiera de la celula y K' dentro de la misma, contra sus respectivos gradientes de concentración.

Estas propiedades hacen que la enzima cumpla un rol central en numerosos procesos

celulares, incluyendo el sistema de cotransporte de Na" y la generación de potenciales

electricos a lo largo de la membrana plasmática (97).

Estudios sobre la actividad de la Na", K' ATPasa, mostraron inhibición de la actividad

por niveles altos de Ch en la membrana de en'trocitos humanos, eritrocitos de conejo,

eritrocitos de cobayo e hígado de rata (l l7).

Cuando existen niveles demasiado bajos de Ch en la membrana, éstos estimulan a la

enzima Na', K' ATPasa .

El efecto inhibiton'o es el resultado de los efectos fisicos generales del Ch sobre la

membrana, que conducen a una anisotropía en el orden de movilidad de la bicapa lipidica,

debido a la acción de la estructura n'gida de esterol sobre los componentes lipidicos de la

membrana (l lO).

El efecto estimulante se explica por la interacción directa esterol-proteína con un lado

(o lados) de la enzima, que proverian una especificidad estructural y el mecanismo para la

estimulación de la actividad de la misma.

Existe también la modulación de la actividad de enzimas asociadas a la bomba de

calcio. Bajo circunstancias especiales, el Ch es capaz de estimular la función de la bomba de

Ca', aunque no se sabe aún qué tipo de interacción existe entre la proteína correspondiente y

el Ch (l l8).

Otro ejemplo de proteina de membrana que requiere colesterol para su funcionamiento

apropiado, es el receptor de acetilcolina (l 19).

La unión de agonistas coline'rgicos a los dominios extracelulares del receptor de

acetilcolina, conduce a la formación de un canal de cationes dentro de la proteina. Éste es el

responsable de la iniciación de la despolarización postsináptica de la membrana (120).

Los fosfolípidos acidicos, como por ejemplo el ácido fosfatídico y cardiolipina, son

requeridos junto con el Ch para permitir un óptimo control del receptor. Por un lado, las
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alteraciones que el Ch produce sobre la fluidez de la membrana contribuyen a modular la

estructura y funcion del receptor de acetilcolina. Por otro lado. existe suficiente evidencia

experimental sugiriendo que el Ch interactúa directamente con la proteina del receptor (120).

El Ch desempeña un rol central en la biosintesis de las membranas y el crecimiento

celular. Existe evidencia que las células que requieren Ch (como las celulas de mamíferos) lo

necesitan para mantener la actividad de enzimas (como la Na', K' ATPasa o la proteinquinasa)

cmciales para el crecimiento y desarrollo de la célula _

La forma en que los requerimientos de Ch se ponen de manifiesto, es a través de

interacciones proteinas-colesterol, las cuales son mediadas por sitios especificos del Ch en las

proteinas sensibles al mismo (97).

5.3. Sistema de endomembranas

Los principales componentes del sistema de endomembranas, también denominado sistema

vacuolar, son: el reticulo endoplásmico, la envoltura nuclear y el aparato de Golgi (93).

-La membrana del reticulo endoplásmico

El reticulo endoplasmico (RE) comprende dos partes que se reconocen por la presencia de

n'bosomas ( RER: reticulo endoplásmico rugoso o granular) o su ausencia ( REL: reticulo

endoplásmico liso o agranular) (93).

En el higado el RER se distribuye en grupos de cisternas interpuestas entre otras regiones

que contienen REL y partículas de glucógeno (93).

La membrana del RE constituye más de la mitad del total de membranas de la célula. Se

piensa que ésta es una capa continua que engloba a un espacio interno llamado lumen o cisterna y

ocupa mas del lO % del total del volumen celular (96).

El lumen del RE está separado del citosol por una única membrana que media la

comunicación entre los dos compartimentos.

Como la membrana del RE se continúa en la membrana externa nuclear, el lumen del RE y

el inten'or del nucleo estan también separados por una única membrana (la membrana interna

nuclear). Por otro lado el lumen del RE y el Aparato de Golgi están separados por dos membranas

y el tráfico macromolecular intensivo entre ellos requiere vesículas de transporte (96). Fig. 16.
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Fig. 16

Dibujo esquemático dela membrana del RE
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La membrana del RE tiene de 50 a 60 Á de espesor y aunque es más delgada que la

membrana plasmática, también presenta la estructura de bicapa lipídica de la misma (93).

Aproximadamente el 70 % de la membrana está compuesto por proteínas y el 30 % por

lípidos; la mayor parte de los cuales son fosfolípidos( PC: 55%, PS: 3%, PE: 16-21%, SHP: 3%,

Pl: 8% ) y el resto colesterol, triglicéridos y ácidos grasos libres (12 l ).

Gran número de funciones han sido atribuidas al RE. Éste participa en el sostén mecánico

del citoplasma, posee propiedades osmóticas e intervienen en los intercambios intracelulares entre

la matriz y la cavidad interna (93).

Puede considerarse que la membrana del RE es muy dinámica y fluida a la temperatura del

cuerpo. La criofractura ha demostrado que los ribosomas unidos al RER son móviles y que este

movimiento depende de la fluidez de la membrana (93).

El RE desempeña un rol central en la biosintesis de macromoléculas utilizadas para la

construcción de organelas celulares ( lípidos, proteínas y carbohidratos complejos ) (96).

También contiene enzimas que realizan la biotransformación de compuestos exógenos

(¡21).
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El RE esta relacionado con otros componentes del citoplasma celular, pero

afortunadamente cuando las células o tejidos son homogeneizados, se fiagmenta en pequeñas

vesículas (aproximadamente lOOnm) llamadas microsomas. las cuales son relativamente fáciles de

pun'ficar (96)

Durante la homogenízacíon de la célula las cistemas del RE se rompen, pero

inmediatamente se resellan y mantienen intactas las relaciones topográficas entre las membranas , la

luz y los ribosomas (93). Las vesículas están topológicamente selladas de la misma forma que en el

RER. dejando la superficie citoplasmática facilmente accesible a los componentes que puedan

agregarse “in vitro" (96).

Los microsomas constituyen alrededor del 15-20 % de la masa total de la célula y contienen

50-60 % del ARN celular. Tienen un contenido elevado en lípidos, representado por fosfolipidos,

lípidos neutros. fosfatidilinositol, plasmalógenos y algunos gangliósídos (93).

-La membrana nuclear

La envoltura nuclear actúa como una importante barrera de la célula, permitiendo

niveles de regulación que no se encuentran en las células procan'otas (l26).

Fig.

La envoltura nuclear
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Puede ser considerada como una segunda barrera de permeabilidad que surgió durante

la evolucion. con el fin de regular los intercambios nucleo-citoplasma y de coordinar la acción

genetica con la actividad citoplasmatica (93).

La envoltura nuclear es una doble membrana (externa e interna) compuesta por dos

bicapas lipidicas separadas por un espacio perinuclear de aproximadamente 20 a 40 nm (96).

Fig. l7.
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La membrana o envoltura nuclear constituye una dependencia del sistema de

endomembranas citoplasmático. Ésto ha sido demostrado no sólo observando la continuidad

de estas dos envolturas en diversos puntos, sino también comparándolas en distintos estadios

de la actividad celular (93).

Por microscopía electrónica puede observarse a la membrana nuclear externa como

una continuidad de la membrana del RE y similarmente a la membrana del RER, la superficie

exterior posee n'bosomas (96).
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Ambas membranas nucleares (externa e interna) de aproximadamente 75 A de espesor,

se unen a intervalos frecuentes por un ensamble macromolecular (l25 MDa) llamado el

complejo del poro nuclear (Fig. ¡9 ) (96).

Éste permite que pequeñas moléculas (menores de 90 A) difundan pasivamente entre el

núcleo y el citoplasma. mientras que las macromoléculas (mayores de 250 A) son

transportadas bidireccionalmente en forma activa y selectiva (¡27). De esta manera el

complejo del poro nuclear actuaría como regulador de la entrada o salida de moléculas al

núcleo (126).

Esta región donde la membrana externa e interna se hacen continuas, probablemente

permite a los materiales solubles en lípidos disolverse en la membrana (lípidos y proteínas de

membrana) para fluir desde la membrana del RE donde son sintetizados hacia la membrana

nuclear interna (96).

El transporte núcleo-citoplasma ARN procede exclusivamente a través del complejo

del poro nuclear regulado por un conjunto de lípidos (100,128).

Si se modifica la composición lipídica de la membrana nuclear, tal que disminuya la

temperatura de transición, se producen cambios en la fluidez. A su vez, la formación de

agregaciones lípido-proteína, induce alteraciones en el complejo del poro nuclear,

transformándolo desde un estado relativamente "abierto" a uno relativamente "cerrado". Como

resultado se puede observar una abrupta disminución en el transporte de ARN (128).

La envoltura nuclear activamente metaboliza polifosfoinosítidos y este metabolismo

sen’aimportante en la regulación de la función de la membrana nuclear, la actividad NTPasa y

el flujo de ARN modulado por la NTPasa (100).

La membrana nuclear posee sitios de unión para esteroides y hormonas tiroideas, que

regulan la entrada de esas hormonas al núcleo. Por ejemplo: el número de sitios de unión para

la L-T; ( L-triiodotironina) depende del rnicroambiente lipídico (129,130).

La composición estnictural de la membrana está directamente asociada con el control y

la expresión de la actividad nuclear integrada a la función de la célula (100,129).

Las membranas nucleares externa e interna, no tienen mayor variación en su

composición. Aproximadamente el 90 % de las mismas corresponden a proteínas y lípidos y el

resto a carbohidratos y ARN no n'bosomal.

No existen diferencias significativas en la composición lipídica de la membrana nuclear

yel núcleo(l3l).
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Sin embargo, se han encontrado diferencias entre el nucleo y la membrana nuclear

respecto a la composición de SHP, LPC‘y PS+PI_ particularmente debido a variaciones en los

niveles de acidos grasos de longitud de cadena mayor o igual a 20 carbonos (131).

La presencia de fosfolípidos dentro del núcleo es importante debido a la capacidad de

los mismos de regular la función genética, estructura de los nucleosomas, sintesis de ARN y

activación de la a ADN polimerasa (130,132).

Los lípidos nucleares (como los fosfoinositoles) podrían producir un sistema de señales

intranucleares, afectando la actividad de la proteinquinasa c, la cual fosforila proteínas

nucleares especificas ( 130, l32).

La dieta puede inducir cambios en la composición de los ácidos grasos de la envoltura

nuclear y fosfolípidos intranucleares. Ésto se asocia con alteraciones en la fluidez de la

membrana nuclear y la interacción del ARN nuclear (l29, 132).

Además. la composición de los ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos

nucleares, podria modular la proliferación celular en las ce'lulas de mamíferos.

En las celulas proliferantes y núcleos de higado en regeneración, se observa un

incremento en los niveles de l8:l a expensas de 20:4 y 22:6, comúnmente asociados a los

grupos acilicos del C-2 de los fosfolípidos (l32).

En núcleos de células de hepatoma se encontraron alteraciones en la composición de

los ácidos grasos, sugiriendo que la desdiferenciación lipídica hallada en las membranas de

células tumorales se extenderia a la envoltura nuclear.

Existen diferencias en la composición y función de la envoltura nuclear genéticamente

determinados y que se reflejan como cambios en la expresión de la actividad nuclear en el

higado (100).

Los fosfolípidos no sólo forman parte de la membrana, sino también de la matn'z

nuclear, se concentran cerca del nucleolo y sirven de anclaje para el ADN durante la

replicación o están involucrados en el transporte de ARNm dentro del núcleo.

Se pudo observar que las células tumorales presentan cambios en la concentración de

SHP ( l33).

El análisis de los ácidos grasos confirma que los fosfolípidos asociados a la cromatina

difieren de los fosfolípidos totales del núcleo y en particular la SHP resulta ser bastante n'ca en

acidos grasos poliinsaturados ( l33).
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También se demostró la presencia de fosfolipidos y ARN en la cromatina no

condensada de nucleos de hepatocitos y celulas de eritroleucemia.

Durante la regeneración hepática, los fosfolípidos asociados a la cromatina son

sintetizados en paralelo con la síntesis de ADN, mientras ésto no sucede con los fosfolipidos

nucleares (133).

La composición de los fosfolípidos cambia en relación a los cambios en la expresión

genetica, como se ha demostrado durante el comienzo de la maduración de los hepatocitos,

especialmente en los primeros dias de vida. Se sugiere que los fosfolípidos son sintetizados en

los microsomas y luego son transferidos a la cromatina (133).

5.4. Regulación lipídica dela morfología y funciones de la membrana

La bicapa lipídica ejerce el control esencial de la permeabilidad de la célula (97).

Los fosfolípidos componentes de la membrana proveen una barrera firme para el transporte

de la mayoria de las moléculas celulares; gran parte de las cuales contienen uno o muchos grupos

polares que no pueden entrar efectivamente en el microambiente hidrofóbico de las cadenas

hidrocarbonadas que caracterizan al interior de la bicapa lipídica (134).

La perdida de la integridad de la bicapa haria que la célula sea libremente permeable a todos

los solutos y conducin'a a la muerte celular (97).

El funcionamiento de la membrana como agente que selectivamente transporta nutrientes,

iones inorgánicos y metabolitos intracelulares, desde un lado a otro de la membrana, depende

también de las distintas proteínas que caracterizan las membranas de la mayoría de las celulas.

Muchas de éstas actúan como bombas activas, movilizando moleculas contra los gradientes de

concentración (134).

La principal firnción de la membrana plasmática es la comunicación e intercambio entre

células. La mayoria de las células en un animal multicelular, no existen como entidades aisladas,

sino como un grupo de células relacionadas y especializadas para formar los tejidos. Regiones

determinadas de la membrana hacen contacto con otras células y permiten el intercambio de

metabolitos entre ellas.

Otra fimción de la membrana plasmática es la de reconocer las señales extracelulares.

Como ejemplo se tiene a las hormonas. Éstas, usualmente son transportadas por la sangre y actúan

sobre receptores específicos en la superficie o dentro de la célula blanco (121).
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Cambiando la saturación de las grasas en la dieta. pueden observarse diferencias

substanciales en la composición de los ácidos grasos de las membranas. No se observan cambios en

la composición de fosfolipidos o contenido de fosfolipidos y colesterol, pero si se altera la

composición de los ácidos grasos de la membrana. Estas modificaciones son suficientes para

producir pequeños cambios en la fluidez de la membrana ( l35).

La fluidez de una membrana tiene efectos significativos sobre sus fiinciones. Cuando ésta

aumenta, también lo hace su permeabilidad al agua y otras moléculas hidrófobas pequeñas. La

movilidad lateral de las proteinas integrales aumenta al mismo tiempo que la fluidez. Si el sitio

activo de una proteina integral involucrada en alguna función dada reside exclusivamente en sus

regiones hidrofilicas‘ el cambio de la fluidez lipidica probablemente tendrá un pequeño efecto sobre

la actividad de la proteina. Sin embargo, si la proteina interviene en una fiJnción de transporte en la

cual los componentes de transporte atraviesan la membrana. los cambios de la fase lipidica pueden

alterar de modo significativo la velocidad de transporte (92).

El receptor de insulina es un ejemplo excelente de fimción alterada con cambios de fluidez.

A medida que la concentración de acidos grasos insaturados en la membrana aumenta (por

proliferación de células cultivadas en un medio rico en tales moléculas), la fluidez también aumenta.

Ésto altera al receptor por lo que fija una cantidad mayor de insulina.

Un estado de fluidez y por lo tanto de movilidad, puede estar confinado a ciertas regiones

de la membrana bajo ciertas circunstancias. Por ejemplo, es posible que la interacción entre una

proteina y otra tenga lugar dentro del plano de la membrana, tal que las proteinas integrales formen

una matriz rigida, en contraposición a la situación más común en la que los lípidos actúan como la

matriz. En una misma membrana pueden existir tales regiones con matriz rígida de proteínas, lado a

lado, junto con las habituales de matriz lipidica (92).

AJ aumentar la poliinsaturación se afecta el transporte de colina. taurina gljcina, a amino

butirato y metatrexato. También se afecta la esterificación del Ch y la producción de

prostaglandinas.

Las células tumorales enriquecidas con ácidos grasos poliinsaturados, son más sensibles al

calor y a la citotoxicidad por adriamicina.

Tambien, cuando se enriquecen microsomas en ácido linoleico y araquidónico, se

incrementa la lipoperoxidación dependiente de NADPH, sugiriendo que el enriquecimiento con

ciertos ácidos poliinsaturados podria hacer a la célula más sensible al daño oxidativo (135).
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5.5. Aspectos estructurales y funcionales de los lípidos de la membrana durante la

hepatocarcinogénesis

Como ya se expuso anteriormente, la fluideL permeabilidad y estabilidad de la membrana,

como asi también las caracteristicas cinéticas y tennodinámicas de muchas enz'mas, son reguladas

por lípidos.

Existen numerosos estudios sobre las alteraciones lipidicas observadas en distintos tipos de

tumores, pero aún no ha podido aclararse la relación entre lípidos de membrana alterada y

neoplasia. Sin embargo se pudo encontrar, en algunos hepatomas, marcadas elevaciones en los

niveles de colesterol, disminución en la cantidad de fosfolípidos, aumento en la concentración de

ubiquinona y disminución en la de dolicol (108).

Las diferencias entre la composición lipidica de las membranas biológicas en el higado

preneoplásico y hepatomas, podrian tener implicaciones funcionales. Las células neoplásicas

tendrian una membrana con dramáticas diferencias en las propiedades fisicoquímicas, comparadas

con las nonnaies, mientras que las preneoplásicas parecerían compensar las consecuencias

funcionales debidas a cambios en un compartimento lipidico con cambios en otros (136).

Es evidente que estas diferencias entre composiciones de membrana entre el tejido normal y

uno canceroso, no necesariamente se refleja durante el proceso carcinogénico y por lo tanto no se

notan en las membranas de las células neoplásicas (108).

Comparando las distintas clases de fosfolípidos en membranas microsomales de nódulos

hepáticos, con la membrana de rnicrosomas normales, se observa un aumento en la cantidad de

fosfoinositol y una pequeña reducción en la cantidad de fosfatidilcolina.

La composición de los ácidos grasos de los fosfolípidos de distintas membranas nodulares,

también se ve alterada. Existe una reducción en los ácidos araquidónico (20:4) y esteárico (18:0) y

un incremento en cis-4,7, 10,13,16,l9-docohexaenoico (22:6) y paimitico (16:0) (136).

En carcinomas hepáticos de ratas se observó una reducción en la cantidad de PC y niveles

elevados de SHP.

En hepatomas humanos se encontraron bajos niveles de ácido araquidónico en la mayoria

de los fosfolípidos analizados (108).

Los fosfoinositidos e inositol fosfatos son intermediarios en la transducción de la señal de

un receptor de superficie celular a un sistema efector en el interior de la célula. En nódulos
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hepáticos la cantidad de fosfatidilinositol (precursor de la sintesis de los compuestos de inositol

polifosforilados) se encuentra incrementada.

La mayon'a de los tumores malignos investigados, incluyendo hepatomas, exhiben niveles

elevados de colesterol y esfingomielina. incremento de la saturación de los ácidos grasos, niveles de

dolicol disminuidos con una elongación de las cadenas poliisoprénicas y elevadas cantidades de

ubiquinona ( 108).

Los efectos fisicoquimicos observados en las membranas incluyen aumento de la

estabilidad y rigidez con disminución de la fluidez y permeabilidad. Los cambios en el contenido de

SHP podn'an incrementar la fi'agilidad osmótica e inhibin’an a proteínas intercambiadoras de

fosfolipidos y fosfolipasas.

El colesterol es requerido para el crecimiento y proliferación celular. Pudo observarse

acumulación y desregulación del mismo en membranas celulares tumorales y activación de la

colesterolgénesis en células proliferantes, incluyendo células tumorales (108).

La membranas de nódulos hepáticos exhiben cambios pequeños o nulos en la totalidad

del contenido de colesterol y fosfolípidos. El incremento en la saturación de los ácidos grasos

de los fosfolípidos conduciría al aumento de la estabilidad de la membrana, pero el incremento

en la cantidad de ubiquinona, particularmente en poliisoprenos largos, compensan'a este

efecto debido a su influencia sobre las propiedades fisicoquímicas de la membrana (108,136).

6. PEROXIDACIÓN DE LÍPIDOS

La peroxidación de lípidos o Lipoperoxidación (LP) ha sido reconocida desde la

antigüedad como un problema en el almacenamiento de grasas y aceites. Cambios

característicos asociados con el deterioro oxidativo de aceites vegetales y grasas animales,

incluyen el desarrollo de sabores y olores desagradables, como también cambios en el color,

viscosidad, gravedad específica y solubilidad (137).

Las reacciones de LP han sido ampliamente estudiadas por científicos en el area

alimentaria, en la de los polímeros y aún por curadores de museos, interesados en la

degradación oxidativa de pinturas valiosas.

Recien en la década del 1940, Fanner y col., establecieron los mecanismos por los

cuales los lípidos no saturados reaccionan con el Oz para producir peroxidación de los

mismos.
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Sin embargo, sólo desde 1950. la LP comenzó a ser relevante para la biologia y

medicina. siendo desde entonces investigadas extensivamente (l37).

Se vió por ejemplo. que la ruptura peroxidativa de los acidos grasos poliinsaturados

(PUFA) de la membrana. está involucrada en la patogénesis del daño hepático inducido por

muchos agentes quimicos. Tales daños tisulares son una consecuencia de la producción y

propagación de radicales libres (l38).

La LP también ha sido involucrada en las anemias hemolíticas y daño pulmonar

subsecuente a la exposición de sustancias químicas ambientales o medicamentos.

El proceso es iniciado por radicales libres y se acompaña con cambios fisiológicos y

patológicos. Los primeros incluyen eventos tales como síntesis de prostaglandinas y el proceso

de envejecimiento ( 138).

6.1. Mecanismo del proceso de Lipoperoxidación

Una de las pn'meras descripciones de las distintas etapas involucradas en la LP, fiJe

dada en ¡980 por Saussure, quien usó un simple manómetro de mercun'o para estudiar la

incorporación de O: en una capa de aceite de nogal sobre agua (137).

Actualmente se sabe que los PUFA son en particular suceptibles a la peroxidación y

que, una vez iniciado, el proceso prosigue como una reacción de radicales libres en cadena

(l37).

Fig. ¡8

Estructura de los PUFA
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Todos los PUFA comparten una estructura en común (139) (Fig. 18).

La remarcada suceptibilidad de los PUFA, es facilitada por la estabilización de un

radical libre adyacente a un grupo olefinico. El hidrógeno alílico es relativamente más
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fácilmente removido para producir un radical lipídico que reaccionará por adición con

moléculas de O: (138). produciendo la ruptura de la estructura del acido graso ([39).

La peroxidacion de los PUFA puede proceder por caminos autooxidativos no

en ’imaticos o a través de procesos enzimáticamente catalizados ( 140).

Básicamente se pueden identificar en el proceso de LP, tres etapas (141):

-Iniciación

-Propagacion

-Terminacion

Las reacciones representativas de cada una de estas etapas pueden visualizarse en la

siguiente Tabla 10(141).

Tabla 10

Etapas del proceso de Lipoperoxidación

a) Iniciación

LH + X. > L- + XH

X- radical libre reactivo

LH cadena dc PUFA dentro dc un lipido actuando como donor dc H.
L' radical lipídico

b) Propagación

L’+O: t
LOO°+ LH g LOOH + L'

LOO- radical lipoperoxilo (puede producir endopcróxidos)
LOOH hidroperóxido lipídico

c) Terminación

2 Loo- , LO + ‘03 + LOH

LOO- + L'° : LOOL'

2 L- = LL i

y otrascomhínagionqs .dc radiales. _l_¡_br9_s
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a) Iniciación

Iniciación es la reacción de abstracción de hidrógeno por parte de un radical libre

reactivo a una cadena de PUFA de un lípido‘ formando un radical lipídico (¡39).

Luego. el radical lipídico sufre un reordenamiento de configuración cis-cis a cis-trans,

dandole a la molécula mayor conjugación de los dobles enlaces ( l4 l ). (Fig. 19).

Fig. 19

lsomerización del radical lipídicomamam
Radical X' XH els-ets cia-trans
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Esto conduce a una mayor absorción en el espectro UV a 234 nm. Con posterioridad a

este ordenamiento comienza la etapa 02 dependiente (l4l ).

El paso que determina la velocidad del proceso de LP, es la abstracción de H de un

PUFA cis-cis. En los PUFA existen muchos H metilénicos capaces de sufrir abstracción. Por

ejemplo, el ácido araquidónico posee tres dobles sitios alílicos localizados en los carbonos 7,

l0 y l3. Las enzimas que catalizan la peroxidación de los PUFA ( por ejemplo la

lipooxigenasa) selectivamente abstrae un H activado de un grupo especifico del carbono

metilénico, para producir radicales lipoperoxilos. Ya sea el proceso enzimático o no, el

resultado es la interacción del radical lipoperoxilo con el 02 en los carbonos 5, 8, 9, l l, 12 o

lS, como es el caso del ácido araquidónico(l38).

La capacidad de estos radicales lipídicos de reaccionar con el 02 molecular a una

velocidad de difusión casi controlada, hace que el radical lipoperoxilo sea la especie radical

predominante durante la LP microsomal. Un mecanismo semejante se aplica a los otros PUFA

(138).
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b) Propagación

Durante esta etapa el radical lipídico (L°) reacciona con el 02 molecular. formando un

radical lipoperoxilo (LOO°) (¡39,141). (Fig. 20) .

Fig. 20

Formación de los radicales lipoperoxilo

Lipidico 02 (.0 . o -) Lipoperoxno

Este radical lipoperoxilo puede recombinarse entre si formando oxigeno singulete

('03). Tambien puede atacar a proteinas de la membrana o abstraer H de una cadena de

PUFA adyacente, para dar otro radical lipídico que propagará la cadena de reacción de la LP.

A su vez puede formar un hidroperóxido del lipido en cuestión (137, 141).

Los hidroperóxidos lipídicos son moleculas bastante estables, bajo condiciones

fisiológicas, pero su descomposición es catalizada por metales de transición y complejos de

metales (¡42).

El Fe (II) y el Fe (III) son catalizadores efectivos para la degradación de

hidroperóxidos, siendo más potente el primero.

Como complejos de metales se incluyen complejos de sales de Fe con quelatos de bajo

peso molecular, proteina con Fe no hémíco. hemo libre, hemoglobina y rnioglobina (142).

El complejo del metal reducido reacciona con el hidroperóxido lipídico para dar alcoin

radicales:

LOOH + Fe2'-com Iejo LO-+ [Fe(IV)=O]2'- complejo + H'p

LOO°+ Fe2'- complejo + H'
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La extension de la cadena de reacción depende de nuchos factores. Éstos incluyen la

relacion lípido/proteína en la membrana ( la oportunidad que tiene un radical de reaccionar con

una proteina de membrana aumenta con la concentración de la misma). la composición de

ácidos grasos y la concentracion de 03 ( 137).

También el ciclo propagativo aumenta con el grado de insaturación del lípido y está

limitado por la disponibilidad de los mismos. Las constantes de velocidad para la iniciación de

una reacción entre el radical libre y distintos ácidos grasos insaturados de l a 6 dobles enlaces,

aumenta en el orden de 0.025/1/2/4/6/8 (138).

La presencia de antioxidantes en la membrana (AH) interrumpe la cadena de reacción,

proveyendo un hidrógeno fácilmente removido por el radical lipoperoxilo:

AH+LOO-——> LOOH+A­

c) Terminación

Los radicales involucrados en el proceso de LP, se combinan entre sí dando un

producto no radical, que no es capaz de seguir con la propagación.

La reacción de terminación más significativa es la que cancela dos radicales peroxilo

( 14]).

6.2. Especies químicas iniciadoras de la LP

- uperóxido: 02’

Es generado en la biotransformación de ciertos xenobióticos por ciclo redox (143).

-Hidroxilo: OH­

El radical OH- tiene una capacidad fuertemente oxidante hacia virtualmente todas las

moléculas orgánicas.

-Radicales Peroxilo: ROO­
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Son probablemente las especies oxidantes derivadas de Oz presentes en mayor

concentración en los sistemas biológicos. Los ROO- se forman en numerosos procesos

catalizados por metales y en la activación metabólica del CCI; .

-Badicales alcoxilo_:RO­

Son generados por descomposición térmica de dialquilperóxidos, hiponitn'tos o por

reducción de ROOH catalizada por metales.

-Otros posibles iniciadores: NO°, N02, RS', 03, Fe}

Los iniciadores más investigados derivan de la reducción metabólica del 02 en sistemas

biológicos. Sin embargo, otras especies: dióxido de nitrógeno (N02), óxido nitroso (NO-),

peroxinitrito (NOO'), tioradicales (R80), ozono (03) y Fe‘i' libre (en ausencia de interacciones

con 03 o especies reducidas de 0;), también pueden iniciar procesos de LP (l43).

La LP puede iniciarse por radicales generados durante el metabolismo de distintos

xenobióticos, como los ejemplificados en la Tabla l l (139).

La irradiación de tejidos, células u organelas intracelulares. también produce radicales

libres que pueden iniciar la LP y desencadenar un daño celular (140).

Tabla ll

Distintas sustancias tóxicas que producen LP en los tejidos (especialmente en

hígado) de animales tratados.

Sustancias que producen LP patogenicamente relevante

Haloalcanos (CCL. CBTCI3,CHCh. l.2-djbromoetano. halotano). Haloalquenos ( tn'elina)

Paracctamol, Adriamicina y antibióticos similares, Etoxicumarina. Bromobcnceno

Alcohol alílico. Etanol (especialmente por intoxicación crónica)

Fc} (cn hcpatocitos aislados). Hidropcróxido dc cumcno (en hcpatocitos aislados)

Sustancias que producen un aumento en la LP, pero son aún discutidas como
patogénicamente relevantes.

Tcrt-butil-hidroperóxido. Vanadato de sodio, Acido orótico (altas concentraciones en la
dicta)

Sustancias que aumentan la LP, consideradas no patogénicamente relevantes, pero
sí secundarias a la muerte celular u otros mecanismos.

Menadiona. Paraquat. Diquat. Dictilmaleato, lodoacetanuda, Cu, Cd. o Hg in vitro
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6.3. Compuestos formados durante el proceso de LP

En figura (Fig: l ) se resumen los productos que pueden fomiarse durante el proceso de LP

( l42)‘

Fig. 21
Compuestos formados durante la lipoperoxidación

[- hidroperóxidoslipidicos—'1
endoperóxidos ciclicos

complejo Fe (II) complejo Fe(lll)
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l J

- Amplifican el daño, iniciando nuevos ciclos de LP
- Formación de:

Alcanos

Alquenos
Alcanales

Alquenales
4-Hidroxialquenales

Por ruptura de uniones carbono durante las reacciones de LP se pueden formar :

. Alcanales como Malondialdehido (MDA). el cual puede interactuar con grupos tioles de

proteínas, producir entrecruzamiento con aminoácidos, lípidos y proteínas, dar cromolipidos y

agregados de proteinas ( 142).

. Alquenales como el 4-hidroxinonena] (144), el cual es muy activo bilógicamente, inhibe la

agregación de plaquetas activando la adenilatociclasa y es substrato de la glutation transferasa.

. Alcanos como el pentano, como punto final de la oxidación de ácido linoleico y ácido

araquidónico o etano a partir del acido linolénico (142).

Luego de la peroxidación de ácidos grasos de la familia de los n-ó (linoleico, y-linolénico, y

araquidónico) y n-3 (a-linolénico y docosahexaenoico) los hidroperóxidos correpondientes,

relativamente inestables, pueden sufrir escisíones, fisiones, rearreglos y reacciones de oxidación a

productos carbonilicos más estables. Estos productos incluyen : n-alcanales. Z-alquenales, 2,4­

alcadienales, alcatrienales, a-hidroxialdehídos, hidroperoxialdehidos, 4-hidroxialquenales. 4­
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hidroxiperoxialquenales. MDA. u-dicarbonilos. cetonas saturadas y no saturadas, alcanos y

alquenos (145). En la siguiente tabla (Tabla 12) se citan los compuestos carbonilicos mas

importantes identificados luego de producida la LP en microsomas hepáticos de rata (146):

Tabla ¡2

Compuestos carbonílicos más importantes formados durante la LP

4-hidroxi-alquenales 2_a¡quena¡es n-a]quena|es otros

4-hidroxihexenal acrolema propana] hidroxioctanal

4-hidroxinonenal pentena] butana} MDA

4-hidroxi-2. 5- hexena] peruana] 2,4-heptadienal
nonadienaJ

4,5-dihidroxidecenal heptena] hexam] 2,4.decadienal

octenal nonanal butanona

nonenal

Algunos autores consideran que las reacciones de estos hidroxialdehidos con los

componentes celulares son Ia causa fundamental del daño producido por el proceso de LP

(14].147).

En la Fig. 22 _se muestra un esquema de la formación de pentano y MDA a partir de ácido

araquidónico ( 14 l ).
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Fig. 22

Formación de MDA y penlano a partir del ácido araquidónico
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6.4. Consecuencias dela peroxidación de lípidos

Siendo los PUFA componentes críticos de lu membranas biológicas y factores

detemu'nantes de muchas de sus propiedades. la peroxidacíon de lípidos tiene consecuencias graves

para ellas. Se pudo ven'ficar que a raíz de la peroxidación de la membrana, se aumenta la

permeabilidad de los iones. se produce su ruptura y por lo tanto, pérdida del contenido de la
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organela o célula involucrada. Además de estas alteraciones estructurales se producen cambios

bioquímicos profimdos ( 138,148).

En microsomas se puede obser\ ,r, fragmentación de la membrana, despegue de los

n'bosomas, cambio de turbidez, disminucron de la sintesis proteica, disminución de las actividades

de la glucosa-ó-fosfatasa y la UDP-ó-glucuroniltransferasa y destmcción del cit P450 (138,148).

La LP en mitocondrias produce hinchazón de las mismas, desacople de la fosforilación

oxidativa, perdida de potasio y calcio y en los casos extremos lisis de la organela.

El daño en las membranas lisosomales puede conducir a lisis de la organela, con liberación

de enzimas hidrolíticas degradativas y con graves consecuencias para la célula (138,148).

En la membrana plasmática la LP aumenta la permeabilidad de potasio y calcio y disminuye

su capacidad para el transporte de timidina.

Debido a los procesos de LP, se producen una serie de alteraciones estmcturales y

bioquímicas profiindas en la célula que pueden llevarla a su muerte. El mecanismo por el cual se

producen estas alteraciones, aún no está totalmente esclarecido. Una parte del efecto se deberia a

las perturbaciones que se generan en la membrana. Éstas incluirían varios procesos como por

ejemplo: reacciones de terminación entre componentes lípido-lípido, lípido-proteína, alcoxilos de

lípidos, peroxilos de lípidos, etc., lo cual daria lugar a uniones covalentes entre ellos que cambiarian

el orden de la membrana.

También los radicales libres provenientes de los PUFA, pueden abstraer hidrógenos de

proteínas vecinas de la propia membrana o de sus grupos sulfidn'licos (-SH), generando por

ejemplo, puentes disulfuros (-S-S-) y uniones lípido-proteína o, proteína-proteína con graves

consecuencias potenciales ( 138,148).

Los productos de cadena corta también pueden ejercer sus efectos tanto en la membrana

peróxidada como en otro lugar de la célula (139).

El MDA es un aldehido bifiincional que puede interactuar con dos grupos amino dando

bases de Shiff. Estas reacciones de entrecruzamiento de proteínas producen la inactivación de

enz'mas y forma agregados fluorescentes de alto peso molecular como lipofucsina o los llamados

pigmentos de la edad (138,139).

El MDA también puede producir entrecmzamiento con grupos amino de la

fosfatidiletanolamina (PE), con otra molécula de PE, fosfatidilserina o proteína, perturbando otra

vez la estuctura de la membrana. Otra reacción que puede sufrir el MDA es con el ADN, dando
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productos fluorescentes. Las bases de Schifl‘ fluorescentes producidas por el entrecmzamiento

entre el MDA con moleculas biológicas sirven como medida de la LP (139).

Los radicales libres altamente reactivos reaccionan con su microambiente lipídico iniciando

procesos de LP

Productos secundarios a tales eventos peroxidativos con un radical lipoperoxilo o un

hidroperóxido lipídico. podrian difundir en el plano de la membrana para reaccionar mas allá del

lugar de su formación. ampliando asi las lesiones bioquímicas ( l 37).

Estos procesos no sólo afectan la estructura e integridad de la membrana (fluidez y

permeabilidad). sino también pueden dañar las funciones celulares. Por ejemplo: alquenales,

alcanales e hidroperóxidos lipidicos podrian sufrir reacciones degradativas y ser metabolizados

rapidamente. algunos de ellos (como hidroperóxidos de bajo peso molecular y aldehídos como el 4­

hidroxinonenal). pueden escapar de la membrana causando disturbios a distancia (137).

Para explicar las reacciones a distancia se postuló que los hidroxialdehidos producidos

durante la LP ( Por ejemplo: 4-hidroxi-2-nonenal) pueden migrar del sitio de producción a otras

partes de la célula y alli ejercer su acción ( 139, l4l )_

Esta hipótesis se basa en que se detectó su presencia. se estableció su capacidad para

reaccionar covalentemente con componentes celulares y que varios efectos que ellos producen

sobre las enz'mas, imitan a los observados durante la LP (139).

Los 4-hidroxialquenales son aldehídos bastante solubles en agua y suficientemente poco

reactivos para escapar de los sitios de producción y alcanzar otras regiones en la célula o también

para ser liberados a los fluidos circundantes de la célula.

Como reaccionan facilmente con grupos -SH y -NH2 , pueden formar aductos con

proteinas. Tales aductos no son completamente estables y los aldehídos están, por lo tanto,

protegidos de muchas enzimas que podrian atacarlos y destruirlos (146).

El 4-hidroxinonenal y aldehídos relacionados exhiben un amplio número de efectos

patológicos que incluyen: inhibición de la glucosa-ó-fosfatasa, lisis de eritrocitos, deterioro del cit

P450 y aminopin'na demetilasa, inhibición de la sintesis de proteínas, ADN y ARN .

Los hepatocitos aislados pueden detoxificar rápidamente bajas concentraciones del

aldehído, mientras que las altas conducen a la deplexión del glutation y subsiguiente muerte celular

y liberación de enu'mas celulares ( l49).
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Otros subproductos del proceso de LP son los etil o pentil radicales y/o sus radicales

oxidados. Éstos podrian. a su vez, reaccionar con otros PUFA, para producir radicales lipidicos,

desencadenando. por LP. daño a otros componentes celulares ( l 38).

Como conclusion. un compuesto que originalmente produce un radical podria producir una

secuencia ,.- eventos tardios que perturben a la célula. a su membrana y en algunas instancias. a su

dominio extracelular ( ¡37).

6.5.. Rol biológico de la lipoperoxidación

La destrucción de la ce'lula y los tejidos, mediada por radicales o no, puede a menudo

conducir a mas procesos de LP debido a la salida de antioxidantes de la célula o a liberación de los

iones metálicos de su sitio de almacenamiento y de hidrólisis enzimática de metaloproteinas (por

ejemplo: lisosomas dañados) ( 137,142).

La estimulación de la LP como una consecuencia del daño tisular puede contribuir al

empeoramiento de la injuria (137).

Por ejemplo, el 4-hidroxinonenal disturba las comunicaciones "gap" entre las células

endoteliales cultivadas e induce muchos efectos genotóxicos tanto en hepatocitos como en

linfocitos.

Las modificaciones "in vivo" de las proteínas de baja densidad por ciertos productos de la

LP ( 4-hidroxinonenal y MDA) las hace más aterogénicas y causan la formación de células "foam".

Por medio de tecnicas inmunológicas, en lesiones ateroescleróticas, se pudo detectar la

presencia de proteínas modificadas por el 4-hidroxinonenal y MDA, conduciendo a un crecimiento

de la lesión ( 137,142,150).

En daños traumáticos al cerebro y columna vertebral, existe evidencia que los iones de Fe

se liberan al área circundante y catalizan las reacciones mediadas por radicales libres, empeorándose

el daño. Es probable que en algunas enfermedades el incremento en la velocidad de reacciones

inducidas por radicales libres, como resultado del daño tisular, no contribuya significativamente a la

patología de la enfermedad.

Cada propuesta, ya sea que los radicales libres en general o la LP en particular, contribuyan

significativamente a la patología de una detenninada enfermedad, debe ser evaluada

cuidadosamente. Ésto, obviamente, requiere la metodologia apropiada para medir estos procesos

en las celulas. tejidos y organismo en su totalidad (137).
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Se conidera que la LP representa un rol pasivo y un rol activo en el daño inducido por

radicales libres. O sea que por un lado, la LP es consecuencia de una destrucción acumulativa de

lípidos que produce el deterioro de las membranas y organelas y por otro lado los productos

generados en los procesos de LP son directamente dañinos para la célula.

L'na sen'e de estudios en lipooxigenasa de reticulocitos y en la maduración de reticulocitos,

indican que la aparentemente regulada peroxidación de lípidos de membrana, resulta en una

extensiva descomposición de las membranas de las organelas, sin evidencia de muerte celular.

Tambien se considera a la LP como una función bioquímica intn'nseca, como en la

generación de prostaglandinas, donde los procesos de LP normalmente desempeñan un rol esencial

y no citotóxico ( 138).

Sin embargo, estas circunstancias descriptas no se pueden aplicar cuando la LP tiene lugar

vía reacciones de radicales libres en cadena, no controladas, particularmente cuando la capacidad

antioxidante de la célula u organelas es excedida. Bajo estas condiciones los productos de LP

podn'an contribuir a la cascada citotóxíca. Estas reacciones tóxicas abarcan desde la genotoxicidad

a eventos inflamatorios asociados con daño celular y reparación (l38).

La formación de lipoperóxídos parece estar asociada y podría ser necesaria para el proceso

de inflamación. Los productos derivados de la cíclooxígenasa y lipooxígenasa sirven como potentes

factores vasoactivos y quimiotácticos. Sin embargo, productos de naturaleza no leucotn'eno o

prostaglandina, también muestran reacciones biológicas semejantes (l38).

La LP de la membrana en el sitio del daño podría conducir a la liberación de fragmentos de

lipoperoxilos de los fosfolípidos de membranas.

Las fosfolipasas hídrolizan a los lípidos oxídados rápidamente en una variedad de sistemas

de membrana. Es posible que esta actividad preferencial contra los fosfolípidos de membrana

oxidados o dañados, esté relacionada con un mecanismo general de recambio de membrana y

podna ser un componente importante para mantener la fimcionalidad de la membrana intacta (138).

En membranas sujetas a bajos niveles de LP, esta ñmción de las fosfolipasas, podría

minimizar la propagación de la reacción de radicales en cadena, por medio de la ruptura de las

especies que se propagan en la membrana. Por otro lado, las membranas que sufren una extensiva

LP, podn'an rápidamente degradarse por una fosfolípasa endógena activa cuya acción hídrolítica

excede la reacilacíón y otros sistemas de sintesis de fosfolípidos (138).

La homeostasis celular es dependiente de la estructura e integridad funcional de la bicapa

lipídica de la membrana celular. Los procesos que dañen la membrana pueden interferir con la
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transducción de la señal, reconocimiento y transporte molecular, mantenimiento del potencial de

membrana o metabolismo celular y por lo tanto, pueden iniciar potencialmente una enfermedad. La

lipoperoxidación es el mayor contribuyente del daño a las membranas celulares y ha sido implicado

como causa y efecto de una amplia variedad de procesos patológicos (143).

6.6. Defensas antioxidantes

La existencia de especies reactivas de oxigeno es un atributo de la vida aeróbica normal. El

desarrollo de las células en un ambiente conteniendo 02 no seria posible sin la presencia de sistemas

de defensa que incluyen poderosas enn'mas y componentes antioxidantes no enzimáticos. La vida

aerobia esta caracterizada por una formación estable de prooxidantes, balanceada con una

velocidad similar de su consumo por antioxidantes (151).

Para mantener la homeostasis se requiere una continua regeneración de la capacidad

antioxidante. Si ésto no sucede se acumula el daño oxidativo produciéndose eventos

patofisiológicos), conocidos como "estrés oxidativo" (151,152).

Estos daños afectan'an todos los tipos de moléculas biológicas incluyendo ADN, lípidos,

proteinas y carbohidratos. Por lo tanto el estrés oxidativo estaria involucrado en procesos como

mutagénesis, carcinogénesis, daños en membranas, lipoperoxidación, oxidación de proteinas,

fragmentación y daño en carbohidratos. La protección de estos efectos dañinos puede ser la

prevención, intercepción y reparación (152).

En situaciones normales, la célula tiene mecanismos de defensa antiradicales adecuadas, ya

sea sintetizadas "in vivo" o incorporadas en la dieta.

Los antioxidantes sintetizados en el organismo incluyen proteínas, enzimas, proteínas que

se unen con metales de transición y los generados durante el metabolismo de otras moleculas

(bilirrubina y uratos).

Sólo el nivel de vitaminas antioxidantes, ascorbato, tocoferol, caroteno y licopeno, pueden

controlarse a través de la dieta (142).

En general todos los antioxidantes intracelulares son sistemas que remueven las especies

reactivas de 02, mientras que los extracelulares son los que adicionalmente sirven para mantener

bajo control las funciones catalizadas por metales de transición.
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Cualquier situación que incremente el “tumover” del ciclo del antioxidante, aumente el

estres oxidativo o modifique las defensas antiradicales, pueden conducir a la progresión del daño.

tanto en la membrana celular como en la celula en su integridad (¡42).

El sistema de defensas antioxidantes. tradicionalmente se diferencia en "defensas primanas"

y "defensas secundan'as". para designar la acción depurativa de los antioxidantes (73).

Las defensas pn'man'as incluyen :

- Compuestos antioxidantes como vitamina E, A y C

Glutation, licopeno, ácido unco

- Proteinas que se unen y/o influyen sobre la liberación de iones metálicos: transfern'na,

fern'tina, ceruloplasmina, haptoglobina hemopexina y metalotioneina.

- Antioxidantes atrapadortes de enzimas como: Superóxido dismutasa. catalasa. glutation

peroxidasa

Las defensas secundarias incluyen:

- Enzimas lipolíticas, fosfolipasas

- Enzimas proteolíticas, proteasas, peptidasas

- Enzimas reparadoras de ADN, endonucleasas, exonucleasas y ligasas

Existe también un factor de protección estructural que actúa proveyendo soporte de

ordenamiento o compartimentalización a reacciones de óxido-reducción que, de otra manera.

irremediablemente conducin'a a la LP (141).

Por ejemplo: la doble capa lipídica de las membranas biológicas, con los PUFA orientados

hacia el interior, dificulta la exposición de los mismos al 022 o al (Fe02)2‘ que no son liposolubles.

Las proteínas integrales de la membrana intenumpen o atacan los procesos de LP que

hayan iniciado los radicales libres al interceptar su difusión lateral.

Otro ejemplo es el soporte a reacciones de óxido-reducción que ocurren secuencialmente,

como el caso de la cadena respiratoria mitocondrial, donde el 02 completa su reducción a HZOsin

que los productos de los pasos intermedios se pierdan en el medio.

La compartimentalización de reacciones potencialmente problemáticas se logra conteniendo

en el mismo espacio defensas especificas contra los agentes dañinos (141).
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El analisis de los acidos grasos se realiza luego de la extracción e hidrólisis de los lípidos de

membrana (debe tenerse cuidado de exitar daño oxidativo durante el manipuleo de los extractos).

den'x'atización (generalmente a metilesteres) y analisis por CGL con detector de llama (FID) o

HPLC cl .etector L'\' de fluorescencia(l38.l42,154).

Estos metodos no resultaron muy populares, por ser laboriosos y con cambios cuantitativos

pequeños que pueden ser particularmente enmascarados "in vivo". por efectos sistémicos del

agente tóxico administrado debido a un influjo local de PUFA o cambios en el metabolismo de los

mismos (138.140).

- Determinación de malondialdehído (MDA)

El MDA representa un producto común de descomposición de los hidroperóxidos lipídicos

den'vados de los PUFA de un lípido. También puede provenir de la hidrólisis de pentosas,

desoxiribosa. hexosas, algunos aminoácidos y ADN.

Frecuentemente el MDA se determina por el test del ácido barbitúrico (TBA) (145).

En este test una molécula de MDA reacciona estequeométn'camente con dos moléculas de

TBA formando un aducto cuya estructura se muestra en la Fig. 23 (154).

El aducto formado, exhibe un fuerte máximo de absorción a 532-535 nm y un máximo débil

secundario a 245 y 305 nm. El cromóforo de color rosado puede ser detectado

espectrofotometricamente y tiene un coeficiente de absorbitividad molar entre 149.000 y 156.000

Imol‘lcm" ( ¡40‘145‘154).

El aducto también exhibe fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 5l5-532

nm y una de emisión de 553 nm y es extraido facilmente con butanol (140,141, 145,154).

El rendimiento en MDA del proceso de LP, es muy pequeño y si la determinación sólo

midiera el WA libre, no sería sensible. Esta técnica debe su sensibilidad al MDA que se produce

durante la misma detemtinación, a partir de peróxidos de lípidos que se degradan por calentamiento

en el medio ácido de la determinación y en presencia de trazas de Fe inevitables en los reactivos

habituales ( 138).
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El analisis de los acidos grasos se realiza luego de la extracción e hidrólisis de los lípidos de

membrana (debe tenerse cuidado de evitar daño oxidativo durante el manipuleo de los extractos).

den'vatizacion (generalmente a metilesteres) y análisis por CGL con detector de llama (FID) o

HPLC ct .etector L'\' de fluorescencia(88.142.154).

Estos metodos no resultaron muy populares, por ser labonosos y con cambios cuantitativos

pequeños que pueden ser particularmente enmascarados "in vivo", por efectos sistémicos del

agente tóxico administrado debido a un influjo local de PUFA o cambios en el metabolismo de los

mismos (138140),

- Determinación de malondialdehído (MDA)

El MDA representa un producto común de descomposición de los hidroperóxidos lipídicos

derivados de los PUFA de un lípido. También puede provenir de la hidrólisis de pentosas,

desoxiribosa. hexosas, algunos aminoácidos y ADN.

Frecuentemente el MDA se detemtina por el test del ácido barbitúrico (TBA) (145).

En este test una molécula de MDA reacciona estequeome'tn'camente con dos moléculas de

TBA, formando un aducto cuya estructura se muestra en la Fig. 23 ( l 54).

El aducto formado, exhibe un fuerte máximo de absorción a 532-535 nm y un máximo débil

secundan'o a 245 y 305 nm. El cromóforo de color rosado puede ser detectado

espectrofotometncamente y tiene un coeficiente de absorbitividad molar entre ¡49.000 y ¡56.000

Imol"cm"(¡401451541

El aducto también exhibe fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 515-532

nm y una de emisión de 553 nm y es extraido facilmente con butanol (¡40, 14] , 145, 154).

El rendimiento en MDA del proceso de LP, es muy pequeño y si la determinación sólo

midiera el MDA libre, no sería sensible. Esta técnica debe su sensibilidad al MDA que se produce

durante la misma detemtinación, a partir de peróxidos de lípidos que se degradan por calentamiento

en el medio ácido de la determinación y en presencia de trazas de Fe inevitables en los reactivos

habituales (138).
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Fig. 23

Reacción del MDA con el ácido tiobarbitúrico (TBA)
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Existe una amplia variedad de especies químicas que pueden reaccionar con el test del TBA

interfiriendo en el ensayo «aldehidos saturados y no saturados, pirimidinas sustituidas. sulfadiaa'nas,

bilinubina. sacarosa. finctosa. glucosa. desoxiribosa y ácido N-acetilneuraminico). Los glóbulos

rojos hemolizados. también pueden causar un aumento aparente en los niveles de MDA sérico

(138,140,145).

Los alcanales saturados reaccionan con el TBA bajo las condiciones normales del ensayo,

para producir un producto aman'llo y pigmentos rojos con una absorción débil a 455-532 nm; por

lo tanto, su contribución al total es pequeña ( l45).

Los aldehidos insaturados producen aductos con cromóforos de un color naranja

prominente; éstos absorben fiiertemente a 495 nm y en menor grado a 525-535 nm (145).

Sin embargo, en presencia de azúcares, los aldehidos no saturados reaccionan con el TBA

para dar un aducto con una secuencia de absorción máxima de 532 > 500 > 445 nm (138,140,145).

Las mediciones directas realizadas con técnicas de HPLC confirmaron que la absorbancia

de 532 nm es debida al MDA (145).

El ensayo del TBA es mas sensible para detectar LP cuando están presentes sales ferrosas,

ya que el Fe reducido ‘uede acelerar la descomposición de los hidroperóxidos (¡38).

Los azúcares y hemoproteinas en presencia de metales de transición afectan firertemente la

reacción con TBA. La adición de antioxidantes como BHT (2,6-diterbutil-p-cresol) 0.01 % ,

disminuye la autooxidación de lípidos catalizada por los metales de transición (l45).
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Disminuyendo la temperatura de reacción en el paso del calentamiento a 8O'AC.se reduce la

interferencia debido a la sacarosa presente en el buffer.

Las determinaciones realizadas por el test del TBA. en sobrenadantes libres de proteínas,

luego de la precipitación ácida tienen muy buena correlación con las realizadas por HPLC.

La reactixidad del TBA es un reflejo de la cantidad de MDA, aldehidos B-insaturados,

peróxidos ciclicos y contaminantes presentes en la muestra.

La absorbancia espurea a 532 nm debida a la formación de aductos de TBA con

compuestos distintos al MDA puede evitarse con métodos que aislan y cuantifican al MDA como

complejo del TBA, utilizando HPLC (fase reversa, cromatografía de exclusión. determinación de

aductos del MDA con proteínas, determinación del anión del MDA) (145). Las técnicas de HPLC

permiten aumentar la especificidad y la sensibilidad de la medición (¡55).

Existen muchos compuestos como por ejemplo: 4,4 sulfonildianilina. etil p-aminobenzoato,

ácido p-aminobenzoico y 4 aminoacetofenona, que reaccionan con el MDA para dar complejos que

pueden ser medidos espectrofluorométricamente, los cuales también presentan caracteristicas de

excitación de fluorescencia y un máximo de absorción a 532 y 533 nm respectivamente. Sin

embargo, los métodos fluon'métricos no fueron utilizados ampliamente para la determinación de

MDA en muestras biológicas, debido a la presencia de compuestos fluorescentes naturales o a la

formación de otros aductos fluorescentes no derivados del MDA (140).

Los ácidos grasos como el linoleico, que tienen menos de tres dobles enlaces, no producen

reacción positiva con TBA( 138). Se ha demostrado que el MDA formado en los tejidos incubados

proviene principalmente de los ácidos grasos altamente insaturados como el ácido

eicosopentaenoico (20:5) y docosahexaenoico (22:6) (156).

En sistemas lipidicos con bajos niveles de PUFA, la falta de detección de MDA podría ser

erróneamente correlacionada con una ausencia de peroxidacíón (138).

7. CARCINOGÉNESIS

El proceso de carcinogénesis resulta del crecimiento anormal de una célula que hace que

escape de los mecanismos regulatorios normales de la división celular. Esta célula se dividirá a

mayor velocidad que las células adyacentes y formará un tumor (clon localizado de células

idénticas) (157).
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El tumor puede seguir creciendo y ejercer presión sobre el tejido o invadir tejidos

adyacentes. Competira por los nutrientes y perturbara la integridad fimcional del tejido en el cual

esta creciendo. Adema. vueden desprenderse fragmentos del tumor y trasladarse (via el sistema

circulatorio) a otras partes del organismo. Estos fragmentos podrian sembrar nuevos clones. Éste

es el proceso de metástasis, que significa malignidad y es uno de los problemas más insidiosos del

cancer(157).

El largo pen'odo de latencia de la iniciación del cáncer (años en roedores y decadas en

humanos) es el mayor problema que se presenta en la evaluación de los peligros toxicológicos y

n'esgo de exposición ( l 58).

El proceso de carcinogenesis puede ser inducido en el organismo por una variedad de

agentes que son generalmente de naturaleza química o fisica y pueden ser agrupados relativamente,

en cuatro categon’as distintas: quimicos, fisicos, biológicos y genéticos. (Tabla 14) (159).

Tabla ¡4

Clasificación general de los agentes etiológicos del cáncer

Clase Ejemplos

Quimicos hidroc. policíclicos, aminas aromáticas, haluros,

hormonas, metales, polímeros

Radiaciones lonizantes (X, y, particulas), radiación UV

Biológicos virus (papova, herpes, retrovirus, etc.)

Genéticos Transgénesis por incremento de estructuras
promotor-oncogen.

La carcinogénesis también puede ocum'r espontáneamente sin la intervención de un agente

exógeno ( 159).

Desde las observaciones realizadas en el siglo XVIII sobre la carcinogenicidad nasal del

polvo de tabaco y el cancer de escroto en los deshollinadores, los productos químicos han sido

reconocidos como los factores etiológicos más importantes en la carcinogénesis humana (160).

En la decada del 60 comenzó el desarrollo explosivo de los estudios epidemiológicos. Se

efectuaron gran cantidad de estudios sobre la variación geográfica del cáncer, incidencia en las

poblaciones a lo largo del tiempo y en relación a exposición a diferentes sustancias químicas o

fannacos, tareas, alimentos, contaminación o hábitos (fimtar, beber,etc.) (158).
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En muchos casos especificos existe evidencia de que el lugar de trabajo incide sobre el

riesgo de padecer cáncer Como ejemplo se tiene:

- Relación entre exposicion a ciertas aminas aromáticas (bencidina. 2-naflilamina, 4­
aminobifenilo) y cancer de vejiga.

- Exposiciones industriales de agentes alquilantes (bisclorometiléter y biscloroetilsulfiiro) y
ciertas sustancias inorgánicas (cromo, níquel, asbestos) asociadas con alto riesgo de
desarrollo de cánceres respiratorios (lól ).

- Exposición a alquitranes de la hulla brea, parafina y aceites minerales, relacionada con
tumores en piel, escroto, labio. laringe y pulmón .

- Exposicion ocupacional a benceno e incidencia de leucemia aguda no linfocitica .

- Exposición a cloruro de vinilo y cáncer de hígado, cerebro y pulmón (162).

También el uso de ciertos productos medicinales puede aumentar la incidencia de cáncer.

Por ejemplo en úteros con exposición a dosis masivas de dietilestibestrol, existe una mayor

incidencia de carcinomas vaginales.

El uso de compuestos arsenicales para el tratamiento de la psoriasis, se relacionó con

cáncer de piel en zonas del cuerpo no expuestas al sol (163).

La mayor parte de los cánceres humanos tienen origen en la exposición a productos

químicos presentes en el medio ambiente humano y sólo una minoria de ellos se deberia a otros

factores como radiaciones o virus y en algunos casos, tanto virus como productos químicos

desempeñarian roles complementarios (158, 164).

Se ha podido establecer fehacientemente la carcinogenicidad para el hombre de sólo unas

pocas sustancias pero a su vez otras a las que e'lse halla potencialmente expuesto también revelaron

ser carcinogénicas en animales de experimentación. En el caso de estas últimas, la carcinogenicidad

para el hombre es altamente probable. No son muchas las sustancias que por su ubicuidad, potencia

carcinogénica y cantidad encontrada en el medio ambiente y asociadas a determinados cánceres

humanos, puedan explicar los cánceres que más victimas cobran a la humanidad. Se destacan entre

esos candidatos los hidrocarburos policiclicos, la aflatoxina B1, los productos de pirólisis de

aminoácidos y las nitrosaminas (163- l69).

Algunos de estos tipos de carcinógenos son capaces de producir cáncer en condiciones

adecuadas de experimentación después de una única exposición. Estas sustancias que son capaces
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de producir cancer en alta incidencia despues de una sola exposición o que lo hacen luego de

muchas pero en cantidades muy pequeñas. se denominan carcinógenos fuertes.

Aquellos que requieren una exposicion repetida o permanente a cantidades importantes del

carcinógeno o que conducen a baja incidenciade cáncer se consideran carcinógenos débiles.

Existe una gran van'edad de tipos y localizaciones de los cánceres humanos. Por ejemplo la

aflatoxina B1 es un carcinógeno hepático. los productos de pirólisis de aminoácidos producen

cancer en higado e intestino, los hidrocarburos policíclicos en piel, pulmon y solo raramente en

otras localizaciones. Solamente las nitrosaminas y otros compuestos N-nitrosados. pueden generar

cánceres en practicamente todos los órganos, evidenciado en todas las especies animales ensayadas

(l58, ¡69).

Muchos carcinógenos (especialmente los más relevantes y potentes) requieren un proceso

de biotransfonnacion para poder reaccionar con los componentes celulares que finalmente llevan a

la carcinogenesis. Los carcinógenos que no requieren biotransfonnación previa para actuar se

llaman carcinógenos directos y los que si la requieren se llaman carcinógenos indirectos ( 169).

En la Tabla 15 se pueden apreciar ejemplos de los distintos tipos de carcinógenos.

Tabla l5

Ejemplos de carcinógenos directos e indirectos

Carc.Directos Cachndirectos

3-metilcolantreno

benzo-a-pireno
B-propiolactona
sulfato de metilo

iperita 2-naftilamina
ciclofosfamida bencidina
tn'etilenmelamina 4-dimetil-aminoazobenceno

N-nitrosoprolina
cloruro de vinilo
aflatoxina B.
actinomicinas
adn'arnicina

alcalpiiToliz'dínicos
safTol, estragol

bis-clorometiléter
ioduro de metilo

Cuando se comprendió que gran cantidad de los carcinógenos requen'a biotr ‘sformación

previa. el estudio de sus procesos de metabolización pennitió entender que en muchos casos el
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factor comun no era su estructura sino el modo de interaccionar con los componentes celulares

( lól ).

Todos los carcinógenos quimicos son ellos en si (caso de los carcinógenos directos) o

algunos de sus productos de biotransfonnación (para el caso de los indirectos) fiiertemente

electrofilicos (capaces de interaccionar con centros ricos en electrones) y ello es lo que les pennite

reaccionar con componentes celulares criticos para el desarrollo del cáncer ( 16l ).

La necesidad de un paso de biotransformación en el caso de muchos carcinógenos también

permitió entender las distintas localizaciones de los cánceres producidos por sustancias químicas, en

especial los que ocurrian en sitios distantes a los de contacto o aplicación del carcinógeno

(161.169).

7.1. Concepto de carcinogénesis como proceso de múltiples etapas

El cáncer en los animales y en el hombre es un proceso que se desarrolla en múltiples

etapas. En este una célula puede evolucionar transformando un tejido normal en uno maligno que

eventualmente destruira al organismo. La compleja serie de cambios celulares y moleculares que

ocurren durante el desarrollo del cáncer puede ser mediado por una diversidad de estímulos

endógenos y/o ambientales (l70).

El hecho de que el cáncer se desarrolle en etapas file inicialmente propuesto por modelos en

roedores alrededor de los años 40 (l70).

Pudo comprobarse muy claramente en animales de experimentación mediante el empleo de

carcinógenos violentos capaces de producir tumores después de una sola exposición y el uso

adicional de otras sustancias que por si mismas no son capaces de conducir a tumores, pero si en

cambio. pueden promover su producción si el animal estuvo previamente expuesto a una o pocas

dosis del carcinógeno fuerte. Simplificó mucho la experimentación el que estos estudios se

efectuarán en piel, permitiendo seguir visualmente paso a paso el proceso (158,171).

Los datos epidemiológicos también sugieren que la formación de cáncer en el hombre

involucra un proceso en múltiples etapas.

El epitelio de distintos órganos como estómago, higado, páncreas, vesícula, colon pulmón,

tráquea tiroides y glándula mamaria. estan entre aquellos en los que la naturaleza del proceso fire

demostrada experimentalmente (170).
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Una de las premisas en el modelo de multiples etapas de carcinogenesis. es que están

involucradas alteraciones genéticas y/o epigeneticas de multiples genes independientes.

Aunque el proceso de carcinoge'nesis quimica, a menudo, se separa operacionalmente en

tres etapas: iniciación. promoción y progresión. el número de cambios genéticos involucrados en

cada una de ellas no estan aun determinados ( l58).

Las caracteristicas mas significativas de cada una de las tres etapas se esquematizan en la

Tabla ló (l72).

La Iniciación es un proceso muy rápido en relacion al necesario para Ia apancion de

tumores (l7l). Esta primera etapa incluye la inducción de una alteración irreversible en la célula y

está Frecuentemente asociada con un evento mutacional (l58)(mutaciones simples, transversiones

y/o pequeñas delecciones en el ADN) (173).

Esta conclusion esta respaldada por el hecho de haber encontrado la activación mutacional

de protooncogenes ras en carcinomas mamarios de rata, papilomas en piel de ratón y hepatomas de

ratón.

El mecanismo de iniciación podría van'ar, sin embargo, en diferentes tejidos o con diferentes

iniciadores en el mismo tejido (158).

La mayoria de las células iniciadas no prosiguen las subsiguientes etapas hacia el desarrollo

del cancer, sino que permanecen en el organismo durando toda la vida del individuo. Es posible

encontrar en la mayoria de los órganos del organismo adulto numerosas células iniciadas ( 173).

Esta primera etapa del desarrollo del cáncer (iniciación) es un evento extremadamente

comun que a menudo ocurre espontáneamente y puede ser inducido en animales experimentales y

en el hombre (173), por bajos niveles de agentes carcinogénicos (172).

La eficiencia de la iniciación está relacionada con la síntesis de ADN y la división celular. La

síntesis de ADN probablemente se requiera para la fijación y para la irreversibilidad de esta etapa.

El proceso de iniciación es un fenómeno linear, dosis dependiente, que no exhibe un nivel

umbral facilmente medible (159).

Actualmente se cree que la interacción cn'tica durante el proceso de iniciación sería un

ataque a las bases del ADN para dar aductos y éstos podn'an conducir a mutaciones tales como

transiciones, transversiones y pequeñas delecciones (172).
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Si bien los aductos formados (o por lo menos algunos de ellos) pueden ser muy estables,

Tabla ¡6

también es cierto que existen procesos de reparación que permiten eliminar a muchos de ellos

Características morfológicas y biológicas de las etapas de lniciación, Promoción y

Progresión durante la Carcinogénesisis

Iniciación

lflC\‘CI'SlblC.

Promoción

Operacionalmente reversible.
tanto a nivel de la expresion
genetica como a nivel celular

Progresión

lneversible

por remodelamiento _\'/o
apoptosis.

celulas iniciadas no Alteraciones en la

identificables estructura del genoma
morfológicamente medibles y

morfológicamente
discemibles

Eficazmente sensible a La existencia de una población
xenobióticos y otros factores de celulas promovidas depende
quimicos de la administración continua

de un agente promotor

Pueden ser cuantificadas

fortuitamente la aparición de
celulas iniciadas

Eficazmente sensible al

envejecimiento y factores
dietarios y honnonales

El crecimiento de las
células alteradas es
sensible a los factores
del medio ambiente
durante las fases más

tempranas de esta etapa

La fijación. requiere de la
división celular

No se exhibe un valor umbral El efecto dosis/respuesta Se observan neoplasmas
para medir el efecto exhibe un valor umbral benignos _\'malignos
dosis/respuesta mediblc y el efecto maximo

El efecto relativo de los

iniciadores depende de la
cuantificación de las lesiones

focales seguidas de un periodo
definido de promoción

depende de la dosis del agente
iniciador

La relativa efectividad de los

promotores se mide a través de
la ineficacia de una dosis
constante en causar una

expansión de la progenie de la
población de celulas iniciadas

El agente progresor
actua de manera que
traslada a las celulas

promovidas a otra etapa
pero no sen'a un agente
iniciador
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La promoción es un fenómeno reversible que requiere ser efectuada sostenidamente por un

tiempo suficiente para que el tumor se desarrolle. Si el tratamiento se interrumpe antes de ese

tiempo. se revierte e? iroceso hasta el de la celula "iniciada" o celula tumoral en estado latente

( l 7l ).

Este mecanismo de regresión a la celula iniciada puede ser el resultado de muerte celular

indiyidual. apoptosis o reestructuración hacia el estado fenotípico de la célula iniciada (159).

Experimentalmente‘ se define como promoción al proceso por el cual la célula iniciada se

expande clonalmente en un tumor visible ( l 58).

Contrastando con las normales. las celulas iniciadas pueden escapar de sus mecanismos de

control celular respondiendo a señales extra o intracelulares.

Este proceso involucra al menos, algunos factores epigenéticos que selectivamente

influencian la proliferación de la célula iniciada. Todavia no está del todo claro si también pueden

estar involucrados mecanismos genéticos en la promoción del tumor.

Los productos finales de la etapa de promoción son generalmente lesiones benignas o focos

de celulas preneoplasicas. Estas células pueden sufi'ir uno o más cambios hereditarios adicionales

durante la progresión de un neoplasma maligno (l58).

La expansión clonal puede darse por estímulo directo de la célula iniciada o como resultado

indirecto de los efectos de un promotor del tumor sobre las células normales adyacentes (170).

Una substancia iniciadora tiene la propiedad especial de ser fuertemente electrofilica para

combinarse químicamente con los sitios nucleofilicos de las células blanco. incluyendo las

macromoléculas inforrnacionales ADN, ARN y proteinas (161).

Los agentes promotores, en contraste con los iniciadores no son carcinogénicos y

producen pocos tumores en ausencia de otros tratamientos. El efecto de los agentes promotores es

reversible y deben administrarse a una dosis y frecuencia apropiada para ser efectivos.

La progresión de un tumor benigno a un cáncer maligno es una fase irreversible (159) de la

carcinogenesis, claramente distinta de la promoción (158).

Está caracterizada por una evolución continua de las anormalidades cromosómicas dentro

de la célula. que potencialmente conducen a múltiples estadios como resultante de los cambios, en

continua evolución en el can'otipo de la célula (¡72, l73).

Mientras que la célula normal puede regular la estructura de su genoma y cariotipo, a través

de multiples divisiones celulares, las células malignas no tienen esta capacidad y bajo circunstancias
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extremas, constantemente alteran la estructura del genoma. Ésta es la base del aumento en la

velocidad de crecimiento, la invasividad. la capacidad metastasica, la anaplasia de neoplasmas

malignos y también de la mayor resistencia a drogas que desarrollan neoplasmas malignos, la

capacidad de los neoplasmas de escapar a los mecanismos inmunes y la expresión anomtal de

genes. como los nue normalmente se expresan ectópicamente en tejidos que no expresan en el

adulto (Ej.: producción de hormona adrenocorticotrófica en tumores de pulmón)( l73).

Se piensa en general que el desarrollo del cáncer en el hombre está vinculado con una serie

de eventos que causan progresivamente un fenotipo mas maligno.

Ciertos genes pueden tener una susceptibilidad predispuesta a mutaciones que conducen al

cáncer. debido a una localización cromosómica o a su importancia en el control de los ciclos

celulares ( 174).

La etapa de la promoción no involucra cambios moleculares en la estructura del ADN, pero

si alteraciones en su expresión.

Por ello. los estudios mecanisticos se basan en métodos que incluyen la transducción de la

información desde señales del ambiente al genoma y su subsiguiente expresión (172).

Muchos agentes quimicos definidos como promotores pueden medir sus efectos a través de

receptores.

Los receptores en combinación con sus ligandos, incluyendo algunos agentes promotores,

pueden interactuar indirectamente a través de perturbaciones del medio ambiente celular normal o

directamente unirse en forma no covalente a regiones específicas del ADN.

El equilibrio reversible del complejo receptor-ligando explicaría la acción reversible y/o la

acción inestable de los agentes promotores sobre la expresión genética, como también la presencia

de una dosis umbral del agente promotor por debajo de la cual no se detecta ninguna promoción

efectiva (172).

La curva dosis/respuesta de los promotores presenta tanto un nivel de no efecto, como una

máxima respuesta.

Debido a que la acción de estos agentes exhibe un umbral y son reversibles, poseen

relativamente bajo riesgo de inducción de cánceres humanos si la dosis y la frecuencia de la

exposición es suficientemente baja ( l 59).

El desarrollo de la neoplasia requiere, en la mayon'a de los casos, la participación de al

menos dos clases de genes celulares: los protooncogenes y los genes supresores de tumores.
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Los protooncogenes se expresan durante el crecimiento regulado, como por ejemplo:

embn'oge'nesis. cicatrización de una lesión. degeneración de daño hepático y estimulación de la

mitosis celular por factores de crecimiento. Estos genes codifican para proteinas que desempeñan

un rol crucial en el crecimiento celular‘ en la diferenciación y en la apoptosis o muerte celular

programada (175).

Los protooncogenes cuando son activados por mecanismos mutacionales, producen señales

proliferativas positivas para el tumor. En contraste, los genes supresores de tumores, bloquean el

crecimiento neoplasico de las células por mecanismos no definidos, que hacen que se inactiven o

pierdan en las células tumorales.

En la mayoría de los cánceres humanos conocidos (pulmón, colon y mama) se afectan

frecuentemente múltiples genes supresores de tumores, indicando que el crecimiento maligno está

sujeto a muchos niveles de control negativo.

El análisis a nivel molecular del proceso de carcinogénesis en múltiples etapas, indica que la

evolución neoplásica es significativamente más complicada que un esquema relativamente sencillo

de iniciación, promoción y progresión, ya que tan sólo la fase de la progresión representa múltiples

estadios donde un determinado producto químico podría influir sobre el proceso neoplásico (158).

Existen tres mecanismos generales por los cuales una substancia puede influir sobre el

proceso carcinoge'nico:

a) Una substancia puede inducir alteraciones heredables en uno o más genes cn'ticos.
b) Este cambio heredable podria tener bases genéticas o epigenéticas (siendo estos últimos
los menos conocidos).
c) Facilidad de una expansión clonal de una célula iniciada o intermedia, la cual incrementa
las probabilidades de cambios adicionales, espontáneos (mutacionales o epigene'ticos)
heredables (158).

7.2. Clasificación de carcinógenos en genotóxicos y no genotóxicos

La mayon'a de los compuestos quimicos identificados como carcinógenos humanos o como

carcinógenos en modelos animales hasta el año ¡960 eran considerados genotóxicos (160).

Un carcinógeno genotóxico interactúa directamente con el ADN, causando normalmente

modificaciones de sus bases. La modificación puede deberse a una reacción directa del xenobiótico

con el ADN o reacción de sus metabolitos reactivos. Estos compuestos nonnalmente pueden
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detectarse en un test a "short-term“. por su capacidad de inducir reparación de ADN y causar

mutaciones en ensayos "short-term" "in yivo" e "in vitro" ( l 76).

Lïn numero creciente de compuestos quimicos no interactúan con el ADN directamente, no

son mutagénicos en la mayoria de los ensayos a "short-term" y aumentan la incidencia de cáncer en

animales de experimentación ( 160, ¡76).

Éstos son denominados carcinógenos no genotóxicos o epigenéticos. Muchos carcinógenos

no genotóxicos ejercen un daño potencial en las personas porque son producidos en grandes

cantidades (Ej: CCh. clorofomto, dietilhexilfialato, n-hexano, etc.) o son carcinógenos potentes

(Ej: TCDD, dietilestibestrol,etc.) ( l 77).

Debido a que el crecimiento de las células normales está fuertemente controlado a nivel

genético y epigenetico, es razonable asumir que el proceso de carcinogénesisis en múltiples etapas

involucra mecanismos genotóxicos y no genotóxicos.

La falta de indicadores específicos para los eventos no genotóxicos, hace que la

identificación de estos carcinógenos sea dificil. Es importante enfatizar también, que los puntos

finales aparentemente "genotóxicos" (mutaciones, aberraciones cromosómicas, etc.) podn'an ser

inducidos por agentes no genotóxicos a través de mecanismos indirectos (Ej: inducción de la

proliferación celular y/o inestabilidad genómica. daño oxidativo, deaminación de 5­

metilcitosina)( 178).

Los carcinógenos genotóxicos, a menudo, son considerados más peligrosos que los no

genotóxicos, basándose en la suposición que los carcinógenos no genotóxicos tienen un valor

umbral para la actividad, mientras que este umbral no existe para el caso de los genotóxicos (178).

Existe la hipótesis que los compuestos no genotóxicos actuarian a dosis específicas y con

mecanismos especificos que harían aumentar la proliferación celular, lo cual incrementan'a la

oportunidad de aparición de eventos mutagénicos en las células en división y por lo tanto también

el riesgo de desarrollo de cáncer. Estos compuestos podrían dividirse en aquellos que interactuan'an

a través de receptores específicos de la célula (Ej: ésteres de forbol y TCDD) y los que no lo harian

(Ej: sacan'na sódica, ascorbato de sodio, melamina, fenobarbital, y d-limoneno). Para los

compuestos que no actuan'an a través de receptores celulares especificos, algunos autores piensan

que se podn'a hablar de un nivel de umbral de respuesta (¡60).

En general, los efectos de los carcinógenos genotóxicos ocurren predominantemente a

dosis entre 20 y 800 mg/Kg; mientras que los no genotóxicos muestran un rango mas amplio de

90



Introducción

niveles de dosis. que vana desde dosajes tan pequeños como 20 mg/Kg a potencialmente mayores

como 3000 mg/Kg ( 177),

Los carcinógenos genotóxicos tienden a mostrar un mayor grado de concordancia

interespecies que los no genotóxicos. Los primeros tienen una mayor tendencia a producir sus

efectos, tanto en machos como en hembras.

Los genotóxicos tienen una mayor capacidad de inducción de neoplasias en una amplia

variedad de tejidos y/u órganos. Los no genotóxicos tienen menor tendencia a inducir tumores

raros (¡77).

Se ha postulado que los carcinógenos no genotóxicos podn'an actuar por distintos

mecanismos. Una de las hipótesis corrientes es asumir que a causa de los efectos tóxicos sobre la

célula estos carcinógenos perturban los mecanismos de homeostasis que conducen a

proliferaciones celulares prolongadas, lo cual predispone al desarrollo de tumores. Sin embargo, no

es suficiente sólo la proliferación celular para que un compuesto no genolóxico cause cáncer.

Se necesilan eventos culiciormlespara que la célula adquiera un carácter maligno y se

com'ierta en im'as'im y melas'tásica ( 177).

Una hipótesis alternativa, es que los carcinógenos no genotóxicos incrementan los procesos

de oxidación, metilación, deaminación y depurinación del ADN, excediendo las posibilidades de

reparación celular. Una simultanea proliferación celular favorece la fijación de estas alteraciones en

el ADN.

Otra posibilidad es la capacidad que tiene este tipo de carcinógenos de inhibir la

comunicación intracelular mediada por fiJnciones "gap" y modulada por hormonas, factores de

crecimiento y neurotransmisores (177).

Como conclusión, los mecanismos de acción de los carcinógenos humanos, como muchos

carcinógenos en roedores, incluyen procesos genéticos y epigenéticos. La carcinogésis es un

proceso en múltiples etapas, multigénico y multicausal Qomo tal, ambos factores, epigenéticos y

genéticos, son probablemente importantes. Por lo tanto no sen'a sorprendente el hecho de que

algunos carcinógenos tengan la capacidad de inducir ambos tipos de cambios. Estos mecanismos

no son mutuamente exclusivos, probablemente trabajan en conjunto para dar como resultado la

progresión neoplásica ( l 58).
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7.3. El CCL como carcinógeno

El CCL es un tóxico hepático de respuesta heterogénea entre diferentes especies y cepas de

animales de experimentación. Ésto es valido tanto para los efectos agudos sobre el higado, necrosis

e higado graso (179). como también para efectos a largo plazo como la producción de cancer

hepático ( l 79, 180, ¡90).

El CC‘l4no resultó carcinogénico en todas las especies animales estudiadas. El hamster fue

la especie mas susceptible y presenta tumores solamente en higado. Le sigue en susceptibilidad el

ratón ( 178-180), donde los tumores se observaron sólo a niveles de dosis hepatotóxicas (l8l, l82).

Entre las distintas cepas de ratones ensayadas, la C3H resultó ser muy susceptible y la cepa

BóC‘3Fl (híbrido) desarrolló tumores localizados en hígado y adrenales. La administración

subcutanea repetida de CCL.a las dosis hepatotóxicas produce cirrosis y neoplasia en el higado.

Como el CC14no produce daños genéticos, el daño tisular crónico debe representar un rol

importante en el desarrollo de tumores hepáticos (182).

Se observó que los tumores hepáticos aparecen principalmente en animales que han sufiido

un daño hepático significativo y han experimentado una regeneración hepática extensiva. Esta

regeneración celular podn’a involucrar por ejemplo, daños espontáneos en el ADN o errores en la

replicación del mismo (52).

La rata en general es muy poco o nada susceptible al efecto hepatocarcinogénico del CCL..

La cepa Sprague Dawley, en particular, no genera cáncer por exposición repetida al tóxico de por

vida. Las ratas Japonesa y Osborne Mendel, en cambio, sí reponden con localización no sólo

hepática, sino también en riñón y tiroides (184).

El desarrollo de carcinomas de hígado en ratas tratadas con inyección subcutánea de CCL

esta relacionado con la severidad de la cirrosis y el tiempo de sobrevida. Las ratas Sprague Dawley,

Black y en menor extensión las Wistar, mueren debido a cirrosis moderada o severa antes de poder

desarrollar carcinomas de hígado.

Las ratas Japanese y Osborne Mendel, por otro lado, son menos susceptibles al desarrollo

de cirrosis, sobreviven por periodos más largos y presentan hepatocarcinomas y metástasis en

pulmón. Los carcinomas son semejantes a los inducidos por otros carcinógenos químicos (184).

En ratas Búfallo se desarrollan pequeños hepatocarcinomas, por inyección subcutánea de

CCL. en contraste con los grandes carcinomas de higado que presentaron las ratas Japanese,

Osborne Mendel y Wistar.
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Muchas lesiones hiperplásicas en ratas a las que se les administró CCL. se desarron a

partir de celulas del parenquima alrededor de las venas centrolobulillares. La hiperplasia de las

celulas del parenquima que precede a los carcinomas hepatocelulares, en ratas que recibieron otros

carcinógenos químicos. involucra las células pen'portales ( l84).

Se observaron adenomas y carcinomas espontáneos de glándulas tiroideas en un pequeño

número de ratas adultas de distintas cepas ( 185).

Pareceria que estos carcinomas en las ratas Osborne Mendel y Japanese están relacionados

con la inyección del CC|4. ya que los controles no presentan lesiones en las glándulas

tiroideas( 186).

Fueron descriptas lesiones glomerulares en riñones de ratas con cirrosis hepática. Las ratas

Wistar con cirrosis inducida por el CCh y a las que se le administró N-2-fluoenildiacetamida

desarrollan hiperplasia paratiroidea y n'ñones multiquisticos (l87).

En el caso de las ratas que son más resistentes a la inducción de cirrosis sobreviven por

pen'odos de tiempo más largos y desarrollan carcinomas. Otras ratas mueren tempranamente con

cirrosis severa y sólo presentan lesiones hiperplásicas (184).

También, pudo observarse el desarrollo de hepatomas en truchas arco iris que recibieron

durante 20 meses una alimentación conteniendo CCL.(91).

A pesar de que sólo existen tres casos de cáncer reportados en personas expuestas

crónicamente al CCh, por las evidencias obtenidas en estudios con animales la IARC (188) y la

EPA (189) han catalogado al CCh como un probable carcinógeno humano.

El CCL.pertenece a un grupo de substancias químicas carcinogénicas que no parecen actuar

por mecanismos genotóxicos. E>dstenrazones para clasificarlo como un carcinógeno epigenético o

no genotóxico (177).

Una de ellas es la falta de evidencia clara de efectos mutagénicos. Varios estudios de

genotoxicidad, han dado resultados negativos, débilmente positivos o contradictorios.

Los estudios de genotoxicidad "in vivo", generalmente reportaron resultados negativos. No

existen estudios equivalentes realizados en humanos con exposición oral al CCh.

Los hepatocitos aislados de ratas tratadas con una única dosis oral (100 mg/Kg) de CCL no

evidenciaron síntesis de ADN no programada. El efecto a otros niveles de dosis o exposiciones

repetidas no ha sido aún investigado (183).

En ratas expuestas oralmente al CCl4 se encontró un incremento en la sintesis de ADN

asociada con una regeneración de tejido, pero no un aumento de la sintesis de ADN no
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programada. Además. no se indujeron aberraciones cromosómicas. micronúcleos o intercambio de

cromátides hermanas en hepatocitos de ratas, dentro de las 4 a 72 horas de la administración de una

dosis relativamente grande (1600 mg/Kg) de CCL (61 ).

Algunos de los resultados negativos pueden ser cuestionados debido al uso de condiciones

experimentales inadecuadas.

Por ejemplo, el CCh es un compuesto volátil; por lo tanto, requiere un sistema de ensayo

cerTado para evitar que el compuesto se volatilice. Ademas, el CCL. no es carcinogénico en la

mayoria de las cepas de ratas (91) y por consiguiente, si se realizaran los tests utilizando preparados

de las mismas, se obtendrian resultados erróneos.

Un factor importante que hay que tener en cuenta es que la activación del CCL es un

proceso reductivo el cual procede más eficientemente bajo condiciones anaerobias.

En los tests de mutagenicidad donde se utilizan sistemas de activación exógenos (como por

ejemplo: sobrenadante de 9000 g o microsomas) y un ADN bacteria] como indicador de

genotoxicidad (por ejemplo: test de Ames), los metabolitos reactivos del CCL (°CCl¡ y CCl302-)

interaccionarian principalmente con proteínas, lípidos y otros componentes del sistema de

incubación, no llegarian a interactuar con el ADN y darían, por lo tanto, resultados negativos (9] ).

Como la activación del CCL.requiere cit P450, cuando se dispone de cit P450 endógeno,

existen mayores probabilidades de detectar la mutagenicidad. Éste es el caso de los estudios

realizados con Sacharomyces cerevisiae, donde se observaron efectos genotóxicos débiles.

Tambien se encontraron dichos efectos al estudiar, en hepatocitos de rata, la síntesis de ADN no

programada. Sin embargo, utilizando sistemas similares, otros autores antetiormente habian

reportado resultados negativos (91).

Basándose en que los mutágenos y carcinógenos inhiben la síntesis de ADN testicular del

ratón, Seiler (91) obtuvo resultados positivos evaluando al CCL.con este tipo de test.

Los metabolitos reactivos del CC14se unen covalentemente al ADN, tanto "in vitro" corno

"in vivo", pero no existe correlación entre estos resultados y la intensidad de los efectos

carcinogénicos del CCL. en el higado de distintas especies animales. Esto se deberia a que la unión

covalente al ADN hepático ocurre en posiciones donde no se afecta el aparcamiento normal de las

bases o en regiones de ADN que no se expresan (191).

Los radicales CClv y CCi302' son capaces de reaccionar con tirnina (25), citosina (24), 5­

metilcitosina (27) o guanina y adenina, dando productos que potencialmente podrian causar un
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aparcamiento anormal de las bases y/o provocar disturbios genéticos si no fiiesen reparados

adecuadanente (91 ).

La administración de CCL.provoca una disminución en los niveles de los I-componentes del

hepático. Estos componentes parecen ser modificacionesnormalesdel ADN, pero existe la

hipótesis de que una reducción persistente en los niveles de los mismos, contribuir-iacon los efectos

carcinogenicos del CCh (91).

Algunas de las hipótesis postuladas para entender la carcinogénesis química por

mecanismos no genotóxicos, plantean como la causa fiJndamental, cambios en el modo de

expresión genetica durante el proceso carcinogénico (192).

Se sabe que las proteinas nucleares son responsables del control de la expresión genética y

estructura de los cromosomas (193). Los radicales -CCI3generados por el CCL.y/o el CBrCl; son

capaces de dar aductos con aminoácidos (por ejemplo: fenilalanina, metionina y tirosina)

(23,2990) y con proteínas nucleares (19]).

Los efectos carcinogénicos del CCL, sólo son observables con exposiciones repetidas y a

dosis relativamente altas del mismo (necrogénicas) (¡81,182). Este comportamiento es más

frecuente en un carcinógeno epigenético que en uno genotóxico.

El CCL.a dosis necrogénicas induce una proliferación celular de naturaleza compensatoria.

La proliferación resultante de los hepatocitos es proporcional a la pérdida de los mismos (91).

Esta proliferación celular incrementan'a las oportunidades de inducir errores en el ADN

durante la replicación celular; por lo cual, no sólo intervendn'a en la etapa de iniciación del cáncer

sino también. podría facilitar el crecimiento clonal de las células preneoplásicas ya existentes.

Tanto la promoción como la progresión del tumor se encuentran asociadas con una

inducción en la replicación celular.

Durante la proliferación celular inducida por el CCL. se pudo observar la expresión de

distintos genes (myc, fos, k-ras, H-ras, jun, p53) y factores de crecimiento (91).

Todas las interacciones de los metabolitos reactivos del CCl4 o de los intermediarios de

procesos de lipoperoxidación, con bases del ADN, proteínas y/o lípidos nucleares, cumplin'an un rol

importante en los efectos carcinogénicos hepáticos del CCL. A ello se le sumaria la proliferación

celular y la expresión de protooncogenes y factores de crecimiento celulares. Sin embargo. no se

puede precisar cuál es el mecanismo de acción exacto de este tipo de carcinógeno (no genotóxico)

(91).
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Objetivos

Los objetivos de esta tesis son los siguientes:

Verificar si el tetracloruro de carbono (CCll) se biotransforma en los núcleos hepáticos

dando lugar a la generación de radicales tn'clorometilo .ÍoCC1;).

Este proceso de activación conducin'a a la fomiación adicional de radicales

triclorometilperoxilo (CC130?). Ambos radicales podrían interactuar via reacciones de

adición y/o abstracción de hidrógeno con componentes celulares críticos y producir efectos

dañinos en la célula.

Intentar demostrar si como resultado de una potencial bioactivación nuclear de] CCh se

inician procesos de lipoperoxidación en la membrana perinuclear.

De ocum'r un proceso de lipoperoxidación de este tipo, se alteran'a la composición de los

acidos grasos poliinsaturados y se generarían aldehídos reactivos en la vecindad del ADN y

proteínas nucleares, con consecuencias potencialmente graves a nivel celular.

Verificar si como resultado de una potencial activación del CCL a radicales libres °CC|3se

producen reacciones de adición sobre los ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos

de la membrana perinuclear.

Si este tipo de interacciones ocurriera, podrian afectarse los procesos de expresión de la

actividad genética (conocidamente regulada, en parte por los fosfolípidos).

Demostrar si como resultado de una potencial formación de los radicales -CC13y C0302­

en la membrana perinuclear, se producen ataques de estos radicales sobre el colesterol

componente de la misma.

De verificarse este tipo de interacciones, podrían resentirse las fiinciones del colesterol en

dichas membranas o podrian generarse productos con actividad biológica relevante.

Todo proceso de bioactivación nuclear hepática del CCl. que se evidencie será comparado

con el proceso correspondiente ya conocido en el reticulo endoplásmico.
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De verificarse la existencia de una activación nuclear del CCL. a radicales -CCl; y la

posterior estimulación pr" parte de los mismos de procesos de ïpoperoxidación y

reacciones de adición sobre los lípidos. se intentara establecer la existencia de algun tipo de

correlación entre la intensidad de estos procesos y la susceptibilidad al sufrir los efectos

carcinogenicos hepáticos ejercidos por el CCLt.

Para ello se utilizarán dos cepas de ratas distintas, Sprague Dawley (no susceptible) y

Osborne Mendel (susceptible).

97



III. Materiales y Métodos





Materiales y Métodos

l. MATERIALES

l. l. Animales

En los experimentos realizados se utilizaron ratas macho endocriadas de las cepas Sprague

Dawley (240-280 g) y Osborne Mendel (240-280 g).

En el bioterio se mantuvieron las siguientes condiciones:

-Temperatura ambiente: 23 i 22°C

-Humedad relativa: 45 - 65%

-lluminación desde las ó a las l8 horas

Los animales fueron ayunados 12-14 horas antes de administrarseles CCL o antes de ser

sacrificados para la aislación de núcleos o microsomas hepáticos. Se les administró agua "ad

libitum".

En las experiencias "in vivo" el CCL.(20% VN en aceite de oliva virgen) se administró por

via intraperitoneal (ip) a una dosis de 5 ml de solución por Kg. de peso de rata.

En los experimentos donde se utilizó (“C)CCL., éste se administró vía ip (6.86 x lO7

dpm/ml) al 5% en aceite de oliva virgen, a una dosis de 5 mi de solución / Kg. de rata.

Los animales se sacrificaron por decapitación empleando una guillotina Harvard.

Los higados fueron removidos, pesados y procesados rápidamente.

Todas las manipulaciones del higado y las operaciones subsiguientes (aislación de

microsomas y/o núcleos) se llevaron a cabo a 2 - 4 °C.

En las experiencias "in vitro", las incubaciones se realizaron en viales tapados con septum

de siliconas y tapas de aluminio, en un baño termostático Dubnofi‘ con agitación mantenido a la

temperatura y tiempo indicados en los métodos correspondientes.
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1.2. Reactivos

El CCh. tetraclomro de carbono. de bajo contenido de azufre (Mallinkrodt, USA) y el

CBrCi}. tn'clorobromometano (AldncnUSA). fiieron destilados antes de ser utilizados. ya que

originalmente contienen muchos aditivos que obscurecerian el analisis cromatografico con

identificación por espectrometn'a de masas (CG/EM).

El (“OCCIJ tiene una actividad especifica de 4.10 mCi/mmol (Du Pont New England

Nuclear, USA). La pureza del reactivo fue mayor que el 99% detenninada por cromatografia gas­

liquido. utilizando una columna Carbowax 400 Amapak Porasil C a 65°C. La velocidad de

descomposición radiolitica del (“OCCh es menor del l % durante l8 meses almacenado como

liquido a -20°C. En nuestro laboratorio file conservado a -70°C en la oscuridad.

Consecuentemente, el °/ode radiólisis del producto en este lapso de tiempo no fue significativo.

Los siguientes reactivos fileron adquiridos en Sigma Chemical Company, USA:

-peróxido de benzoílo (BzOO), contiene aproximadamente 30% de agua como

estabilizador.

-2,6-diterbutil-p-cresol (BHT)

-2,5—difeniloxazol (PPO)

-isocitn'co deshidrogensa tipo I de corazón porcino (ICDH)

a-fenü-N-terbutilrútrona (PBN)

-DL-isocitrato de sodio tipo I

-Tris(hidroximetil)aminometano, Trizma base

-Sal sódica de NADP (fosfato de nicotinamida adenina dinucleótido)

-Sacarosa

-albúmina de suero bovino

-5-colesten-3 B-ol (colesterol)

Otros reactivos:

-Reactivo de Folin Ciocalteu, sílica gel G tipo 60 y 1,2-dimetoxietano (glime), columnas

ExtrelutR 20 para la extracción de sustancias lipófilas (Merck, Alemania).

-Acido tiobarbitun'co( Eastman Organic Chemicals, New York. USA)

99



Materiales y Métodos

-Fenobarbital sódico (Laboratorio DORBl)

El resto de los reactivos y solventes utilizados fueron de la mejor calidad disponible.

Equipamiento utilizado

- Cromatografo Hewlett Packard, modelo HP-5890. serie ll con detector de llama (FID).

- Cromatógrafo Hewlett Packard, modelo HP-5890 A con detector selectivo de masas

Hewlett Packard modelo 5970 B.

- Contador de centelleo lic,.do Rackbeta 1214. Pharmacia Wallac O.Y. Finlandia.

- Espectrofotómetro de simple ha; marca Gilford 240.

- Fotocolorimetro Klett-Summerson. Klett M.F.G. Company. USA.

- Aparato para preparación de placas de TLC, con un grosor de capas variable de lOOa

2000 mm. Karl Kolb/ Gmbh & Co KG. Scientific Technical Supplies. Alemania.

- Colector de zonas de TLC WS l9, (Karl Kolb/ Gmbh & Co K.G. Scientific Technical

Supplies. Alemania), con cartuchos de papel 9 x 40 mm (Macherey-Nagel. Alemania).

- thetro. Radiometer.Copenhagen. NU. Dinamarca.

- Baño termostático Dubnofi con agitador.

- Guillotina Harvard.

- Homogeinizador de teflón/vidn'o tipo Potter-Elvehjem.

- Vortex super mixer |29|. Lab Line Instruments. Inc. Mel Rose Park. lll. USA.

- Modulos calentadores: Reactivos-Them Pierce. Rockord y Multi-Block Heater. Lab­

Line.

- Ultracentn'fiiga Beckman modelo L5-75.

- Ultracentrífiiga Beckman modelo L.

- Centn'fiJga Damon modelo B-20A. Intemational equipment company (IEC).

- Centrifugas de mesada modelo 350T-RB. Rolco.

—Rotavapor-R. Büchj.
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2. MÉTODOS

2.l Obtención de microsomas

Se utilizó la tecnica de Castro y col. ( 194), esquematizada en la Fig. 24.

En el procedimiento, una vez extraído el higado, se lo homogeinizó con 4 veces su peso de

KCl l.5%. en un homogeinizador de w'dn'otipo Potter-Elvehjem.

Luego se realizó una centrifugación a 9000 g durante 20 minutos. El pellet se descartó y al

sobrenadante se lo sometió a una centrifiJgación de 105.000 g durante una hora.

El precipitado obtenido es el pellet de microsomas, que posteriormente se resuspendió en el

volumen de bufi‘erdeseado.

Fig. 24

Obtención de microsomas

Hígado de rata

KCI 1.5 %

centn'fiigación
(9000 g, 20 min.)

precipitado ‘ l +7sobrenadante
(se descana)

centrifiigación
(105000 g, lh.)

precipitado VL 4 sobrenadante
(se descarta)

pellet
de
microsomas

2.2. Obtención de núcleos purificados

La técnica utilizada es una adaptación del método de Viviani (196) y se esquematiza en la

Fig. 25.
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Una vez extraido el higado‘ se lo lavo dos veces con STKM 0.25 M (sacarosa 0.25 M en

Tris-HC] 50 mM. ph 75. KC] 2.5 mM. MgClg SmM).
,

Luego se homogeinizo el higado con 3 volúmenes de STKM 0.25 M en un

homogeneizador de teflon/vidn'o tipo Potter-Elvehjem.

Fig. 25

Obtención de núcleos purificados

higado de rata
lavado y homogeneizado

con STKM 0.25 M

filltración

2000 g, 20 min.

sobrenadante 4———+
prec:pitado

STKM 0.25 M

lOOO g, 5 min.

sobrenadanten—v
precipitado

STKM 0.25

lOOO g, 5 min.
sobrenadante 4———v

precipitado
STKM 2.2 M sobre
colchón de STKM 2.3 M

80000 g, 20 min.
sobrenadante._—..

precipitado
STKM 0.25 M, STKM 2.2 M
sobre colchón de STKM 2.3 M

80000 g, 20 min.
sobrenadante*"—"

precipitado
STKM l M

2000 g, 5 min.
sobrenadante‘—J

precipitado
STKM 0.25 M

¡000 g, 5 min.
sobrenadante 4

1}

Pellet de
núcleos purificados
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El homogenato fue filtrado a traves de una tela de nylon (lOO mesh) y centn'gugado a 2000

g durante 20 minutos.

Se lavó cada pellet dos veces con STKM 0.25 M. centn'fugando a lOOOg durante 5

minutos. cada vez.

El precipitado se resuspendió en 34 ml de STKM 2.2 M y se depositó sobre un colchón de

4.5 ml de STKM 2.3 M (gradiente discontinuo) para realizar una ultracentrifirgación a 80000 g

durante 20 minutos.

El sobrenadante fue descartado y se limpió cuidadosamente el interior de los tubos con un

hisopo de gasa.

Se enjuagó cada pellet con 5 ml de STKM 0.25 M y se limpió nuevamente.

Se agregaron l l ml de STKM 0.25 M. resuspendiendo con cuidado. Se mezcló con 22.5

ml de STKM 2.2 M y se depositó sobre un colchón de 4.5 ml de STKM 2.3 M.

Se repitió la ultracentn'fugación a 80000 g por 20 minutos, descartando el sobrenadante y

limpiando el tubo como anteriormente.

Se resuspendió el pellet en l3 ml de STKM l M y se centrifirgó a 2000 g durante 5

minutos.

Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 13 ml de STKM 0.25 M,

centrifiJgando a lOOOg por 5 minutos.

El pellet de núcleos así lavado se utilizó resuspendido en el buffer adecuado.

La pureza de los preparados nucleares fue verificada por microscopía de contraste de fase.

Cuando se los examinó por microscopía electrónica, sólo se encontraron trazas de contaminación

con reticulo endoplásmico u otras organelas (6).

2.3. Determinación de proteínas

La detemtinación de proteinas se realizó por el método de Lowry (199), siguiendo el

siguiente esquema de trabajo (Tabla l7):

Se agregó l m] de agua destilada 5 ml de homogenato y 4 ml de la solución C. Se esperó

lO minutos y se agregó 0.4 ml de reactivo de Folin Ciocalteu (1:2).

Luego de esperar 30 minutos, se leyó la absorbancia en un colon'metro Klett con filtro

rojo.
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La solución C esta compuesta por 50 ml de una solución A mas l ml de una solucion B:0/0 en l
B. 0 5 92,SOJCuS HgO en tanrato l %

Tabla l7

Determinación de proteínas

Blanco Muestra

"20 destilada l ml l ml

Homogenato - 5 ul

Solución C 4 ml 4 ml

Se mezcla y se espera lO min.

Reactivo de 0.4 ml 0.4 ml
Folin

Se mezcla y se espera 30 min. para leer la absorbancia

Los miligramos de proteinas del homogenato se obtienen comparando la Absorbancia

obtenida. con una curva de calibración realizada con albúmina de suero bovino:

Absorbancia

mg de proteína =

pendiente

2.4. Interacción de radicales -CC13con PBN en microsomas "in vitro"

Para detemtinar la interacción delos radicales -CCl3con el PBN en microsomas, pn'mero se

intentó realizar incubaciones utilizando CCL y distintas cantidades de mg de proteinas/ml, sin

obtener resultados satisfactorios por el análisis por CG/EM.

Luego. se realizaron incubaciones utilizando CBl'Cl3, ya que éste forma radicales -CCl_=

mucho más facilmente (56). En este caso se observó un compuesto que aparentemente contenía
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tres átomos de Cl, pero debido a la sensibilidad del método de detección. no se podia asegurar que

se trataba del aducto (CIV’PBN.

A raiz de todo lo expuesto. se decidió trabajar con ratas inducidas, ya que en estas

condiciones se incrementa la biotransformacion y por consiguiente la producción de radicales OCCI;

(87).

Por lo tanto, para determinar la interacción de los radicales -CC|; con el PBN se trabajó con

ratas macho Sprague-Dawley (95-l lO g) previamente inducidas con fenobarbital.

La inducción se realizó durante 3 dias consecutivos aplicando una inyección dian'a

intrapen'toneal de fenobarbital sódico (80 mg/kg en sc. fisiológica), a una dosis de 5 ml/kg de rata

(76.87).

Luego se les retiró el alimento y al cuarto dia se las sacrificó y se extrajeron los respectivos

higados para su posterior analisis.

Se prepararon microsomas según Métodos l

Tabla 18

Interacción de radicales -CCb con PBN en microsomas "in vitro"

Cl C2 C3 C4 M

Microsomas - l ml l ml l rnl lml

Bufl'er KH2P04
0.15M 2 ml 2.4ml l.3ml l.3ml lml

MgClz 0.15 M 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml

isocit/NADP 0.3 ml 0.3 ml — - 0.3 ml

PBN 50 mM 0.4 ml — 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml

CCLZmM Sul Sul - Sul Sul

ICDH lO ul lO ul - - lO ul

C¡: controles. M: muestra

Se realizaron mezclas de incubación ( con un volumen final de 3 ml) constituidas por:

suspensión de microsomas (10.9 mg de proteinas/ml) (199) en buffer KH2P04 0.15 M - ph 7.4,
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MgClg 0.15 M. sistema generador de NADPH (*). PBN 50 mM ( en buffer KH2P04 con 20 °/ode

etanol) y CBrCl: 2 mM en etanol (Tabla ¡8).

*El sistema generador de NADPH (71.191,198) estuvo constituido por:

-isocit/Ï\'ADP: 4.68 mg d-l isocitrato de Na/ml de buffer

-lC DH: lO ul de isocitrico deshidrogenasa tipo l de corazón bovino

La incubación se realizó a 37°C durante 30 minutos, bajo atmósfera de nitrógeno y la

reacción se detuvo en baño de hielo.

2.5. Extracción del aducto formado entre los radicales 0CCh y el PBN

Para realizar la extracción del aducto formado entre el PBN y los radicales (Th, se

utilizaron dos tipos de procedimientos (Fig. 26).

Fig. 26

Extracción del aducto fonnado entre los radicales -CClgy el PBN

3 ml de incubación

2 ml l ml

3 ml H20

Procedimiento l Procedimiento II

-Procedimiento l: (41) (Fig . 27)

A 2 ml de la mezcla de incubación se le agregó 6 ml de dodecilsulfato de sodio 0.4 M. se

agitó I minuto con vortex y se centrifiigó durante lO minutos a 3000 rpm.

Al sobrenadante dela centnfiigación se le agregó 8 ml de etanol absoluto, se agitó l minuto

con vonex y se volvió a centrifiJgar durante 10 min a 3000 rpm.
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El sobrenadante de la centrifiigación se extrajo con 4 ml de hexano. agitando l minuto con

x'onex y centn'fugando durante 10 minutos a 3000 rpm Se separo la capa superior. la cual se

ex'aporo hasta sequedad con nitrógeno

Fig. 27

Extracción del aducto -CCl}/PBN

Procedimiento I

2 ml de incubación

6 ml dodecilsulfato de Na

3000 rpm, lO min.

precipitado 4 >w-L 4 ‘

(se descarta)

8 ml Etanol absoluto

" 3000 rpm, lO min.

precipitado sobrenadante

(se descarta)

4 m] Hexano

3000 rpm, lO min.

0 u ¡
capa ¡nfenor capa supenor

(se descarta)

N
J, 2

residuo evaporado

CG/EM
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-Procedimiento ll:(2l l)(Fig. 28)

Se utilizo l ml de la mezcla de incubacion diluyendola con 3 ml de agua para realizar la

extraccion con ExtrelutR 20 (Merck)(Fig. 28),

Esta tecnica se basa en que la muestra acuosa al ser introducida en la columna rellena con

una sustancia soporte granulada apropiada. se reparte como fase estacionaria sobre la matriz

porosa. La elucion se realiza con solventes orgánicos no miscibles con agua. Al realizar ésto se

extraen los compuestos lipofilos de la fase acuosa, pasando los mismos al solvente en forma

cuantitativa.

Las sustancias alli disueltas se pueden examinar directamente o después de efectuada la

concentracion.

El valor de ph de la solucion acuosa a extraer puede estar comprendido entre l y 13. De

este modo resultan factibles las separaciones de compuestos ácidos, neutros y básicos (21 l).

a) Extracción en medio ácido:

En un erlenmeyer de 50 ml se agregó la mezcla diluída 15 ml de agua y l mi de HCl l N y

se esperaron lO minutos.

La preparación se agregó a la columna con una punta de tip para que no eluya muy rápido

el disolvente y luego se volcó de la mezcla de una sola veL esperando lO minutos para que se

distn'buya bien.

La extracción se realizó con 40 ml de éter etílico, utilime vacio de una trampa de agua

para acelerar el proceso.

Al terminar de extraer se realizó vacio en el cartucho para eliminar el resto de éter y se pasó

una corriente de NH; hasta viraje del indicador (fenolfialeína al 5 % en etanol).

Luego se dejó pasar aire durante l minuto para eliminar el exceso de NH3.

Finalmente se colocó cada muestra en un balón y se la evaporó en un rotavapor.

b) Extracción en medio alcalino:

Luego de realizado el procedimiento descripto en a), el relleno de Extrelut ha quedado

alcalino; se lo extrajo entonces con 40 ml de CH2Cl2.

Las muestras se transfineron a balones para su evaporación en un rotavapor.
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c) Las muestras evaporadas se transvasaron cuantitativamente a viales, enjuagando el balón

4 veces con 500 ml de hexano. Luego se las evaporó a sequedad con corn'ente de nitrógeno para su

posterior analisis por CG/EM.

Fig . 28

Extracción del aducto oCClJ/PBN

Procedimiento ll

4 ml de la mezcla de incubación diluída

15 ml HZO

l ml HC] IN

esperar lO minutos

columna Extrelut

esperar IO minutos

.____ 40mleteretílico

Extracto 4

ácido ..__— NH;
.—— aire
‘—_ 40mlCHzClz

1

Extracto

básico

, l
evaporación evaporación

0.5 mJ hexano 0.5 m] de hexano

CG/EM CG/EM
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2.6. Análisis cromatográfico del aducto -CCIJPBN

Los extractos evaporados se disolvieron en 0.5 ml de hexano para posterior analisis por

cromatografia gaseosa con detector de masas (CG/EM).

El analisis cromatografico (4] ) con detección de la coniente iónica total (CG/EM-TIC ) y la

identificación de los productos de reacción, se realizó en un cromatógrafo Hewlett Packard modelo

5970 B con detector de masas.

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

Modo de inyección: sin división de flujos ("splitless"), con un tiempo de purga de 0.2 min.

Columna: 5 % fenilmetilsilicona (Hewlett Packard)( 12 m x 0.2 mm id, espesor del film 0.33

mm)

Gas portador: Helio (presión en la cabeza de la columna 100 KPa)

Temperatura de inyección: 250°C

Temperatura de la columna: lOO°Cdurante l min, incrementando con una rampa de

velocidad de 10°C/min. hasta 320°C.

Temperatura de la interfase: 290°C

Temperatura de la fiiente de ionización: 200°C c.a.

Energia de ionización: 70 ev.

Rango de ban'ido: 50 - 400 a.m.u.

Velocidad de barrido: 1.22 scans/seg.

Voltaje del electromultiplicador: 2400 - 2600 volts

2.7. Interacción de radicales oCCh con PBN en núcleos "in vitro"

Debido a que los núcleos no tienen una respuesta similar a los microsomas ante los agentes

inductores, para determinar la interacción de los radicales -CCl_tcon el PBN en núcleos, no se

realizó la inducción previa de las ratas con fenobarbital.

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (260- 270 g) y se prepararon los núcleos

purificados segun Métodos 2.
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La mezcla de incubación (con un volumen final de 3 ml) contenía: la suspensión de nucleos

pun'ficados (6.5 mg proteina/ml) (199) en STKM 0.25 M (sacarosa 0.25 M, Tn's/HCI SOmM

ph.7.5‘ KC12.5 mM, MgClg5 mM). sistema generador de NADPH (7|.l9l,l98), PBN 50 mM (en

CBrCl; 2 mM en etanol (Tabla l9).STKM 0.25 M con 20% de etanol)

Tabla 19

Interacción de radicales .CCIJ con PBN en núcleos "in vitro"

C. C2 C3 C4 M

Núcleos - l ml l ml l ml lml

STKM 0.25M 2 ml 2.4 ml 1.3 ml ¡.3 ml l ml

MgCl; 0.15 M 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml

isocit/NADP 0.3 ml 0.3 ml - — 0.3 ml

PBN 50 mM 0.4 ml - 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml

CBIC|3 2 mM 5 ul 5 ul - 5 ul 5 ul

ICDH lO ul 10 ul - - lO ul

C¡: controles, M: muestra

La incubación se llevó a cabo durante 30 minutos a 37°C, bajo atmósfera de nitrógeno.

Luego la reacción se detuvo en baño de hielo.

La extracción del aducto fon'nado entre los radicales -CCI3 y el PBN se realizó segun el

Procedimiento l, descripto en Métodos 5.

Para aumentar la sensibilidad de la detección del aducto 'CCl3/PBN, se utilizó

cromatografia gaseosa con espectrometria de masas y monitoreo selectivo de iones (CG/EM-SIM).

Las condiciones cromatográficas fueron las mismas que las utilizadas para la detemunación

en microsomas (Métodos 6).

EI CG/EM-SIM se realizó con un voltaje de 3000 volts y un "dwell time" de 50 miliseg.

Basándose en el espectro de masas del aducto detectado en microsomas se seleccionaron

los siguientes iones para realizar el monitoreo: m/z : 106, 162, 172, 207, 209, 2] l, 264, 266, 268.
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2.8. Extracción de lípidos

La extraccion de lípidos se realizo según la tecnica de Klaasen y Plaa (202). (Fig. 29)

Fig. 29

Extracción de lípidos

lml de homogenato

o mezcla de incubación

19ml

CHClngeOH(2: l)/BHT(0.0l% PN)

reposar IS min.

4 800 g, 15 min.

precipitado sobreiiadante

(se descarta)

ajustar el Vol. a 20 ml

4 mJ 1-120

4 y 800 g, 5 min.

capa superior capa inferior

(se descarta) 2 lavados con l ml de SCA

capa superior capa‘inferior

(se descarta) NaZSO4anhidro

á filtrar

precipitado sobreiiadante

(se descarta) evaporación

v
extracto

de

lípidos
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Cada mililitro de homogenato o mezcla de incubación se extrajo ,¿gregando 19 ml de la

mezcla CHCl_-./MeOH(2: l ) con BHT (070] °/oP/V). agitando durante l minuto con vortex. Se dejo

reposar durante l5 min. y se centrifiigo l5 minutos a 800 g.

El sobrenadante se paso a otro tubo de centrifiiga y se ajustó el volumen a 20 ml. Luego se

agregaron 4 ml de agua se mezclo por inversion y se centrifiigó durante 5 minutos a 800 g.

La capa superior se descarto y se lavó dos veces con l ml de la solución A, centrifiigando 5

minutos cada vez. a 800 g.

Solucion A: capa superior de la mezcla de 25 ml de agua más 95 ml de

CHCIWeOH (2: l)/BHT (0.0l % P/V)

Luego de los lavados, la capa inferior se secó con Na2504 anhidro y se filtro.

Los extractos se evaporaron a sequedad

2.9. Separación cromatográfica de lípidos en capa delgada

Para separar las distintas clases de lípidos se utilizó cromatografia en capa delgada

preparativa (204,205).

El extracto lípidico llevado a sequedad, obtenido según Métodos 8, se disolvió en 0.2 ml de

(‘HCl-JMeOl-l(2: l )/BHT 0.0l% PN.

Se sembró la totalidad del volumen en una placa analítica de 0.25 mm de espesor. Para la

preparacion de las mismas (203) se utilizó 6 g de silica gel por cada placa, se agregó el doble de

agua agitando durante 1.5 minutos y se prepararon las placas (20x20 cm) con un aparato Karl

Kolb - Alemania. Antes de sembrar las muestras, las placas se activaron durante l hora a llO°C

para eliminar el exceso de agua.

El medio resolutivo utilizado para la elución constó de: éter de petróleo (punto de

ebullición 35-60°C)/éter etílico/ácido acético (80/20/1).

La franja situada en el origen, que corresponde a la fracción de fosfolipidos, se separó con

un colector de zonas para TLC W519 (Karl Kolb - Alemania), para su posterior análisis.

Para poder ubicar las bandas correspondientes a las distintas clases de lípidos, las placas se

revelaron con lz ( Fig. 30) y posteriormente se decoloraron con bisulfito de sodio más H2804 o HCl

diluidos para que se desprenda SOz.
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Fig. 30

Cromatografia de lípidos en capa delgada

CHE

TG

FFA

CH
DG
MG
FL

S\'dc clución: éter dc petróleo<35-60°C)/éter etílico/ácido acético (80/20/ l ).
CHE: Estcrcs dc Colesterol; TGzTriglieeridos; FFA: Acidosgrasoslibres;

CH: Colesterol: DG: Digliceridos; MG: Monoglioe’ridos: FL: Fosfolípidos

Las distintas bandas fiieron entonces separadas con el colector de zonas para TLC WS l9

para su posterior análisis.

2.10. Separación cromatográfica de Fosfolípidosen capa delgada

La franja de fosfolípidos separada anteriormente (Métodos 9) se extrajo dos veces con 2 ml

de CHClJMeOH (2: l), agitando y centrifugando cada vez.

El sobrenadante se evaporó a sequedad, el extracto así evaporado se disolvió en 0.2 ml de

CHC13/MeOH (2: l)/Bl-lT (0.01 % P/V). La totalidad del volumen se sembró en una placa analítica

de 0.25 mm.

Las placas se eluyeron (3,206,207) en un medio resolutivo de clorofonno/metanol/agua

(65/25/4).

Para ubicar las bandas de los distintos fosfolipidos, las placas se revelaron con [2 (Fig. 3 I) y

luego se decoloraron con bisulfito de sodio más HZSO4o HCl diluido.
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Fig. 31

Cromatografia de fosfolípidosen capa delgada

DPG

PE

PC

SPH

LPC

sv. dc clución: cloroformo/metanol/agua (65/25/4)
DPG: Difosfatidilgliocml: PE: Fosfatidilctanolamina'.

PC: Fosfatidiloolina; SPH: Esfingomielina; LPC: Lisofosfatidiloolina

Cada banda se separó con un colector de zonas para TLC para su posterior analisis.

2.1|. Determinación dela radioactividad incorporada (HC)de (“)CC|.. a las distintas

fracciones de lípidos y fosfolípidos

Las distintas fracciones de lípidos y fosfolipidos colectadas (Métodos 9 y lO) se trasvasaron

a tubos para posterior extracción de los mismos.

Dicha extracción se realizó dos veces con 2 ml de CHClg/MeOI-l (2zl), agitando y

centnfiigando cada vez.

El sobrenadante se evaporó a sequedad en viales de centelleo, previamente tarados

(calentados durante l hora a 40 °C y pesados). Luego se pesaron los miligramos de lípidos

obtenidos.

Para el conteo de la radioactividad incorporada (“C) se agregó lO ml de PPO (2,5­

difeniloxazol) (5 °/». VN) y se contó durante 20 minutos en un contador de centelleo líquido

Phannacia Wallac OY modelo Racbeta ¡214.
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2.12. Preparación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos de los fosfolípidos

Para poder analizar por CGL los ácidos grasos correspondientes a la fracción de

fosfolipidos, se los derivatizó a sus correspondientes ésteres metílicos según la técnica de Lipsky

(207).

El procedimiento utilizado file el siguiente:

Previo un TLC para la separación de lípidos (Métodos 9), se extrajo la banda

correspondiente a la fracción de fosfolipidos y se trasvasó en una ampolla de vidn'o de lO ml.

Luego se agregó l ml de una mezcla de metanol/benceno (l :1) para desorber los lípidos de

la silica.

Posteriormente se adicionó (en baño de hielo) 0.5 ml de 2,2-dlmetoxipropano y 5 ml de

H2504 al 5% (V/V) en metanol absoluto. A pesar de que l o 2 ml de alcohol ácido sen'an

suficientes para hidrolizar lO mg de material, se utilizan 5 ml como minimo para evitar una

evaporación excesiva.

Se burbujeó de l a 2 minutos con nitrógeno y luego se cen'aron las ampollas bajo atmósfera

de N2. Para que se lleve a cabo la reacción se colocaron las ampollas en una estufa a 70°C durante

16 horas.

Los esteres metílicos se extrajeron de la mezcla de reacción siguiendo el siguiente

procedimiento (Fig. 32).

Luego de enfi'iar las muestras, se agregó 3.5 ml de agua bidestilada y se extrajeron por

agitación con un volumen (7 ml) de éter de petróleo. Se centrifiigó y se separó cuidadosamente la

capa superior (capa etérea).

Se extrajo dos veces más con éter de petróleo (7 ml cada vez). Los extractos etéreos

reunidos se lavaron dos veces con 3.5 ml de agua bidestilada. Se desechó la capa inferior, se secó

con N32804 anhidro y se filtró.

Las muestras se evaporaron con nitrógeno y se guardaron en a - 70°C para posterior

analisis por CGL.
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Fig. 32

Extracción de los ésteres metílicos

mezcla de reacción enfi‘iada

3.5 ml HgO bidestilada

7 ml éter de petróleo

l
capa inferiorcapa superior

2 x 2 ml éter de petróleo

capa ‘Supen'or capa inferior

2 x 3.5 m] 1-120bidestilada

J, i
capa superior capa inferior

N328040
l se filtra

sobrenadante precipitado

1 N2

extracto
de

ésteres metilicos

2.13. Análisis de los ésteres metílicos de los ácidos grasos de los fosfolípidos por

Cromatografía Gas-Líquido

Los extractos obtenidos según Métodos 12, se disolvieron en l ml de hexano para su

posterior análisis por cromatografia gas-líquido con detector de llama (CGL-FID).

Las condiciones cromatográficas utilizadas fueron las siguientes:
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Modo de inyección: sin división de flujos ("splitless"). con un tiempo de purga de 0.5 min.

Columna: 5 °/ofenilmetilsilicona (Hewlett Packard)(25 m x 0.32 mm id, espesor del film

0.52 mm)

Flujo de gases: Helio (cam'er), 1.09 ml/min.

Hidrógeno, 33 ml/min.

Aire, 275 ml/min.

Nitrógeno. 28 ml/min.

Volumen de inyección: l ml

Temperatura del inyector: 250°C

Temperatura del detector: 280°C

Temperatura de la columna: ¡20°C durante l min, incrementando con una rampa de

velocidad de 5°C/min. hasta 280°C.

Determinación de ácido araquidónico en microsomas, estudios "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (270-280 g) ayunadas. La preparación de

microsomas se realizó según Métodos l .

Cada pellet de microsomas se resuspendió en buffer KH2P04 0.15 M - ph 7.4, dando una

concentración de 4.59 mg de proteinas/ml de incubación medidas por el método de Lomy (199).

Se realizaron incubaciones aerobias durante l hora a 37°C, en un baño termostático

DubnoflïShaker (Tabla 20).

Tabla 20

Determinación de ácido araquídónico en microsomas "in vitro"

Control -NADPH +NADPH

microsomas l ml l ml l ml

Bufl'er KHzPO4 0.15 M 2ml l.7ml 1.4ml

MgCI2 0.15 M — 0.3 ml 0.3 ml

isoc/NADP - - 0.3 ml

CCL 2 mM 5 ul 5 ul

ICDH - - 10 ul
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El medio de incubación (Volumen fina] 3 ml) estuvo constituido por: suspensión de

microsomas en buíïer KHgPOJ 0.15 M - ph 7.4. MgClg o. l5 M, sistema generador de NADPH

(7|. ¡91.198) y CCl4 2 mM en etanol.

La reacción se detuvo en baño de hielo.

Luego se realizó la extracción de los lípidos según Métodos 8 y la separación de los

mismos por TLC (Metodos 9).

Se separó la banda correspondiente a la fracción de fosfolipidos con un colector de zonas

de TLC WS 19y se prepararon los esteres metilicos correspondientes (Métodos l2), para posterior

analisis por CGL (Métodos 13).

2.15. Determinación de ácido araquidónico en núcleos , estudios "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (270-280 g) ayunadas.

Los nucleos purificados se prepararon según Métodos 2.

Para cada incubación se utilizó un pellet de núcleos.

Se realizaron incubaciones aerobias durante l hora a 37°C en un baño termostático

DubnoflïShaker. (Tabla 21).

El medio de incubación (Volumen final 3 ml) estuvo constituido por: núcleos purificados

(10.2 mg de proteinas/ml) en bufi'er STKM 0.25 M, MgClz 0.15 M, sistema generador de NADPH

(7|, ¡91,198) y CCh 2 mM en etanol.

Tabla 21

Determinación de ácido araquidónico en núcleos "in vitro"

Control -NADPH +NADPH

núcleos 1 ml 1 ml 1 ml

Bufl'er STKM 0.25 M 2 ml ¡.7 m] 1.4 rn]

MgCI2 0.15 M — 0.3 mi 0.3 ml

isoc/NADP — — 0.3 ml

CCI. 2 mM - 5 ul 5 ul

ICDH - - 10 u]
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La reacción se detuvo en baño de hielo.

Luego se realizó la extracción de los lipidos según Métodos 8 y la separación de los

mismos por TLC (Metodos 9).

Se separó la banda correspondiente a la fracción de fosfolipidos con un colector de zonas

de TLC WS |9 y se prepararon los esteres metilicos correspondientes (Metodos ¡2), para posterior

analisis por CGL (Métodos l3).

2.16. Determinación de ácido araquidónico en microsomas y en núcleos, estudios "in

vivo"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (270-280 g) ayunadas, a las cuales se les

administró una inyección intrapentoneal de CCL 20% en aceite de oliva virgen (dosis: 5 ml/kg de

rata). A los respectivos controles se les administró sólo aceite de oliva.

Luego de ó horas de intoxicación las ratas fueron sacn'ficadas por decapitación y se

extrajeron los respectivos higados para la preparación de los núcleos purificados (Métodos 2) y

microsomas hepáticos (Métodos l).

Los microsomas hepáticos fiieron preparados a partir del sobrenadante de la primera

centn'fiigación de núcleos (Fig. 33).

Fig. 33

hígado

STKM 0.25 M
fitración

2000 g, 20 min.

sobrenadante prec1pitado

preparación preparación
de de

microsomas núcleos

Tanto los pellet de núcleos como los de microsomas se resuspendieron en 2 ml de STKM

0.25 M para extraer los lípidos correspondientes (Métodos 8), luego fueron procesados como en
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Métodos 12. para posterior análisis de los esteres metílicos de los ácidos grasos de fosfolipidos por

CGL (Métodos 13).

2.17. Test del ácido tiobarbitúrico

Para la determinacion del malondialdehido (MDA) se utilizó el test del ácido tiobarbiturico

(TBA) (208).

Para que la reaccion proceda en forma rápida y completa necesita un medio ácido (ph < 4).

Se utilizó acido tricloroacetico para dar el ambiente ácido y a su vez precipitar las proteinas

presentes en las muestras.

Muchos carbohidratos en soluciones concentradas (por ej.: sacarosa 0.25 M) interfieren

con el metodo, dando una coloración anaranjada. por lo tanto deben tomarse precauciones al

aplicar el TBA a fracciones subcelulares preparadas con soluciones de sacarosa.

El hierro cataliza la peroxidación de los lípidos y aumenta los valores de ácidos grasos

peroxidados determinados por el TBA. Por lo tanto, el hierro deben'a removerse de todos los

reactivos o alternativamente podn’an saturarse las soluciones con el agregado de FeSO; lmM al

acido tricloroacetico (208).

El procedimiento utilizado fue el siguiente:

A 2 ml de la muestra se le agregó l ml de ácido tricloroace'tíco al 20% (conteniendo SO4Fe

l mM) y luego se le agregaron 2 ml de ácido tiobarbitúrico 0.67% PN.

La mezcla se calentó lO minutos en baño de agua hirviendo.

Luego se dejó enfi'iar y se centrifiigó para separar el precipitado.

Finalmente se leyó la absorbancia del producto coloreado presente en el sobrenadante, a

530 nm, en un espectrómetro de simple haz marca Gilford 240.

2.18. Determinación dela fomación de malondinldehído por acción del CCl. en

microsomas hepáticos "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los microsomas hepáticos se prepararon según lo descripto en Métodos l.
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Cada pellet de microsomas se resuspendió en bufl'er Tn's/HCI 0.15 M /KHZP04 lmM.

dando una concentracion de ¡735 mg de proteinas’ml de incubación. determinadas por el metodo

de Lowry (199).

Se realizaron incubaciones aerobias durante l hora a 37°C en un baño terrnostático

Dubnoff-Shaker( Tabla ¡2).

Tabla 12

Determinación dela formación de malondialdehído por acción del CCL en

microsomas hepáticas "in vitro"

-NADPH +NADPH

microsomas 1 ml l ml

bufl‘er Tris/HCI 0.15 M / 2 ml l.4 ml
KH2P04 lmM

MgClz 0.15 M 0.3 ml

isocit/NADP - 0.3 ml

CCl. 2 mM 5 pl 5 pl

ICDH - lO ul

El sistema de incubación (con un volumen final de 3 ml) estuvo constituido por la

suspensión de microsomas en bufier Tris/HCl 0.15 M / KH2P04 l mM (ph 7.4), MgClz 0.15 M,

sistema generador de NADPI-I (71,191, 198) y CCL.2mM en etanol.

La reacción se detuvo en baño de hielo y se realizó la determinación del MDA fonnado.

utilizando el TBA descn'pto en Métodos l7 .

2.19. Determinación dela formación de malondialdehído por acción del CCl. en núcleos

hepáticos "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los núcleos hepáticos se prepararon según Métodos l y fueron lavados previamente dos

veces con una solución de NaCl 0. l4 M/NaSO; 5 mM, centn'firgando durante 10 minutos a 800 g
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cada vez. Estos lavados se realizaron para eliminar restos de sacarosa que interferin'an en el TBA

produciendo una coloración aman'lla.

Cada pellet de nucleos se resuspendió en buffer Tris/HCI 0.15 M /KH2P04 l mM.

obteniendo una concentración de 1.72 mg de proteinas/ml de incubación, determinadas por el

método de Lowry ( 199).

Se realizaron incubaciones aerobias durante l hora a 37°C en un baño termostático

Dubnot’f-Shaker (Tabla 23).

Tabla 23

Determinación dela formación de malondialdehído por acción del CCl. en núcleos

hepáticos "in vitro"

-NADPH +NADPH

núcleos l ml l ml

bufl'er Tris/HCI/KHJ’O; 2 ml 1.4ml

MgCI2 0.15 M - 0.3 ml

isocit/NADP - 0.3 ml

CCl. 2 mM 5 ul 5 ul

ICDH - 10 ul

El sistema de incubación (con un volumen final de 3 ml) estuvo constituido por los núcleos

en buffer Tris/HCl 0.15 M / KHZPO. l mM (ph 7.4), MgClz 0.15 M sistema generador de

NADPH (71,191,198) y CCL.2mM en etanol.

La reacción se detuvo en baño de hielo y se realizó la determinación del MDA formado,

utilizando el TBA descripto en Métodos l7.

2.20. Unión covalente de (NC) de (“OCCL a lípidos y fosfolípidos microsomales hepáticos

"in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los rnicrosomas hepáticos se prepararon según lo descripto en Métodos l.
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Para determinar Ia unión covalente de (HC) de (“C)CCL¡ a lípidos y fosfolipidos

microsomales hepáticos "in vitro", se realizaron incubaciones anaerobias durante l hora a 37°C en

un baño tennostatico DubnoflïShaker (Tabla 24).

Tabla 24

Unión covalente de (l‘C) de (“C)CCl. a lípidos y fosfolípidos microsomales hepáticas

"in vitro"

-NADPH +NADPH

microsomas l ml l ml

buffer Tris/HCI 50 mM 1.7 ml l.4 rnl

MgClz 0.15 M 0.3 ml 0.3 ml

isocit/NADP - 0.3 ml

(“C)CCL 0.2 mM 20 ¡11 20 111

lCDH - lO ul

El sistema de incubación (con un volumen final de 3 ml) estuvo constituido por la

suspensión de microsomas (3.8 mg proteína/ml) en buffer Tn's/l-lCl 50 mM (ph 7.5), MgClz 0.l5

M, sistema generador de NADPH (71,191,193) y (“C)CC1. 0.2 mM en glime (2 x 1o6dpm/ml),

bajo atmósfera de nitrógeno.

La reacción se detuvo en baño de hielo.

La unión irreversible de HC de metabolitos reactivos del CCl4 marcado, fire analizada

extrayendo las mezclas de incubación con CHCIJMeOl-l (2:l)/BHT (0.01% P/V) segun lo

descripto en Métodos 8.

Luego se realizó la separación en distintas clases de lípidos y fosfolipidos por TLC

(Métodos 9 y lO).

Todas las fracciones de lípidos y fosfolípidos fiJeron cuantitativamente transferidas a viales

de centelleo para determinar la radioactividad incorporada utilizando un contador de centelleo

líquido (Métodos l l).
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2.2| Unióncovalentede (“o de (“oca4 a lípidosy fosfolípidosnucleareshepáticas "in

vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los nucleos hepáticos se prepararon según lo descripto en Métodos 2.

Para determinar la unión covalente de (HC) de (“C)CC14 a lípidos y fosfolípidos nucleares

hepáticos "in vitro", se realizaron incubaciones anaerobias durante l hora a 37°C en un baño

termostático DubnoflïShaker (Tabla 25).

Tabla 25

Unión covalente de (“C) de (“OCCL a lípidos y fosfolípidosnucleares hepáticas "in

vitro"

-NADPH +NADPH

núcleos 1 ml 1 ml

STKM 0.25 M 1.7 ml 1.4 ml

MgClz0.15M 0.3ml 0.3ml

¡socit/NADP — 0.3 ml

("QCCL 0.2 mM 20 ul 20 pl

¡con - 10tu

El sistema de incubación (con un volumen final de 3 ml) está constituido por los nucleos

hepáticos (l l.0 mg de proteinas/ml) en buñ'er STKM 0.25 M (sacarosa 0.25 M Tris/HCl 50 mM ­

ph 7.5, KCl 2.5 mM MgClz 5 mM), sistema generador de NADPH (71,191,198), MgClz 0.15 M,

y (“C )CC140.2 mM en glime (2 x 10° dpm/ml), bajo atmósfera de nitrógeno.

La reacción se detuvo en baño de hielo.

La unión irreversible de NC de metabolitos reactivos del CCL marcado, fiJe analizada

extrayendo las mezclas de incubación con CHClJMeOH (2:l)/BHT (0.01% PN) según lo

descripto en Métodos 8.

Luego se realizó la separación en distintas clases de lípidos y fosfolípidos por TLC

(Métodos 9 y 10).
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Todas las fracciones de lípidos y fosfolípidos fueron cuantitativamente transferidas a viales

de centelleo para determinar la radioactividad incorporada utilizando un contador de centelleo

liquido (Metodos l l).

2.22 llnión covalente de (“C) de (“C)CCI.. a lípidos y fosfolípidos microsomales y

nucleares hepáticos "in vivo"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osbome Mendel (240-260 g) ayunadas. a las

cuales se les administró una inyección intraperitoneal de (“C)CCL. al 5% en aceite de oliva virgen

(6.86 x lO7dpm/ml), a una dosis de 5 ml/kg de rata.

Luego de 3 horas de la administración, los animales fiJeron sacrificados por decapitación y

se removieron los higados para ser procesados.

Las fracciones microsomales y los núcleos purificados fueron obtenidos según lo descripto

en Métodos l y 2.

La unión irreversible de HC de metabolitos reactivos del CCl4 marcado, file analizada

extrayendo las mezclas de incubación con CHClg/MCOH (2: l)/BHT (0.01% P/V) según lo

descripto en Métodos 8.

Luego se realizó la separación en distintas clases de lípidos y fosfolipidos por TLC

(métodos 9 y lO).

Todas las fracciones de lípidos y fosfolípidos fueron cuantitativamente transferidas a viales

de centelleo para determinar la radioactividad incorporada utilizando un contador de centelleo

líquido (Métodos l l).

2.23. Interacción de los metabolitos reactivos del CCL con colesterol. Reacción química.

El estudio de la reacción química de los metabolitos reactivos del CCL con el colesterol se

realizó de la siguiente manera:

Se colocaron 0.6 mg de colesterol y 0.5 ml de CCL. en una ampolla calentando a 85°C

durante 5 horas, en ausencia o presencia de peróxido de benzoílo (BzOO) (l mg o 0.l mg),

utilizado como catalizador de la reacción.(Tabla 26)
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Tabla 26

Interacción de los metabolitos reactivos del CCL con colesterol. Reacción química.

C. C2 C3 M¡ M2

Colesterol - - 0.6 m: 0.6 mg 0.6 mg

BzOO O.l mg l mg - 0.] mg l mg

CCL 0.5 ml 0.5ml 0.5 ml 05ml 0.5ml
C controles. M: muestra

Las ampollas se cerraron en atmosfera de nitrógeno. para generar los radicales °CCl3, o en

presencia de oxigeno, para generar los radicales CC¡3020.

Luego del periodo de calentamiento. se enfiiaron las ampollas y se evaporó el solvente con

nitrógeno.

Para poder realizar el análisis cromatográfico se den'vatizaron los extractos evaporados de

las muestras, realizando una sililación con una mezcla de BSTFA (bis(tnmetilsilil)trifluoro

acetamida) : acetinjtn'lo (l :l)

Los 0.2 ml de la mezcla se mantuvieron a 70°C durante 15 minutos (200) (Fig. 34).

Fig. 34

Derivatización con BSTFA

Crlg

CH; — Si—CH3

CH;

CF;— Á=N— Si-——CH; + R— OH—> R—O—Si(CH3)3

CL,

derivado
. .lsT

BSTFA compuesto
hidroxilado

Se realizaron blancos simultáneos sin peróxido de benzoilo y sin colesterol. No fiie posible

realizar blancos sin CC[4,ya que e'ste es el único solvente de la mezcla de reacción. Además, no fue
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factible el uso de otro tipo de solvente (Ej: MeOH. glime, acetona u otro) porque ellos mismos

generan radicales libres, los cuales interfenrían en la reacción.

El análisis cromatograé' o y la identificación de los productos, por espectrometn'a de masas,

se realizo en un detector selectivo de masas Hewlett Packard modelo 5970 B, en interfase con un

cromatografo de gases HP 5890.

Las condiciones cromatográficas utilizadas fiieron las siguientes (201):

Modo de inyección: sin división de flujos ("splitless"),con un tiempo de purga de 30

segundos.

Columna: 5% fenilmetilsilicona(Hewlett-Packard) (12 m x 0.20 mm, espesor del film 0.33

mm)

Temperatura de inyección: 265°C

Gas portador: Helio ( presión en la cabeza de la columna, lOOKPa)

Temperaturadela columna:70°Cdurante2 incrementandohasta ¡40°C con una

rampa de velocidad de 70°C/min. y luego hasta 280°C a lO°/min.

Temperatura de la interfase CG/EM: 280°C

Temperatura de la fuente de ionización: 200°C c.a.

Voltaje del electromultiplicador; 2400-2600 volts.

El espectro se realizó con una energía de ionización de 70 ev, con un cuadrupolo de rango

de barrido de 100-670 a.m.u. y a una velocidad de 0.75 scans/seg.

Debido a la pequeña cantidad de los productos obtenidos bajo las condiciones

experimentales utilizadas, sólo se pudo realizar el análisis por EM, no pudiéndose elucidar las

estructuras por otras técnicas como RMN (Resonancia magnética nuclear).

2.24. Interacción de los radicales -CCl3 y CCbOzo con el colesterol endógeno de

microsomas hepáticos "in vitro".

Para analizar la reacción entre los metabolitos reactivos del CCl.‘y el colesterol en un medio

biológico se realizaron incubacíones con suspensiones microsomales hepáticas, pero sólo se
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detectaron trazas de los productos de oxidación del colesterol. Por dicha razón se repitieron las

experiencias utilizando CBrCl; en lugar de CCh, ya que el pn'mero forma radicales 'CClg con

mayor facilidad (56).

Se utilizaron ratas macho Spragwe Dawley (240-260 g) ayunadas y los microsomas se

prepararon según la técnica descripta en Métodos l .

Las mezclas de incubación (Volumen final 3 ml) conteniendo, la suspensión de

miscrosomas (6.5 mg de proteína/ml) en buffer KH2P04 0.15 M - ph 7.4, MgClz 0.15 M, sistema

generador de NADPH (7 l, l9|. ¡98) y 7 ul de CBrCl;, se mantuvieron bajo una atmósfera aerobia a

37°C durante l hora (Tabla 27).

Simultáneamente se realizaron blancos sin CBrClg o sin sistema generador.

Tabla 27

Interacción de los radicales -CCh y C0302. con el colesterol endógeno de
Hmicrosomas hepáticas "in vitro .

Cl C2 M

microsomas l ml l ml ¡ml

buffer KH2P04 ¡.7 ml 1.7 ml 1.4 ml
0.15M

MgCl; 0.15 M 0.3 ml 0.3 ml 0.3 m]

isocit/NADP - - 0.3 ml

CBICI; - 7 ul 7 pl

lCDH - - 10 uJ
C.: controles. M: muestra

La reacción fiJe intermmpida en baño de hielo.

Las mezclas de la reacción se extrajeron con 12 ml de acetona, se filtraron y se evaporaron

a sequedad con nitrógeno.

Los extractos evaporados fiieron derivatizados con BSTFAzacetonitn'lo, como se describió

en Métodos 23.

Las condiciones cromatográficas utilizadas fiJeron las mismas que en Metodos 23.
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2.25. Interacción de los radicales 'CCIJ y C0302. con el colesterol endógeno de núcleos

hepáticos "¡n vitro".

Para la determinación de los productos formados por la interacción de los radicales -CCl3

con el colesterol endógeno de núcleos hepáticos "in vitro", se utilizaron ratas macho Sprague

Dawley (260-270 g) ayunadas y se prepararon los núcleos purificados según Métodos 2 .

Las mezclas de incubación (con un volumen final de 3 ml) conteniendo los núcleos

purificados (12.9 mg de proteina/ml) ( ¡99) en STKM 0.25 M, MgCl; 0.l5 M, sistema generador

de NADPH (71.191.198) y 7 ml de CBrCh, se mantuvieron bajo una atmósfera aerobia a 37°C

durante una hora (Tabla 28).

Tabla 28

Interacción de los radicales -CCl3y C0302. con el colesterol endógeno de núcleos

hepáticos "in vitro".

C¡ C2 M

núcleos l ml l ml lml

STKM 0.25M l.7ml l.7ml l.4ml

MgCl; 0.l5 M 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml

isocit/NADP - - 0.3 ml

CBrCIJ - 7 ul 7 ul

lCDH - - lO ul

C.2controles. M: muestra

La reacción fue interrumpida en baño de hielo.

Las mezclas de la reacción se extrajeron con acetona según Métodos 24.

Los extractos evaporados se derivatizaron con BSTFAzacetonitnlo (lzl) (Métodos 23) y se

analizaron por CG/EM utilizando las mismas condicones cromatográficas que en Métodos 23.

Para aumentar la sensibilidad de la detección se utilizó CG/EM-SIM, con un voltaje de

3000 volts y un "dwell time" de 20 milisegundos.
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Basándose en el espectro de masas de los productos de oxidación del colesterol detectados

en microsomas, se seleccionaron los siguientes iones para realizar el monitoreo: m/z: 367, 384, 472,

474‘ 456, 486.

2.26. Tratamiento estadístico de los datos

A los resultados de cada experiencia se les aplicó un árbol de decisión para seleccionar el

procedimiento estadístico (209).

La significancia entre dos grupos fue establecida aplicando el test apropiado, ya sea

parametrico (Test de t) o no parametrico (Mann-Whitney).

Los cálculos se realizaron utilizando un programa de computación adecuado (210).
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Resultados

l. INTERACCIÓN DE LOS RADICALES -CCIJ CON PBN EN MICROSOMAS

HEPÁTICOS "¡N VITRO"

Se detecto la formación de los radicales °CCl; en experiencias realizadas con

microsomas "in Vitro". utilizando al PBN como atrapador de radicales libres (Métodos 4).

Por el analisis de cromatografía gaseosa con detección por espectrometria de masas

(CG/EM) (Métodos ó) se observo la formación de un aducto entre los radicales -CCl; y el

PBN.

Microsornas - PBN - CBrC|3 - NADPH (Extracto ácldo doi Eltrvlut)
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F ig 35.Cromatograma (CG/EM) obtenido del análisis de mezclas de incubación conteniendo
inicrosomas. PBN. CBTCI1}'NADPH. extraídas con ExtrelutR (a) o hexano (b). Columna. 5%
l'cnilmclilsilicona.Tcmperatura programada desde 100 °C (l min.) incrementando hasta 320 °C con
una rampa dc velocidad de 10 °C/min. " aducto -CClJPBN.

En la Fig. 35, se muestran los cromatogramas gaseosos de las muestras conteniendo

microsomas, NADPH y CBrCl;, extraídas con hexano (Fig. 35 b) y extraídas con ExtrelutR en
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medio ácido (Fig. 35 a). segun lo descripto en Métodos 57 Aparentemente el hexano resulta

ser mas efectivo para la extracción del aducto. En el extracto básico del ExtrelutR sólo se

encontraron trazas del mismo.

El espectro de masas del aducto (°CCl;/PBN) se muestra en la Fig. 36.

El ion molecular (m/z: 279) no pudo ser observado directamente del espectro. pero

pudo ser inferido a partir del M" - 15 (m/z: 264) y corroborado con el tipo de

fragmentaciones que presentó el compuesto.

La presencia del -CCI; se vio claramente en los fragmentos con m/z: 207/9/11 y

264/6/8.

Scan 322 (7.538 min)
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F ig. 36. Espectro de masas del aducto °CCl3/PBN. El M" no fue observado pero se pudo determinar
basándose en el (M-l5)‘ (m/z 264) y fue confirmado con los iones de m/z 207/9/11 (M- -NHC(CH3);)
y rn/z 162 (M - -CC|,). El pico base a m/z 106 corresponde a la pérdida de C4Hgdesde el ión (M ­

El aducto °CCl3/PBN detectado no resultó ser igual al encontrado en experiencias

realizadas con microsomas por Janzen y col. (41). Ello puede deberse al ambiente reductivo

empleado en las incubaciones y a la presencia de NADPH. Aunque es poco probable, no se

puede descartar algún tipo de artefacto relacionado con el procesamiento de la muestra y/o la

técnica de detección empleadas.
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En la Figr 37 se muestra la fórmula del aducto detectado y un esquema de las posibles

rupturas que presenta durante la detección por espectrometria de masas.

CHa'
+0 +

Ph_ CH._ NH._ qcua),_¿_, Ph_CH ._NH=qcm), m/z264
HCI

con, cu3 CCI,
M4» 279

cc¡a cc.” .
Ph — c — NH=C(CHa)a

Ph— cu — NH­
cctz mfz 223

+
Ph — cu: NH— emm), ¡11/2162

+C4Ho "Ill 57 "¡c = C(CH3)¡

' NH — C‘CHah +
I/ Ph— CH=NH:

ml: 106
lr

Ph— ¿H— cel,
m/z 207 "Cl

+
Ph — C = CCI:

ml: 171

Fig. 37. Esquema de fragmentación dcl aducto 'CCh / PBN

2. INTERACCIÓN DE LOS RADICALES oCCI3CON PBN EN NÚCLEOS

HEPÁTICOS "IN VlTRO"

Al igual que en los microsomas, en los preparados nucleares puede evidenciarse la

formación de los -CCl; utilizando PBN como atrapador de radicales libres (Métodos 7).

Sin embargo. para aumentar la sensibilidad de la detección se debió recurrir a CG/EM

con monitoreo selectivo de iones (Métodos 7).
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F ig. 38. Cromatograma (CG/EM-SlM) obtenido del análisis de mezclas de incubación conteniendo
núcleos. PBN. CBrCl; y NADPH. Columna. 5% fenilmetilsilicona. Temperatura programada desde
¡00 °C (l min.) incrementando hasta 320 °C con una rampa de velocidad de li) °C/min.
"' aducto -CCIJPBN.

En la Fig. 38, se muestran los cromatogramas (CG/EM-SIM) correspondientes a las

incubaciones conteniendo núcleos pun'ficados y CBrCl; en ausencia (Fig. 38 a) y en presencia

de NADPH (Fig. 38 b). En ambos casos se detectó la presencia del aducto °CCI3/PBN, siendo

mas acentuada la producción del mismo en las incubaciones con NADPH.

3. DETERMINACIÓN DE Ácmo ARAQUIDÓNICO EN MICROSOMAS

HEPÁTICOS, ESTUDIOS "IN VlTRO"

El analisis de los metil ésteres de los ácidos grasos provenientes de incubaciones de

microsomas hepáticos, se realizó utilizando CGL-FID, según lo explicado en Métodos 14.
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Resultados

En la Fig. 39 se muestra el cromatograma obtenido de una mezcla de incubación

conteniendo lOsmicrosomas hepáticos. NADPH y CCh

26.5lz (10:2)

22.444 (1620]

25.m(10:2) 29.¡56 (20:4)í
Fig.39. Cromatograma (CGL/FID) obtenido de una mezcla de incubación conteniendo los
microsomas hepáticos. NADPH y CCl. Columna 5 % fenilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp.
Columna 120 °C (l min.) incrementando hasta 280 °C. con una rampa de velocidad de 5 °C/min.
l6:() ác. palmítico. l822 áe. linoleico. 18:0 ác. eslcárico. 20:4 ác. araquidónico.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 29 .

136



Resultados

Tabla 29

Determinación de los metilésteres de los ácidos grasos de los fosfolípidos en

microsomas hepáticos "in vitro"

[6:0 ¡8:2 18:0 20:4

Control 2041:097 ll.óói0.23 39.4li0.08 282110.82

-NADPH ló.58:‘:0.|6 ll.90:t0.l3 38.35zt0.05 32.56i062

+NADPH 24.57i2.35 12.28i0.ló 41.68zl:0.ll 19.9%095

Las me/clas de incubación contienen microsomas hepáticos (4.63 mg. prot./ml) en bufl‘er KH;POJ 0. l5 M (ph
7.4). MgCl; 0.15 M. sistema generador de NADPH y CCI4 2 mM. Las muestras fueron procesadas según
Metodos l-l. Los datos se expresan como % de metiléster de ácido graso y el resultado de cada grupo es el
promedio i la desviación estandar de 3 muestras individuales. Condiciones cromatograficas: CGL-FID.
columna 5 % fcnilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp. Columna 120 °C (l min.) incrementando hasta 280
°C. con una rampa de velocidad de 5 °C/min.
16:0 ac. palmítico. 18:2 ác. linoleico. l8:() ác. estcárico. 20:4 ác. araquidónico.
P < 0.05 ¡4. control vs. -NADPH

¡610. control vs -NADPH y -NADPH vs. +NADPH
P < 0.0| 20:4 control vs. -NADPH

P < 0.005 ¡8:0. control vs. -NADPH y control vs. +NADPH
P < (mot 18:0. -NADPH vs. +NADPH

20:4. -NADPH vs. +NADPH

De los resultados expresados en la tabla 29 surge que existe una disminución en el

contenido de ácido araquidónico de un 29.l % y un aumento en el contenido de ácido

esteárico (5.7%) y ácido palmitico (20%).

4. DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ARAQUIDÓNICO EN NÚCLEOS

HEPÁTICOS, ESTUDIOS "IN VITRO"

El análisis de los metilésteres de ácidos grasos por CGL-FID, en incubaciones con

núcleos hepáticos, se realizó según lo explicado en Métodos 15.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 30.
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Tabla 30

Determinación de los metilésteres de los ácidos grasos de los fosfolípidos en

núcleos hepátieos "in vitro"

¡6:0 l8:2 18:0 20:4

Control 233810.22 7.64:O.3l 42.97il.98 265511.12

-.\'ADPH 2515:078 89711.37 4|.33il.36 23.87t0.37

+NADPH 25.8%056 8.44i0.88 44.49i2.ll l9.18i0.72

Las mezclas de incubación contienen núcleos hepáticos (7.9 mg. prot./ml) en buffer STKM 0.25 M. MgCl;
0.15 M. sistema generador de NADPH y CCl.. 2 mM. Las muestras fueron procesadas según Métodos l5. Los
datos se expresan como % de melileslcr de ácido graso y el resultado de cada grupo es el promedio i la
desviación estandar de 3 muestras individuales. Condiciones cromatograficas: CGL-FID. columna 5 %
fenilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp. Columna 120 °C (l min.) incrementando hasta 280 °C. con una
rampa dc velocidad de 5 °C/min.
|():U ac. palmitico. 1s2 ác. linoleico. |820 ác. eslcán'co. 20:4 ác. araquidónico.
P < 0.005 l6:(). control vs. +NADPH

P < 0.0005 20:4. control vs. +NADPH y -NADPH vs. +NADPH

Al igual que en las incubaciones microsomales, en las incubaciones con núcleos

hepáticos, se observó una disminución del contenido de ácido araquidónico del 27.8%. Hubo

un aumento de sólo el 10.7% en el contenido de ácido palmitico y no se detectó un aumento

significativo en el contenido de ácido esteán'co.

S. DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ARAQUIDÓNICO, ESTUDIOS "IN VIVO"

El análisis de los metilésteres de ácidos grasos por CGL-FID (Métodos 16) de

microsomas y núcleos hepáticos de ratas macho Sprague Dawley, tratadas con CCI; al 20 %,

mostró una disminución en el contenido de ácido araquidónico (Tabla 31).

En las experiencias "in vivo" se detectó una disminución del 20,84 % en el contenido

de ácido araquidónico en núcleos hepáticos y sólo del 6.9 % en microsomas hepáticos. Ésto

no fue evidenciado en las experiencias "in vitro". Estos resultados aparentemente reflejan'an

que los procesos de reparación resultan ser más rápidos y/o importantes en microsomas que en

núcleos.
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Tabla 3|

Determinación de metilésteres de ácidos grasos en microsomas y núcleos

hepátieos "in vivo"

l6:0 ¡8:2 [8:0 20:4

Mierosomas

Control 1482:014 |3.37i0. 13 355211.06 3629:].03

CCI. |599i0767 13.28i0.10 36.06i0_79 33.78i051’

Núcleos

Control 19.41 i 0.06 10.65 i 0.65 35.27 :t 0.08 33.63 i ¡.67

CCh 24.01 e 3,42 12.85 i 0.44“ 36.52 i 0.47' 26.62 i 3.97'

Las ratas fueron tratadas con (“Ch al 20% en aceite de oliva. ip.(5 ml/kg); a los controles se les administró sólo
aceite de oliva. Los animales se sacrificaron a las 6 hrs. de la administración del CCl... Los higados fueron
procesados según Metodos l6. Los datos se expresan como % de metiléster de ácido graso _vel resultado dc
cada gmpo es el promedio t la desviación estandar de 3 muestras indin'duales. Condiciones cromatogral'icas:
CGL-FlD. columna 5 % fenilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp. Columna [20 °C (l min.) incrementando
hasta 280 °C. con una rampa de velocidad de 5 °C/min.
16:0 rie. palmítico. ¡8:2 ác. Iinoleico. ¡8:0 ác. csteárico. 20:4 ác. araquidónico.

' P<().()5 control vs. CCI4
P < 0.0| control vs. CCli

6. DETERMINACIÓN DE LA FORMACIÓN DE MALONDlALDEHÍDO EN

MICROSOMAS v NÚCLEOS HEPÁTICOS "IN VITRO"

Como se esperaba, el CCl4 promueve la formación de MDA, tanto en microsomas

como en núcleos hepáticos de ratas macho Sprague Dawley.

Los resultados se expresan en la Tabla 32 y se obtuvieron siguiendo la metodologia

presentada en Métodos ¡8 y 19.

La formación de MDA fiJe significativamente menor en las incubaciones nucleares aue

en las microsomales. En ambos casos sólo una pequeña Fracción de MDA fue observabie en

ausencia de NADPH.
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Tabla 32

Determinación de la formación de malondialdehído en microsomas y núcleos

hepáticos "in vitro"

-NADPH +NADPH

núcleos 0.090 x 0.010 ° 0.856 i 0.018 "-°

microsomas 0.239 t 0.093 1.485 i 0.248 °

Las mezclas de incubación conteniendo microsomas o núcleos hepáticos. sistema generador de NADPH cuando
se lo requen'a y CC|.. 2 mM fueron incubadas a 37 °C durante l h y procesadas según Io descripto en Metodos
¡8 _\ 19. Los valores se expresan en absorbaneia a 530 nm. Los resultados son el promedio :t la desn'ación
standar de 4 muestras individuales.

Í P < 0.05 núcleos vs. microsomas (-NADPH)
'"P < 0.0| núcleos \'s. microsomas (+NADPH)
‘ P < 0,001 -NADPH \'s. +NADPH (núcleos)

7.l.

-NADPH vs. +NADPH (microsomas)

INTERACCIÓN DE METABOLITOS REACTIVOS DEL CCI; CON EL

COLESTEROL. ESTUDIOS EN SISTEMAS MODELOS QUÍMICOS

Resultados obtenidos en condiciones aerobias

Los resultados se obtuvieron utilizando la metodologia descripta en Métodos 23.

En la Fig. 40a, se muestra el cromatograma obtenido del análisis por cromatografía

gaseosa con detección de masas de los productos de reacción entre el CCh y el colesterol,

bajo condiciones aerobias y en ausencia de peróxido de benzoílo.
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Fig. 40. Cromtograma (CG/EM) obtenido del análisis de la mezcla de reacción entre el colesterol y
el CCl; bajo condiciones aerobias. luego de la trimetilsililación. a) sin peróxido de benzoilo. b) con 0.l
mg (0.83 Mm) de peróxido de benzoílo. Columna. 5% fenilmetilsilicona. temperatura programada 70
°C (2 min.) incrementando hasta 140 °C a una rampa de velocidad de 70 °C/ min. y luego hasta 280
°C con una rampa de velocidad de 10 °C/ min. l. colesten-2,4.6-trieno; ll. colesten-3.5-dieno; lll. A5­
3-cetocolesteno: IV. cetocolesterol:V.5.6-B-epoxicolesterol; Vl. clorocolesterol; Vll. probable derivado
de Ag-3-csterol; Ch. colesterol

Se observaron 7 productos, los cuales se esquematizan en la Tabla 33.

Los espectros de los picos l y ll, que corresponden a derivados de colesterol

deshidratado, se muestran en la Fig. 41a y 4lb. respectivamente. El primero (pico l) contiene
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un doble enlace extra y su espectro presenta una importante coincidencia con el de un

colesten-4.6-dien-3-ol no derivatizado. comparado con los espectros de masa de la base de

datos NIST Ésto sugiere que el pico l correspondería a un colesten-2.4,ó-trieno.
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Fig. 41. a) Espectro de masas del pico l de la Fig.40a. El M" se observó a m/¿ 366 _vse confirmó
con el (M-lS)‘ a m/z 351. b) Espectro de masas del pico ll dela Fig. 40a. El M" se observó a m/z.
368 y fue conflmtado con el (M-lS)’ a m/z 353.

El espectro del pico II (Fig. 4lb) corresponde a una estructura de colesten-3,5-dieno.

En la Fig. 42, se puede ver el espectro del pico III, el cual presenta fragmentos a m/z

124 y m/z 342 (pérdida de cetena del M"). Dichos Fragmentos, claramente indican la presencia

de un grupo carbonilo sobre el esqueleto esteroidal del colesterol. Comparando con espectros

de compuestos relacionados de literatura (212), se sugiere que el pico III corresponde a un A5­

3-cetocolesteno.

142



Ramhumu

' _ Scan804(2t456nun)

í 4 x quFWLÉE‘ 3C:_-:;' 1222* r
l J - 2a) l

2322- ¿ / f” I
4 . l

i pzaei l I
t

t 1

ÉS 5222- 1 ‘
¡g ‘ 113 342 ¡ ­1.. SBK?” “ / ta; ' /3 4229 l

‘Í : . I 132 n7 3?
3222i |. /’
322g: t

¡229- li; I g
@_ s I l v

15a aaa 25a 359
x Mass/Charge

Fig. 42. Espectro de masas obtenido del pico lll de la Fig.40 a. El M" y el (M - |5)' fueron
observados a I'll/I.384 _\'369 respectivamente. La pérdida de cctena a partir del M" conduce al m/z
342. Otros fragmentos importantes son: m/z 327 (pérdida de cetena a partir del M - l5 ). m/z 260 (M
- I24) y m/z. 124 (característico de A" -3 - cetonas). El pico base a m/z 229 corresponde a la perdida
de l55 a.m.u. desde cl M". posiblemente debido a la escisión de la cadena lateral mas el anillo D (M ­
CxH,- - 42 ).

Del espectro de masas del pico lV (Fig. 43a) se deduce que dicho compuesto es un

cetocolesterol, pero no fiie posible establecer la posición del grupo carbonilo.

En la Fig. 43b, se muestra el espectro de masas del pico V, cuyas fragmentaciones

coinciden con las de una muestra testigo de 5,6-a-epoxicolesterol, pero debido al tiempo de

retención que presenta (197) se correspondería mejor con su isómero, el 5,6-[3­

epoxicolesterol.

El espectro de masas del pico Vl, indica que éste es un clorocolesterol (Fig. 44). La

presencia de un pico base a m/z ¡29 (característico de A5-3-esteroles) sugeñña que el átomo

de CI no se encuentra ubicado sobre los carbonos 1,2 o 3 del anillo A de la molécula de

colesterol (20],213,2l4).
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Fig. 43. a) Espectro de masas obtenido del pico lV de la {13.40a. El M" no pudo ser observado pero
se pudo determinar a partir del ión (M - IS)" a m/z 457 y confirmado con el de m/z 383 ( pico base.
perdida de TMSO°) y m/z 368 (pérdida de TMSO- desde el M - 15 ). El ión a m/z 247 corresponde a
una estructura con los anillos C y D mas la cadena lateral ( CaHr ). b) Espectro de masas obtenido del
pico V de la ñg 40 a. El M" aparece a m/z 474 y el pico base corresponde al ión con m/z 367 (
perdida de TMSOH y 2 hidrógenos desde el M - l5). Otros fragmentos importantes son m/z 459 (M ­
l5) y m/z 385 (perdida de TMSO).

En la Fig. 40b se muestra el cromatograma obtenido del análisis de los productos de

reacción entre los metabolitos del CC14y el colesterol, en una reacción catalizada por una baja

concentración de peróxido de benzoilo (0.1 mg, 0.83 M)en condiciones aerobias.

Se puede observar que el colesterol reacciona intensamente dando los picos l,ll, lll y

lV. Se observa un pequeño pico adicional impuro (pico VII). Éste presenta un pico base a m/z

393 y un fi'agmento a m/z 129. El pico VII probablemente sea un den'vado de A5-3-esterol,

pero de su espectro no es posible dilucidar su estructura.
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Fig. 44. Espectro de masas obtenido dcl pico Vl de la fig.4()a. El M" se encontró en m/1.492/4 y el
pico base a m/z 12‘) (característico de A5 - 3- csteroles). Otros fragmentos importantes son m/z 457
(perdida de cloro). m/z 402/4 (perdida de TMSOH). m/z 387/9 (pérdida de TMSOH desde el M - l5).
m/z 367 (pérdida de TMSOH desde el m/z 457). m/z 363/5 (M - 129) y cl m/z 327 (pérdida de HCI
desde el m/z 363/5).

Cuando la reacción se llevó a cabo en presencia de una concentración mayor de

peróxido de benzoílo (8.25 mM) se observó una pérdida total de colesterol, pero sin la

aparición de ningún producto volátil.

7.2. Resultados obtenidos en condiciones anaerobias

Cuando la reacción descn'pta previamente se llevó a cabo bajo atmósfera de nitrógeno,

el análisis por cromatografía gaseosa con detección de masas, reveló una distribución distinta

de los productos de reacción. La reacción resultó ser menos intensa que la observada bajo una

atmósfera aeróbica.

Cuando se omite el peróxido de benzoílo de la mezcla de reacción, sólo se obtuvieron

los dos colesteroles deshidratados (picos I y Il), previamente observados en la reacción bajo

atmósfera aerobia, pero en menor abundancia. (Tabla 33).
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Tabla 33

Interacción de los metabolitos reactivos del CCI; con el Colesterol. Estudios en

sistemas modelos quimicos.

Sistema Aerobic Sistema anaerobio

- BzOO l. ll l. ll
llI
IV, V
Vl

BzOO 0.83 mM L ll l, ll
III VIII, IX
IV
Vll

BzOO 8.25 mM - l, ll

Bzoo : peróxido de benzoilo
l: colesterol deshidratado con un doble enlace extra ( colesten-2.4.6-trieno)
ll: colesterol deshidratado (colesten-3.5-dicno)
lll: A5- 3 - cetocolesleno
IV: cetocolesterol

V: 5.6 - B- epoxicolesterol
Vl: clorocolesterol

Vll: probable derivado de un 2A5- 3 - esterol
Vlll y IX :cetocolesteroles isoméricos
X: :Al - 3.6 - dihidroxicolesterol

En la Fig. 45 se muestra el cromatograma correspondiente al análisis de los productos

de reacción formados en presencia de una baja concentración de catalizador (0.83 mM). En

este caso, se detectaron los picos I y ll, dos den'vados isoméricos de cetocolesterol (Vlll y

IX) y un componente adicional (pico X) cuyo espectro de masas (Fig.4ó) refleja la existencia

de un gmpo hidroxilo extra en la molécula de colesterol. El pico base del espectro presente a

m/z 403 (M'° - 143 a.m.u.), corTesponde a la pérdida de una molécula que contiene los átomos

de carbono del anillo A. Este tipo de fragmentación difiere significativamente de la

fragmentación tipica que conduce a m/z 329 (Mi' - |29). Este espectro es muy similar al de un

A4-3.ó-diOTMS comparado con los espectros de la base de datos NIST.
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Ch + CCI4 + Benzoyl Peroxide (0.83 mM) in N2
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F ig. 45. Cromatograma (CG/EM) obtenido del análisis de la mezcla de reacción entre el colesterol y
cl CCl. . en presencia de ().l mg (0.83 Mm) de peróxido de benzoilo. bajo condiciones anaerobias.
luego de la tn'metilsililación. Columna. 5% fenilmetilsilicona. temperatura programada 70 °C (2
min.) incrementando hasta HO °C a una rampa de velocidad de 70 °C/ min. y luego hasta 280 °C con
una rampa de velocidad dc l() °C/ min. l. colesten-2.4.6-trieno; lll. AÏJ-cctocolesteno; Vlll y lX.
cetocolestcrolcs isome'ricos: X. A4- 3.6 - dihidroxicolcsterol: Ch. colesterol

í. _ Scan 757 (20.435 min)
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F ig. 46. Espectro de masas obtenido del pico X de la Fig.46. El M" se encontró a m/z 546. El pico
base a m/I. 403 corresponde a Ia pérdida del anillo A (M-l43). Otros fragmentos se encontraron a m/I.
5.1| (M-lS). m/z 456 (perdida de TMSOH). m/z 44] (pérdida de TMSOH a partir del M-IS) y m/z
35 ltpérdida dc TMSOH desde cl ión con m/z 4-“).

[47



Resultados

Con una concentracion de catalizador mayor ( 8 25 mM). utilizada en experimentos

con otros blancos lipidicos (216). la reaccion fue ni cho mas intensa. El colesterol

practicamente se consumió en su totalidad y sólo aparecieron dos productos volátiles (l y ll),

pero en muy baja cantidad

47,

Las estructuras de los productos de oxidación observados. se esquematizan en la Fig.

Fig. 47

Estructura de los productos de oxidación del colesterol observados durante los

estudios en sistemas modelo quimicos con los metabolitos reactivos del CCL

| H0 o v

u H0 X
H0

ofi/ o
m "° IV

l: colesterol deshidratado con un doble enlace extra ( colesten-2.4.6-tncno). ll: colesterol deshidratado
(colesten-3.5-dieno)_ III: A‘ - 3 - cetocolesteno. IV: cetocolestcrol. V: 5.6 - B- epoxicolesterol. X: A" ­
3.6 - dihidroxicolcstcrol
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s. INTERACCIÓN DE RADICALES oCCt, y CCI,0;- CON EL COLESTEROL

ENDÓGENO DE MICROSOMAS HEPÁTICOS "IN VlTRO"

Los resultados se obtuvieron utilizando la metodologia descn'pta en Métodos 24.

_ Microsomos
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Fig. 48. Cromatograma (CG/EM) obtenido del análisis de la reacción entre el colesterol endógeno de
microsomas y el CBrCl; . luego de la trimcu'lsílilacióm. a) sólo rm'crosomas. b)CBrCl; sin NADPH. c)
CBrCI; con NADPH. Columna. 5% fenjlmetilsilicona. temperatura programada 70 °C (2 min.)
incrementando hasta 140 °C a una rampa de velocidad de 70 °C/ min. y luego hasta 280 °C con una
rampa de velocidad dc lt) °C/ min. A y B: cetocolesteroles; C: A5-3.7-dihidro.\'icolesterol; D: 5.6-[3­
epoxicolcsterol; E: 5.6«x-cpoxicolesterol; F: cetocolesterol; Ch: colesterol
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En la Fig. 48, se muestra el cromatograma obtenido del analisis por CG/EM de los

productos de reaccion entre metabolitos derivados del CBrCl; con el colesterol endógeno de

suspensiones microsomales hepáticas. tanto en ausencia como en presencia de NADPH.

El cromatograma correspondiente a la incubación conteniendo sólo microsomas (Fig.

48a) presento dos picos (A y B), que aparentemente corresponden a productos de

autooxidacion del colesterol.

El espectro del pico A (Fig. 49) coincide con el de un cetocolesterol con un doble

enlace adicional, pero no fiie posible precisar la posición del mismo.

Scan 795 (22.149 min)
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F ig. 49 . Espectro de masas obtenido del pico A de la ñg. 483. El M" se observa a m/z 472 _\'el pico
base a m/z l29 (característico de AS-J-esteroles). Otros fragmentos importantes se encuentran a m/I.
457 (M-lS). rn/z 444 (pérdida de CO). m/z 382 ( M-TMSOH). m/z 367 (pérdida de TMSOH desde el
M-lS) y m/z 343 (W-l29).

El espectro de masas del pico B (Fig.50) sugiere que este tiene la estructura de un

derivado del colesterol conteniendo dos grupos carbonilos. La presencia de un fragmento a

m/z 357, que corresponde a M" - 129 a.m.u., indica que los grupos carbonilos no están

presentes en el anillo A de la molécula de colesterol (201,213,214).
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Ï Scan 323(23.147min)
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F ig.50. Espectro dc masas obtenido del pico B dc la ¡"tg-483.El M " me encontrado a m/¡. 486. El
pico base a m/z 357 corresponde a M-IZ‘). Otro fragmento importante se encontró a m/z 396
(perdida dc TMSOH).

En la Fig. 48b‘ se muestra el cromatograma de las incubaciones conteniendo

microsomas hepáticos y CBrCl; en ausencia de NADPH. En este caso se encontró el pico B y

tres nuevos picos C, D y E.

El espectro de masas del pico C (Fig.52), indica que este compuesto corresponde a un

hidroxicolesterol. La presencia de un fragmento a m/z [29 (característico de As - 3- esteroles),

sugiere que el grupo hidroxilo adicional no está presente en el anillo A (201,213,214).

Este espectro es sirmlar al de un A5-3,7-diOTMS (7- hidroxicolesterol sililado) (Fig.5 l)

comparado con la base de datos NIST.
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Fig.5|
Estructura del 7-hidroxicolesterol

H0 OH
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Fig. 52. Espectro dc masas del pico C dc la Fig. 48h. El M" se encontró cn m/z. 546. El pico base
m//. 456 corresponde a la pérdida de TMSOH a partir del M". Otro fragmento importante cs el m/z
129 ( característico de As-J-cstcrolcs).

Los espectros de masas de los picos D (Fig 53) y E corresponden a la estructura del

5.6-epoxicolesterol. Este compuesto puede presentarse como el isómero a o el B; sólo es
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posible diferenciarlos por su tiempo de retencion, ya que ambos presentan el mismo tipo de

rupturas (l97). Comparado con una muestra testigoi el pico E resulto ser el 5.6-(1­

epox'icolesterol. De lo expuesto puede inferirse que el pico D seria el 5‘ó-B-epoxicolesterol.

El pico D. es el unico que presenta una marcada similitud. tanto en su espectro como

en su tiempo de retencion. con respecto a los picos observados en el sistema de reacción

quimica (pico V, Fig. 40a).
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Fig. 53. Espectro de masas obtenido del ph. D de la Fig. 48h. El M" se encontró a m/z 474. El pico
base . m/z 384 corresponde a la perdida dc TMSOH. Otros fragmentos ¡mponantes : m/z 459( M-l5)
y m/I. 369 (pérdida dc TMSOH a partir del M-lS).

En presencia de NADPH, se observaron los picos B, C, D, E y uno adiciona], el F (Fig.

48c).

Los picos C, D y E resultaron ser más intensos que en ausencia de NADPH.

El pico F corresponde a un 7- cetocolesterol (ésto fiJe confirmado con una muestra

testigo del mismo).
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Fig. 54

Estructura del 7-cetocolesterol

H0 0

9. INTERACCIÓN DE LOS RADICALES °CCl3 y CCI3020 CON EL

COLESTEROL ENDÓGENO DE NÚCLEOS HEPÁTICOS "IN VITRO"

El analisis por CG/EM-SIM de los productos de reacción entre los metabolitos

derivados del CBrCl; con el colesterol endógeno de núcleos punficados, tanto en ausencia

como en presencia de NADPH se muestra en la Fig. 55 .

En el cromatograma correspondiente a la incubación conteniendo sólo los preparados

nucleares (Fig. 55a) sólo se detectó el pico correspondiente al colesterol, sin evidenciarse la

presencia de ningún producto de oxidación del mismo.

En la Fig. 55b, se muestra el cromatograma conespondiente a las incubaciones que

contienen los núcleos purificados y CBrCl; en ausencia de NADPH. Se observaron tres

productos de oxidación (1,2 y 3).
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Fig. 55. Cromatograma (CG/EM) obtenido del análisis de la reacción entre el colesterol endógeno de
núcleos y el CBrCl; . luego de la lrimetilsililación. a) sólo núcleos. b)CBrCl3 sin NADPH. c) CBrCl;
con NADPH. Columna. 5% fenilmetilsilicona. temperatura programada 70 °C (2 min.)
incrementando hasta ¡40 °C a una rampa de velocidad de 70 °C/ min. y luego hasta 280 °C con una
rampa de velocidad de lU °C/ min. l: cetocoleslerol; 2: 5.6-l3-epoxicolcsterol; 3: 7-cetocolesterol; Ch:
colesterol
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Del espectro de masas del pico l (Fig. 56) se deduce que este compuesto seña un

cetocolesterol. pero no fue posible determinar la posicion exacta del grupo carbonilo.
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Fig. 56. Espectro de masas obtenido del pico l de la Fig 55h. El M" fue encontrado a mjz. 474. El
pico base corresponde a m/z ¡05. Otros fragmentos importantes fueron: mJI. 459 (M-lS) y m/z. 384
(pérdida de TMSOH).

El pico 2, cuyo espectro de masas se muestra en la Fig. 57 , tiene una gran

coincidencia con el pico D, encontrado en las incubaciones equivalentes de microsomas (Fig.

53). cuya estructura seria la del 5,6-B-epoxicolesterol.
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Fig. 57. Espectro de masas obtenido del pico 2 de la Fig. 55h. El M" fue encontrado a m/z. 474. El
pico base (m/z 384) corresponde a la perdida de TMSOH. Otros fragmentos importantes fueron:
m/z 459 (M-15)_\' mn. 369 (perdida de TMSOH del M-IS) .
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El pico 3 corresponde a u. -cetocolesterol (confirmado con una muestra testigo del

mismo) y tambien se lo habia encontrado en las incubaciones de microsomas (Pico F. Fig.

48c)

En presencia de NADPH. se detectaron nuevamente los picos le 2 y 3 (Fig. 55o), los

dos primeros con mayor intensidad .

|0. l'NlÓN COVALENTE DF “C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL

(“creia A LÍPIDOS Y FOSFOLÍPIDOS MICROSOMALES HEPÁTICOS

DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY"IN VITRO"

Para estudiar la unión covalente de (“C)CCl. a lípidos y fosfolípidos microsomales

hepáticos de ratas macho Sprague Dawley, se utilizó la metodologia descn'pta en Métodos

20.

Las suspensiones microsomales son capaces de activar al CCl; a metabolitos reactivos

que se unen covalentemente a los lípidos y fosfolipidos, tanto en presencia como en ausencia

de NADPH.

La activacion en presencia de este cofactor resultó ser 26.45 veces más intensa que en

ausencia del mismo (Tabla 34) .

Tabla 34

Unión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CC|4, a lípidos y

fosfolípidos microsomales hepáticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

dpm/mg Iípido

-NADPH +NADPH

Lípidos 453.2 i 154,4 ¡1989.3 x ¡322.9’

Fosfolípidos 150.0 a 27.1 6590.8 i lS 16.0 ’

Las mezclas de incubación conteniendo los microsomas hepáticossistcma generador de NADPH y ("'C)CCl..
0. 2mM (2 to“ “ni/ml). fueron procesadas como se desen'bió cn Metodos 20. Cada resultado es el promedio :‘c
la desviación estandar de 6 muestras individuales.

' p < 0.00!

157



Resultados

ll. DISTRIBl'CIÓN DE LA l'NIÓN COVALENTE DE HC DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“CK‘CL A LÍPIDOS MICROSOMAILS HEPATICOS DE

RATAS MACHO SPRAGl'E DAWLEY "IN VITRO"

Los metabolitos reactivos del C(‘lí producidos por las suspensiones microsomales de

ratas macho Sprague Dawley. son capaces de unirse covalentemente a todas las clases de

lípidos analizadas (Metodos 20), tanto en ausencia como en presencia de NADPH (Tabla

35).

La mayor proporcion de la marca incorporada se observo en la fracción

correspondiente a los fosfolípidos.

Tabla 35

Distribución dela Unión covalente de “C de metabolitos derivados del (“C)CCI.,

a lípidos microsomales hepáticos de ratas macho Sprague Dawley, "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH

Fosfolípídos 34.5 i 5.3 5l.3 d:5.0 °

Monoglice’ridos l9.2 i 15.2 0_9 d:0.3 '

Diglicéridos 4.6 :t l.5 2.3 i 0.4 '

Colesterol 3.7 i l.0 2.3 i 0.3 ‘

Ácidos Grasos Libres 10.9 i l_6 21.2 :t l_9 °

Triglicéridos 5.5 i l.9 15.6 t 3.3 "

Ésteres de Colesterol 2l.6 á:6.4 6.4 i 0.9 b

La mezclas de incubación conteniendo los microsomas hcpáticos. sislcma generador de NADPH y (“C)CCl..
t). ZmM (2 lt)6 dpm/ml). fueron procesadas como se describió cn Métodos 20. Los resultados se expresan como
"/ode dpm incorporada a cada clase de lípidos y surgen del analisis de 6 muestras individuales.
"p < 0.05
"p < 0.01
* p <1).()()l

En presencia de NADPH la distribución de la marca incorporada a las distintas

fracciones Iipídicas. cambió en relación a la observada en ausencia del mismo.
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AJ agregar NADPH a las incubaciones, se observó una marcada tendencia a aumentar

la unión covalente a fosfolipidos. ácidos grasos libres y triglicéridos. mientras que disminuyó la

unión covalente a monogliceridos. digliceridos y colesterol y existió una intensa disminución

en la unión covalente a ésteres de colesterol (Tabla 35).

12. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE “C DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“C)CCI4 A FOSFOLÍPIDOS MICROSOMALES

HEPÁTICOS DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VlTRO"

Se pudo observar unión covalente de metabolitos reactivos del CClt a todas las clases

de fosfolípidos analizadas (Métodos 20), en ausencia y en presencia de NADPH (Tabla 36).

Tabla 36

Distribución de la Unión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CCI4

a fosfolípidos microsomales hepáticas de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH

Lisofosfatidilcolina 15.7 i 2.6 18.5 :t 1.7

Esfingomielina 26.1 á: 3.9 36.2 :t 2.8 b

Fosfatidilcolina 11.5 :t 5.8 23.1 i 8.7 ‘

Fosfatidiletanolamina 15.7 i 5.] 10.5 :t 5.2

Difosfatidilglicerol 27.3 i 12.7 10.1 i 3.9 ‘

La mezclas de incubación conteniendo los microsomas hepáticos. sistema generador de NADPH y ("l C)CCl4
()2mM (2 10“dpm/ml). fueron procesadas como se describió en Métodos 20. Los resultados se expresan como
°/ode dpm incorporada a cada clase de fosfolípido y surgen del análisis de 6 muestras individuales.
a p < 0.05
" p < (mol

En ausencia de NADPH la mayor parte de la unión covalente se observó asociada a las

fracciones de esfingomielina y difosfatidilglicerol.
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En presencia del cot'actor‘ mientras que la unión covalente a diibsfatidilglicerol

disminuyó‘ la correspondiente a estingomielina y fosfatídilcolina aumentó apreciablemente

('l‘abla 36)

¡3. l'NIÓN COVALENTE DE “C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL

(“C)CCI4, A LÍPIDOS v FOSFOLÍPIDOS NUCLEARES HEPÁTICOS DE

RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

La unión covalente‘ proveniente de (“)CCl4. a lípidos y fosfolípidos nucleares

hepáticos de ratas macho Sprague Dawley. se analizó con la metodología expuesta en

Metodos 2|.

Los preparados nucleares fueron capaces de generar metabolitos reactivos del CC14,

que se unen covalentemente a los lípidos y fosfolípidos, tanto en presencia como en ausencia

de NADPH.

La unión covalente a lípidos nucleares resultó ser 6.5 veces mayor en presencia de este

cofactor. (Tabla 37)

Tabla 37

Unión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CCI4, a lípidos y

fosfolípidos nucleares hepáticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

dpm/mg Iípido

-NADPH +NADPH

Lípidos ¡39.3 :t 6.7 902.0 :t 137.7a

Fosfolípidos 17.6 i 14.3 200.4 i 43.5 b

Las mezclas de incubación conteniendo los núcleos hepáticos. sistema generador de NADPH y (H C)CC|.‘
0 ZmM (2 10" dpm/ml). fueron procesadas como sc describió en Métodos 20. Cada resultado es el promedio t
la desviación estandar de 6 muestras individuales.

“ p < 0.00]
“ p < 0.01
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La relación entre la activación mierosomal y la nuclear. capaz de generar unión

covalente a lípidos v fosfolípidos en presencia de NADPH. resultó ser un factor de 13.3.a

mientras sólo fue de 3.2 en ausencia del mismo (Fig. 58).

Mllesdpm/mg|ípldos

FOSFOLIPIDOS

Fig.58. L’nión covalente de t“ OCCh a lípidos y fosfolípidos mierosomales y nucleares. Las
mezclas de incubación conteniendo los núcleos y microsomas hepáticos. sistema generador de
NADPH y (H C)CCl4 OZmM (2 lO" dpm/ml). fueron procesadas como se describió en Métodos 20.
Cada resultado es el promedio t la desviación estandar de 6 muestras individuales.
p< 0.0] : lípidos y fosfolípidos (-NADPH) microsomas vs núcleos
p< 0.00] : lípidos y fosl‘olípidos (+NADPH) microsomas vs núcleos

14. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE “C DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“C)CCI4, A LÍPIDOS NUCLEARES HEPÁTICOS DE

RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VlTRO"

Los preparados nucleares de ratas macho Sprague Dawley. fueron capaces de activar

al CCl4. dando metabolitos reactivos que se unen covalentemente a todas las fracciones

lipídicas analizadas ( Metodos 2] ). en ausencia y en presencia de NADPH. Los resultados se

exponen en la Tabla 38 .

161



Resultados

Tabla 38

Distribución de la l'nión covalente de “C de metabolitos derivados del

(“(“K'Ch. a lípidos nucleares hepáticas de ratas macho Sprague Dawley "in

vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH

Fosfolipídos 59.1 r 1.5 34.9 :t 0.8 ‘

Monoglicéridos I.8 i 09 2.l ill

Digliee’ridos 2.2 i 0.5 1.5 i 0.9

Colesterol 2.6 t 1.9 3.2 i ¡.9

Ácidos Grasos Libres 2.] t |.3 1.9i 2.1

Triglicéridos 3.5 i 0.7 2.4 i l_5

Ésteres de Colesterol 28.7 i 0.5 4.0 i 1.4 °

La mezclas de incubación conteniendo los preparados nucleares. sistema generador de NADPH y t“ C)CCl.l
(l 2mM (2 lt)" dpm/ml). fueron procesadas como se describió en Métodos 2|. Los resultados se expresan como
9/0de dpm incorporada a cada clase de lípidos y surgen del análisis de 6 muestras indin'duales.

p -: (HHH

A] igual que en el caso de las incubaciones con microsomas, el mayor porcentaje de la

marca se incorporó a la fracción de fosfolipidos.

Existió una fracción menor incorporada a ésteres de colesterol y el resto se distribuyó

casi uniformemente entre las otras clases de lípidos.

En presencia de NADPH aumentó marcadamente la unión covalente a fosfolipidos,

mientras que existió una significativa disminución de la misma en la fracción correspondiente a

los ésteres de colesterol.

15. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE l"C DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“C)CCI4, A FOSFOLÍPIDOS NUCLEARES HEPÁTICOS

DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

Todas las clases de fosfolípidos nucleares de ratas macho Sprague Dawley analizadas

(Metodos 21), sufn'eron unión covalente de metabolitos reactivos del CC¡4(Tabla 39).
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Tabla 39

Distribución dela l'nión covalente de “C de metabolitos derivados del (“C)CCI.,

a fosfolípidos nucleares hepáticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH

Lisol'osfatidilcolina órl I 3.8 6.7:: 0.8

Esfingomiclina 7.3 r 3.6 ¡8.3 2':19.2

Fosl'atidilcolina 33.9 d: ¡5.0 43.0 r 22.3

Fosfatidiletanolamina 23.5 i 6.3 ¡6.8 :t 8.3

Difosfatidilglicerol 26.6 i 10.0 l4_7 i 9.5

La mezclas de incubación conteniendo los preparados nucleares hepiiiicos. sistema generador de NADPH y
(' "(‘)(‘(‘l. (lZmM (2 lo" dpm/ml). fueron procesadas como sc describió en Métodos 21. Los resultados se
expresan como % dc dpm incorporada a cada clase de fosfolipido y surgen del análisis de 6 muestras
individuales.

La mayor proporción de la marc se encontró asociada a las fracciones de

fosfatidileolina, difosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina, con una tendencia de la misma a

aumentar para el caso de la fosfatidilcolina y a disminuir para el difosfatidilglicerol y

tbsfatidiletanolamina, en presencia de NADPH.

16. UNIÓN COVALENTE DE (NC) DE METABOLITOS REACTIVOS DEL

(“C)CCI4 A LÍPIDOS Y FOSFOLÍPIDOS MICROSOMALES Y NUCLEARES

"IN VIVO"

Al igual que en las experiencias "in vitro", en las ratas Sprague Dawley tratadas con

CCl4 ip., se pudo observar unión covalente a lípidos y fosfolipidos microsomales y nucleares

hepáticos analizados (Métodos 22). Los resultados se expresan en la Tabla 40.
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Tabla 40

lïnión covalente de (“(7) de metabolitos reactivos del (“C)CCI4 a lípidos y

fosfolípidos microsomales y nucleares "in vivo"

dpm/ mg de
lípido

Núcleos Microsomas

Lípidos ¡26.3 á: 14.0 l29.2 i [8.5

Fosfolípidos 74.5 r 14.9 86.3 á: 17.9

Las ratas l'ucron tratadas con (I lC)CCl. ip. al 5% en aceite de oliva (6.86 ¡0‘ dpm/ml). a una dosis de 5 ml/Kg
dc rata. Los animales sc sacrificaron a las 3 h de la intoxicación. Las muestras fueron procesadas según lo
descripto cn Métodos 22. Cada resultado es cl promedio i la desviación estandar de 6 muestras individuales.

¡7. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE “c DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“C)CCI4, A LÍPlDOS NUCLEARES v MICROSOMALES

HEPÁTlCOS DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VIVO"

Se pudo observar, a semejanza de las experiencias "in vitro", que las ratas Sprague

Dawley son capaces de producir metabolitos reactivos que se unen covalentemente a todas las

clases de lipidos nucleares y microsomales analizados (Métodos 22).

Los resultados se pueden apreciar en la Tabla 4 l.

La mayor proporción de unión covalente siguió encontrándose en la fracción

correspondiente a los fosfolípidos.

Se encontró una banda adiciona] (X) de naturaleza desconocida, ubicada entre los

acidos grasos libres y los triglicéridos, la cual también sufrió unión covalente de metabolitos

reactivos del CCL., tanto en núcleos como en microsomas (Tabla 4l); ésto no ocurrió en las

experiencias "in vitro".
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Tabla 4|

Distribución de la lÏnión covalente de “C de metabolitos derivados del (“C)CCI4,

a lípidos nucleares y microsomales hepáticos de ratas macho Sprague Dawley"in

vivo"

% dpm

Núcleos Microsomas

Fosl'olipídos 50.7 : 9.4 69.3 i 3.4

Monoglicéridos 4.6 d: l_l 5.3 a: 0.9

Diglicéridos 5.4 i 2.8 2.1 i O_l

Colesterol 3.6 t ¡.6 8.I i 0.2

Ácidos Grasos libres 5.1 i 2.4 ll i 0.5

X 0.9i0.8 0.510.]

Triglicéridos 9.2 i 5.4 8.9 i: 1.5

Ésteres de Colesterol 6.9 i 2.7 4.6 i 0.l

Las ratas fueron tratadas con U'C)CC|.. ip. al 5% cn aceite de oliva (6.86 ll)- dpm/ml). a una dosis de 5 ml/Kg
de rata. Los animales sc sacrificaron a las 3 h dc la intoxicación. Las muestras fueron procesadas según lo
descripto en Metodos 22. Cada resultado cs el promedio á: la desviación estandar de 6 muestras individuales.

is. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE “C DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“C)CC|4 A FOSFOLÍPIDOS NUCLEARES Y

MICROSOMALES HEPÁTICOS DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY

"IN VIVO"

Se observó unión covalente de metabolitos reactivos del CCl; a las distintas clases de

fosfolipidos nucleares y microsomales analizados (Métodos 22). Los resultados se exponen en

la Tabla 42.

Del análisis de las distintas fracciones de fosfolipidos nucleares surgió que la mayor

proporción de radioactiw'dad ('4C) file incorporada a la Fracción de difosfatidilglicerol.

mientras que en el caso de los fosfolípidos microsomales estuvo asociada con la

esfingomielina.
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Tabla 42

Distribución de la l'nión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CCl4

a fosfolípidos nucleares y microsomales hepátieos de ratas macho Sprague

Dawley "in vivo"

% dpm

Núcleos Microsomas

Lisofosfatidilcolina 16.8 r 3.8 5.9 i ¡.2

Esfingomielina l7_0i 2.9 32.5 i 9.4

Fosfatidilcolina ¡4.1 i 0.9 26.0 nt 8.9

Fosfatidiletanolamina 12.2t 2.5 21.1 i 12.9

Difosfatidilglieerol 37.5 i 5.4 14.5 :t 4.2

Las ratas fueron tratadas con (l lC)C‘Cl¡ ip. al 5% cn aceite de oliva (6.86 lO- dpm/ml). a una dosis de 5 ml/Kg
dc rata. Los animales se sacrificaron a las 3 h de la intoxicación. Las muestras fueron procesadas según lo
descripto en Metodos 22. Cada resultado es el promedio t la desviación estandar de 6 muestras individuales.

¡9. DETERMINACIÓN DE LA FORMACIÓN DE MALONDIALDEHÍDO EN

MICROSOMAS v NÚCLEOS HEPÁTICOS DE RATAS OSBORNE MENDEL

“IN VITRO”

En incubaciones realizadas con núcleos o microsomas hepáticos de ratas Osborne

Mendel, también se pudo observar que el CCl4promueve la formación de malondialdehido.

Los resultados se expresan en la Tabla 43 y se obtuvieron siguiendo la metodologia

presentada en Métodos 18 y l9.

La formación de malondialdehído fue significativamente mayor en las incubaciones de

nucleos y microsomas de ratas Osborne Mendel en presencia de NADPH (Tabla 43).

En ausencia de NADPI-l sólo se observa una menor produción de MDA en nucleos

comparado con la producida en microsomas (Tabla 43).
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Tabla 43

Producción de malondialdehido en ratas Osborne Mendel “in vitro“

-.\'ADPH +NADPH

0.806 a»,o 077 h

0.862 x 0.045 h

núcleos 0,074 t 0.028 ‘

microsomas 0.176 z 0.049

Las mezclas de incubación conteniendo microsomas o núcleos hepáticos de ratas macho Osborne Mendel.
Sistema generador de NADPH. cuando se lo requería v CC‘I.¡ZmM. fueron incubadas a 37 °C durante l h _vse
procesaron según lo descripto en Metodos l8 _vl‘). Los valores se expresan en absorbancia a 530 nm. Los
resultados son el promedio z la deSviaCionestandar de 4 muestras individuales.
" P < (105 nucleos vs microsomas (-NADPH).

P ( (mol -.\'ADPH vs. eNADPH

Comparando las distintas cepas de ratas, Sprague Dawley y Osborne Mendel, se pudo

observar que la lipoperoxidaeión promovida por el CC14en microsomas hepáticos de las ratas

Osborne Mendel Fue 58.05 % mayor que la obtenida en preparaciones equivalentes utilizando

ratas Sprague Dawley (Fig. 59).

2t55“‘¡6¡ï"

Absorbancia

-NADPH + NADPH

F ig. 59. Producción de malondjaldehido en microsomas. Las mezclas de incubación conteniendo
microsomas hepáticos de ratas macho Spraguc Dawlcv (SD) u Osborne Mendel (OM). sistema
generador de NADPH. cuando se lo requen'a _vCCl.. ZmM. fueron incubadas a 37 °C durante l h _vse
procesaron según lo descn'pto en Metodos 18 y l‘). Los valores se expresan en absorbancia a 530 nm.
Los resultados son el promedio i: la desviación estandar de 4 muestras individuales.P < 0.02 : SD vs
OM (+NADPH)
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Sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre las incubaciones

nucleares de las distintas cepas de ratas (Fig. 00).

I so Sá0M

PAbsorbancia

9’

h

o
-NA DP H + NAD PH

Fig. ou. Producción de malondialdehido en núcleos hepáticos. Las mezclas de incubación
conteniendo nucleos hepáticos de ratas macho Sprague Dawley (SD) u Osborne Mendel (OM). sistema
generador de NADPH. cuando se lo requen'a y CCl4 ZmM. fueron incubadas a 37 °C durante l h y se
procesaron según lo descripto en Metodos l8 y l9. Los valores se expresan en abson'ancia a 530 nm.
Los resultados son el promedio :t la desviación estandar de 4 muestras individuales.

20. UNIÓN COVALENTE DE “C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL

(“C)CC|4 A LÍPIDOS Y FOSFOLÍPIDOS MICROSOMALES HEPÁTICOS DE

RATASosnomu: MENDEL"IN vrrno"

Al igual que las ratas Sprague Dawley, las ratas Osborne Mendel fueron capaces de

activar al CC14 a metabolitos reactivos que se unieron covalentemente a los lípidos y

fosfolípidos microsomales hepáticos. en ausencia y en presencia de NADPH.

Los resultados se exponen en la Tabla 44 y fueron obtenidos utilizando la metodología

presentada anteriormente en Metodos 20.
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Tabla 44

Unión covalente de l4C de metabolitos derivados de (“C)CCl4 a lípidos y

fosfolípidos microsomales hepáticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

dpm/mg de
lípido

-NADPH +NADPH

Lípidos 471.] i 32.6 19888.8 i 1383.1'

Fosfolípidos l8|.2 i 8.] “72.5 i 558.5­

la mezclas de incubación conteniendo las fracciones microsomales. sistema generador de NADPH y (“(WCCI;
( 2 lO odpm/ml) 0.2mM . fueron procesadas como se describió en Métodos 20. Cada resultado es el promedio
2 la desflación estandar de 6 muestras individuales.
' P < 0.00]

La activación tnicrosomal resultó ser 42.2 veces mayor en presencia de NADPH

(Tabla 44). La relación entre la activación que conduce a unión covalcnte a lípidos en

presencia de NADPH. l'ue l.66 veces mayor en microsomas de ratas Osborne Mendel que en

las Sprague Dawlcy (Fig. 6])

20000

8
a, 15000 ........ __

É g I-NADPH
E39 10000 """e
'o .9­

3 I+NADPH
E OM

LIPIDOS

Fig. 61. L'nión covalente de (“(WCCIt a lípidos y l'osfolípidos microsomales (SD: Sprague Dawley.
0M: Osborne Mendel). Las mezclas de incubación conteniendo las fracciones mierosomales. sistema
generador de NADPH _\'(“ÜCCIJ (2 lO" dpm/ml) 0.2m.\/l _fueron procesadas como se describió en
Métodos 20. ('ada resultado es el promedio 2 la desviación estandar de 6 muestras individuales.
p < 0.00] : lípidos (-NADPI l) (,).Vl\'s SD. p < 0.05: l'osfólípidos (+NADPH) 0M vs SD.
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2|. DlSTRlBl'ClÓN DE LA l'NlÓN COVALENTE DE “c DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“OCCL A LÍPIDOS Y FOSFOLÍPIDOS

MICROSOMALES HEPÁTICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL

"IN VITRO"

Los metabolitos reactivos del (‘Cls producidos por los microsomas hepáticos de ratas

macho Osborne Mendel. son capaces de unirse a todas las clases de lípidos (Tabla 45) y

fosiblipidos (Tabla 46).analizadas segun Metodos 20‘ en ausencia y en presencia de NADPH.

Tabla 45

Distribución de la unión covalente de “C de metabolitos derivados del (“C)CCI4

a lípidos microsomales hepáticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

°/o dpm

-NADPH +NADPH

Fosfolípídos 32.7 s 8.1 58.] s 2.4b

Monoglice’ridos 4.] i 3.2 3.l i 0.7c

Diglicéridos 4.5 i l.O ¡.9 :t 0.2'

Colesterol 5.8 s 0.9 2.1 i 0.2‘"

Ácidos Grasos Libres l2.2 se0.9 20.0 r 0.7“

Triglice’ridos 8.8 e 2.l ¡3.3 s l.l*‘

Ésteres de Colesterol 27.7 i ¡.3 3.3 s 0.3“

Las mezclas de incubación conteniendo los preparados microsomales. sistema generador de NADPH y
(1:(‘)CClt ( 2 lo 6 dpm/ml) 0.2mM. fiieron procesadas según lo descripto en Metodos 20. Cada resultado se
expresa como % de dpm incorporada a la clase de Iipido y es el promedio t la desn'ación estandar de 6
muestras individuales.
" P < 0.05
l‘P < (ml
‘ P < (llull
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Tabla 46

Distribución de la l'nión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CCI4

a fosfolipidos microsomales hepáticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH

Lisol'osl'atidileolina 15.2 t 4.0 19.6 I 4.0

Esfingomielina 25.3 i 5.9 37.9 r 2.2"

Fosfatidilcolina [9.4 t 3.0 24.9 i 3.3a

Fosfatidiletanolamina ll.9 i 5.8 4.9 d:0.8

Difosfatidilglicerol 26.9 i 9.4 12.5 i l.7

Las mezclas de incubación conteniendo los microsomas. sistema generador de NADPH y ("'C )CCl.l ( 2 lt) 6
dpm/ml) ().2mM. l‘ueron procesadas según lo descripto en Métodos 20. Cada resultado se expresa como % de
dpm incorporada a la fracción de fosfolipido y surge del promedio :l: la desn'ación estandar de 6 muestras
individuales.
" P < (ms
"' P < 0.0|

La mayor proporción de la marca se incorporó a la fracción de fosfolípidos (Tabla 45).

Particularmente esta aumentó en presencia de NADPH, al igual que la unión covalente a

acicos grasos libres y triglicéridos.

Todas las clases de fosfolípidos analizadas interaccionaron con los metabolitos

reactivos del CC14,dando unión covalente (Tabla 46).

Comparando los resultados obtenidos en las distintas cepas de ratas (Sprague Dawley

y Osborne Mendel), se pudo observar que en presencia de NADPl-l existió una marcada

tendencia a aumentar la unión covalente a fosfolipidos, mientras que disminuyó

significativamente la unión covalente a ésteres de colesterol (Fig. 62), en ambas cepas de ratas.

La unión covalente a ácidos grasos libres y triglicéridos, aumentó en presencia de

‘ .DPH, mientras que la unión a monoglice'ridos, diglicén'dos y colesterol tendió a disminuir,

tanto en las ratas Osborne Mendel como en las Sprague Dawley (Fig. 62).
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%

70 W

tii. His. Bea.ii:

v

I
4

MG DG CH FFA TG
-NADPH 0M ¡i-Ï-NADPHso

+NADPHOM I +NADPHso

Fig. 62. Unión covalente dc (1"C)CC14a lípidos microsomales (SD: Sprague Dawlcy. OM: Osborne
Mendcl). Las mezclas de incubación conteniendo los microsomas. sistema generador de NADPH y
(E'C)CCl,l ( 2 lo “ dpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas según lo descripto en Metodos 20. Cada
resultado se expresa como % de dpm incorporada a la fracción de fosfolipido y surge del promedio t
la dcs'iación estandar de 6 muestras indin'dualesPL: fosfolipidos. MG: monogliceridos. DG:
digliceridos. CH: colesterol. FFA: ácidos grasos libres. TG: triglicéridos. CHE: e'steres de colesterol. p
< 0.0| (PL. MG. DG. CH. FFA. TG. CHE) SD (-NADPH) vs (+NADPH). p < 0.05 ( PL. DG. CH.
FFA. TG. CHE) OM (-NADPH) vs (+NADPH). p < 0.05 (CH.TG) OM (-NADPH) vs SD (-NADPH).
p < 0.05 (PLCHE) OM (+NADPH) \'s SD (+NADPH)

El análisis de las distintas clases de fosfolipidos mostró que en ausencia de NADPH, la

mayor parte de la unión se asoció a las fracciones de difosfatidilgiicerol y esfingomielina (Fig.

63).

En presencia de NADPH, se pudo observar que mientras la unión covalente a

difosfatidilglicerol disminuyó. existió un incremento en la unión covalente a esfingomielina,

fosfatidilcolina y en menor intensidad a lisofosfatidilcolina, en ambas cepas de ratas (Fig 63).
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22.

%

PC
ÏLÍJ-NADPH0M l:]-NADPH so

+NADPH OM I +NADPH so

F ig. 63. Union covalcnte de ("'C)CCI4 a fosfolípidos microsomales (SD: Sprague Dawlcy. OM:
Osborne Mendel). Las mezclas de incubación conteniendo los microsomas. sistema generador de
NADPH _\' ("'C)CC|.¡( 2 10 6dpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas según lo descripto en Metodos 20.
Cada resultado se expresa como % de dpm incorporada a la fracción de fosfolípido y surge del
promedio i la desviación estandar de 6 muestras indin'duales. LPC: lisofosfatidilcolina. SHP:
csfingomielina. PC: fosfatidilcolina. PE: fosfatidiletanolamina. DPG: difosfatidilglicerol. p < 0.05 :
(SHP. PC. DPG) SD (-NADPH) vs (+NADPH). p < 0.05 : (SHP. PC. DPG) OM (-NADPH) vs
(+NADPH). p < 0.05 (PC) OM (-NADPH) vs SD (-NADPH).

UNIÓN COVALENTE DE “C DE METABOLITOS DERIVADOS DE

(“C)CCI4 A LÍPIDOS Y FOSFOLÍPIDOS NUCLEARES HEPÁTICOS DE

RATASOSBORNEMENDEL"IN vmzo"

Por medio de la activación nuclear del CCl4 se obtuvo unión covalente de metabolitos

reactivos del mismo a lípidos y fosfolipidos nucleares de ratas Osborne Mendel. tanto en

presencia como en ausencia de NADPH. Los resultados obtenidos (utilizando la metodologia

expuesta en Metodos 2 l) se presentan en la Tabla 47 .
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Tabla 47

Unión covalente de “C de metabolitos derivados del (“QCCI4 a lípidos y

fosfolípidos nucleares hepáticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

dpm / mg de
lípido

-NADPH +NADPH

Lípidos 208.4 i 54.1 196l .4 i 244.1“

Fosfolípidos 84.9 2 40.2 [022.7 r 204.5h

la mezclas de incubación conteniendo los preparados nucleares. . sistema generador de NADPH y y (“(‘lCCl.
( 2 lO hdpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas como se describió en Métodos 3 l. (‘ada resultado es el promedio 1­
la desviación estandar de 6 muestras individuales." P < 0.00]. " P < 0.005

La unión covalente a lípidos nucleares de ratas Osborne Mendel fue 6.45 veces mayor

en presencia de NADPH (Tabla 47).

La activación nuclear en presencia de NADPH fue 2.!7 veces más intensa en las ralas

Osborne Mendel comparada con las ratas Sprague Dawley. mientras que en ausencia del

cofaclor l‘uesólo |.49 veces mayor (Fig 64).

I -NADPH

+NADPH

Milesdpm/mglípidos

FOSFOLIPIDóS""

Fig. 64. L'nión eovalenle de 4’:('l(‘('|; a lípidos ) t'ost'olipidos nucleares (Sl): Spragne l)a\\le_\'. ().\l.
Osborne Mendel). La mezclas de incubación conteniendo los preparadm nucleares. sistema generador
de NADPH _\) t”(')("("l;l 2 l() “dpin/tnlt ()_2tn.\l. l'neron procesadas como se describió en Métodos
ll. ('ada resultado es el promedio z Ia desviación estandar de ó ¡nuestras lllLll\'ldllillC.\.P< 0.0 l' lípidm
Sl) \'.\ ().\'l (+NADPH). P < 0.01: l'osl'olípidos SD \'.x().\l (-NADPHI.
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23. DlSTRIBl'ClÓN DE LA t'NIóN COVALENTE DE “c DE METABOLITOS

DEL (“(‘yccn A LÍPIDOS y FOSFOLÍPIDOS NlÏCLEARES HEPÁTICOS

DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN VlTRO"

Se pudo observar union covalente de metabolitos reactivos del CCl4, a todas las clases

de lípidos (Tabla 48) y fosfolipidos (Tabla 49) nucleares hepáticos de ratas macho Osborne

Mendel (analizadas segun Metodos 20 y 2l), en ausencia y en presencia de NADPH.

Tabla 48

Distribución de la unión covalente de HC de metabolitos derivados de (“C)CCI4a

lípidos nucleares hepátieos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

°/o dpm

-NADPH +NADPH

Fosfolípidos 33.0 d:9.6 48.2 í: 7.9

Monoglicéridos 4.2 i 0.3 5.9 i ¡.3

Diglicéridos 2.7 i 0.9 5.2 :t 0.5'

Colesterol 3.6i2.2 15.8i ll.0

Ácidos Grasos Libres 1.7 i 0.8 8.4 i l ¡.7

Triglicéridos 2.3 :t 0.4 8.2 i 0.8"

Ésteres de Colesterol 52.4 t 6.3 8.3 t 2.0h

Las mezclas de incubación conteniendo los preparados nucleares. sistema generador de NADPH y ("'C)CCl.¡ (2
l() "dpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas según lo descripto en Métodos 20. Cada resultado se expresa como %
de dpm incorporada a la clase de lipido y es el promedio t la desviación estandar de 6 muestras individuales.
" P < 0,05
" P < 0.001
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Tabla 49

Distribución de la l'nión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CCI4

a l‘osfolipidos¡nucleareshepáticos de ratas macho Osborne Mendel "¡n vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH

Lisol'osfatidilcolina l.7 t 1.3 4.7 i 2.5

Esfingomielina l.5 i 0.7 3.5 t 0.4“

Fosl'atidilcolina I |.0 t 5.6 40.4 t 3.8“

Fosfatidiletanolamina 35.8 i 7.9 32.5 i 1.3‘

Difosfatidilglicerol 49.9 t I4.4 18.8 :t 5.8'

Las mezclas dc incubación contcnicndo los preparados nucleares. sistema generador de NADPH _\(1lC)CCll (2
lt) Í‘dpm/ml) 0.2mM. fueron proccsadas según lo descripto cn Métodos 2|.Cada resultado sc cxprcsa como %
dc dpm incorporada a la fracción de fosfolípido y surge del promedio t la desviación estandar de 6 muestras
individuales.
’ P < (mi
” P < (mos

En ausencia de NADPH, la mayor proporción de unión covalente se encontró asociada

a la fracción de e'steres de colesterol y fosfolipidos. En presencia de NADPH, aumentó la

unión covalente a fosfolipidos, diglicéridos y triglicéridos, mientras que disminuyó

marcadamente la unión a esteres de colesterol (Tabla 48).

Todas las fracciones de fosfolípidos analizadas sufrieron unión covalente, en particular:

difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina. Se pudo observar un marcado

aumento de la radioactividad incorporada a las fracciones correspondientes a fosfatidilcolina y

esfingomielina, mientras que disminuyó significativamente la unión covalente a

difosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina (Tabla 49).

Comparando las cepas de ratas (Sprague Dawley y Osborne Mendel), el

comportamiento en las incubaciones nucleares resultó ser distinto al observado en las

preparaciones microsomales, en las cuales casi no se observó diferencias entre las cepas.

En presencia de NADPH en ambas cepas de ratas, se vió una tendencia significativa de

aumento de la unión covalente a fosfolipidos, ácidos grasos libres y triglicéridos y una

marcada disminución en la unión covalente a ésteres de colesterol.
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La unión covalente a monogliceridos y digliceridos aumentó levemente en las ratas

Osborne Mendel y permaneció inalterada en las Sprague Dawley (Fig 65).

En presencia de .\'.-\DPH. la unión covalente al colesterol libre aumentó marcadamente

en los cv'icleos de ratas Osborne Mendel. mientras que permaneció constante en las ratas

Sprague Dawleyl Fig 65).
%

¿mF 75‘? l' E ¡”y
MG DG CH FFA TG CHE

iÏL-NADPH OM —NADPHso
fi +NADPH0M I +NADPHso

Fig.65. Unión covalente de (“C)CCl.¡ a lípidos nucleares (SD: Sprague Dawley. OM: Osborne
Mendel). Las mezclas de incubación conteniendo los preparados nucleares. sistema generador de
NADPH y (l lC)CC|.¡( 2 lt) 6 dpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas según lo descripto en Metodos
2].Cada resultado se expresa como % de dpm incorporada a la fracción de fosfolípido y surge del
promedio :t la desviación estandar de 6 muestras individuales. PL: fosfolipidos. MG: monogliceridos.
DG: digliceridos. CH: colesterol. FFA: ácidos grasos libres. TG: tn'glicén'dos. CHE: e'steres de
colesterol. P < 0.000] (PLCHE) SD (-NADPH) vs (+NADPH). P < 0.0|: (DG. TG. CHE) OM (­
NADPH) vs (+NADPH). P < 0.0]: (PLMG. CHE) OM (-NADPH) vs SD (-NADPH). P < 0,05: (MG.
DG: TG: CHE) OM (+NADPH vs SD (+NADPH)

El análisis de las distintas clases de fosfolipidos mostró que en ausencia de NADPH. el

principal blanco de unión resultó ser el difosfatidilglicerol en las ratas Osborne Mendel o la

fosfatidilcolina en las ratas Sprague Dawley (Fig 66).

A] agregar NADPH en ambas cepas de ratas, la unión covalente a difosfatidilglicerol

disminuyó y la unión asociada a fosfatidilcolina aumentó (Fig. 66).
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Fig. 66. Unión oovalente de ("l C) CCL a fosfolipidos nucleares (SD: Spmgue Dawley. OM; Osborne
Mendel). Las mezclas de incubación conteniendo los preparados nucleares. sistema generador de
NADPH y ("‘C) CCI; (2 10") 0.2mM. fueron procesadas según lo descripto en Metodos 2l.Cada
resultado se expresa como % de dpm incorporada a la fracción de fosfolipido y surge del promedio i
la desviación estandar de 6 muestras individuales. LPC: lisofosl'atidilcolina. SHP csfingomielina. PC:
fosfatidilcolina. PE: fosafatidiletanolamina. DPG: difosfatidilglicerol. p< 0.05: (SHP; PC. PE. DPG)
OM (-NADPH) vs (+NADPH). p < 0.05: (PE) OM (+NADPH) vs SD (+NADPH).

UNIÓN COVALENTE DE “c DE METABOLITOS DERIVADOS DEL (“OCCL

A LÍPIDOS Y FOSFOLÍPIDOS MICROSOMALES v NUCLEARES

HEPÁTICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN VIVO"

Al igual que en las experiencias "in vitro", las ratas macho Osborne Mendel tratadas con

CCL fueron capaces de activar al CCLta metabolitos reactivos que se unieron covalentemente a los

lípidos y fosfolípidos microsomales y nucleares hepáticos (analizados segun lo descripto en

Metodos 20 y 21) (Tabla 50).
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Tabla 50

Unión covalente de HC de metabolitos derivados del (“C)CCI4 a lípidos y

fosfolípidos microsomales y nucleares hepáticos de ratas macho Osborne

Mendel "in vivo"

dpm / mg de lípido

Núcleos Microsomas

Lípidos ¡984158.! 176.0126.4

Fosfolípidos 517116.8 l I7.2:19.9

los roms fueron tratadas con (‘Cll ip ¡il 5 r/r en aceite de olivu (6.86 IO- dpm/ml) :i unn dosis de 5 ml/kg de rulu
y fueron sacrificados a las 3 h de la administracion del (‘Cl.. Los hígaidos fueron procesados como se describió
en Métodos 20 y 2]. (‘udairesultado es el promedio 1 lu desviación estandar de 6 muestras individuales.

"ln vivo" la intensidad de la unión covalente al total de lípidos microsomales fue

mayor en las ratas Osborne Mendel respecto a las ratas Sprague Duwley. El análisis

estadístico de los datos de las experiencias con núcleos de ralas inloxicadas. sólo mostró una

tendencia a ser significativamente mayor en las ratas Osborne Mcndel (Fig 67).

U)
O

.12
‘9
m
Ée ¡magos
Q
'U ¡Mm/ss

Fig. 67. lnion emulenle dc (';('v('('|; ¿i lípidos _\ loslolípidos microsoinules ) nucleares (SD:
Spraigue Dunia}. ().\l. Osborne Mendeli. Las rutas fueron ii'uiudus con (‘("I_ ip :il 5 ’É en ¿iceile de
olim ((3.86 |0- dpm/ml! :i una dosis de 5 mI/kg de mui _\ l‘ucron sucrit'icudus ¿i las 3 h de lu
administracion del ('('l¿. Los hígudos fueron procesados como se describió en “¿todos 30 ) 3|. ('udu
resultado es el promedio t la desviación estandar de o muestras individuales. p < 0.05 lípidos
niicrosomules ().\l vs Sl). p < 0.05 : t'ost'olípidos nucleares ()_\l \'s Si)
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25. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE “c DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“OCCL A LÍPlDOS MICROSOMALES Y NL’CLEARES

HEPÁTICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN VIVO"

Se pudo observar que en las ratas Osborne Mendel tratadas con CCL, la mayor proporción

de la unión covalente se evidenció en la fracción de fosfolípidos (Tabla 51).

Tabla 51

Distribución dela unión covalente de HCde metabolitos derivados del (“C)CCl4 a

lípidos microsomales y nucleares hepáticas de ratas macho Osborne Mendel "in

vivo"

% dpm

Núcleos Microsomas

Fosfolípidos 34.7i5. l 66.7:t2. l

Monoglicéridos 7.5:0.4 5.6i] .8

Diglicéridos 2.6i! .3 2.2:tO.5

Colesterol 15.2:tl3.6 6.2:t3.3

Ácidos grasos libres 4.9i2.4 1.5i0.2

X - 1.5i]. l

Triglice'ridos 8.8i5. l 4.9i0.8

Ésteres de colesterol 8.8il .3 2.1i0.7

Las ratas fueron tratadas con CCL ip al 5 % en aceite de oliva (6.86 10' dpm/ml) a una dosis de 5 ml/kg de rata. Las
ratas fiicron sacnñcadas alas 3 h de la administración del CCL. Los higados fueron procesados como se deseribió en
Metodos 20 y 2 l .Cada resultado es el promedio t la des-¡ación estandar de 6 muestras individuales.

En microsomas de ratas Osborne MendeL también se encontró una banda (X) adicional, de

naturaleza desconocida, ubicada entre las fracciones de ácidos grasos libres y triglicéridos, la cual

sufrió unión covaiente de metabolitos reactivos del CCL (Tabla 51).

Comparando las cepas de ratas Sprague Dawley y Osborne Mendel, tanto en núcleos

como en microsomas, la fracción lipidica más afectada por la unión covalente resultó ser la de

fosfolípidos en ambas cepas de ratas (Fig. 68a y 68b).
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Fig. 68. Unión oowalcntcdc (H C)CCL a lípidos a) nucleares b) microsonmlcs. Las ratas fueron
tratadas con CCLaip al 5 % cn aceite de oliva (6.86 10- dpm/ml) a una dosis de 5 ml/kg de rata y fueron
sacrificadas a las .1hrs. de la administración del CCL. Los hígados fueron procesados como se dücribió en
Métodos 20 y 2|.Cada resultado es cl promedio i la dem'ación estandar de 6 mursuas indin'dualcs. PL:
fosfolípidos. MG: monoglioc'n'dos. DG: diglioéridos. CH: colesterol. FFA: ácidos grasos libres. X:
desconocido.TG: triglicéridos. éstercs de colesterol.SD: Spraguc Dawley.OM: Osbomc Mendel
a: p < 0.05 (PL. MG) OM \s SD. b: p < 0.05 (TG. CHE) OM x3 SD.
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La union a triglicéridos y esteres de colesterol de los microsomas de ratas Osborne Mendel,

fue significativamente menor que en las ratas Sprague Dawley (Fig. óSb).

En los nucleos. la union covalente a fosfolipidos y monoglice'n'dos fue significativamente

mayor en las ratas Osbome Mendel (Fig. 68a).

26. DISTRIBUCIÓN DE LA UNIÓN COVALENTE DE “c DE METABOLITOS

DERIVADOS DEL (“OCCL A FOSFOLÍPIDOS MICROSOMALES Y

NLTCLEARES HEPÁTICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN

VIVO"

Todas las clases de fosfolipidos microsomales y nucleares (analizadas según Métodos 20 y

21 ) de ratas macho Osborne Mendel tratadas con CCI.¡,sufrieron unión covalente de metabolitos

reactivos del mismo (Tabla 52).

Tabla 52

Distribución dela unión covalente de “C de metabolitos derivados del (“C)CCL a

fosfolípidos microsomales y nucleares hepáticos de ratas macho Osborne Mendel "in

vivo"

% dpm

Núcleos Microsomas

Lisofosfatidilcolina 7.616.7 5.9i l . l

Esfingomielina 13.5i5.9 2991:] .6

Fosfatidilcolina 9.3:l:5.8 l7.3d:2.5

Y 12.2i6.9 24.8i4.8

Fosfatidiletanolamina l0.2il .2 19.4111.2

Difosfatidilglicerol l8. 5d:4.l 5.7i0.9

Las mtas fucron tratadas con CCL. ip al 5 % en aceite de oliva (6.86 10‘ dpm/ml) a una dosis de 5 ml/kg dc rata. Las
ratas fueron sacrificadas a las 3 h dc la administración del CCI... Los hígados fueron procesados como sc describió en
Metodos 20 y 2|. Cada resultado CSel promedio t la des-¡ación standar de 6 muestras individuales.

182



Resultados

Tanto en microsomas como en núcleos de ratas Osborne Mendel, se encontró unión

covalente :1 una fracción lipidica de naturaleza desconocida ubicada entre la fracción de

fosfatidilcolina y fosfhtidiletanolamina (Tabla 57). esta no se observó en las experiencias

equivalentes "in vitro"

a)

50

b)

60

3°..

20'

10' r:(.

:4 .

y y 'lJ'

o l“ 7Y,e
LPC PE DPGPC YI OM- so

Fig. 69. Unión cmalcnlc dc (“OCCL a fosfolípidosa)núcloos b) microsomas. Las ratas fueron tratadas
con CCIJ ip a] 5 % cn aocitc dc oliva (6.86 10- dpm/ml) a una dosis dc 5 ml/kg dc rata. Las ratas fueron
sacrificadas a las 3 h de la adminjsuación del CCI... Los higados meron procesados como se describió cn
Metodos 20 _\'21. Cada resultado es el promedio i la dcsn'ación estandar de 6 muestras individuales.
LPC: lisofosfatjdilcolina. SHP: esfingomielim PC: fosfatidiloolina. Y: desconocido. PE:
fosfatidiletanolamina. DPG: difosfaúdjlgliocrol. a y b: p < 0.05 (Y. DPG) : OM vs SD
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El analisis de las diferentes clases de fosfolípidos atacados por los metabolitos reactivos del

CC¡4. mostró que la fraccion de fosfolípidos nucleares mas afectada es la correspondiente al

dilbslatidilglicerol. en las distintas cepas de ratas empleadas (Osborne Mendel < Sprague Dawley)

(Fig (>93)y a esfingomielína en los fosfolípidos microsomales (Fig ó9b).
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Discusión

Los resultados obtenidos en núcleos hepáticos evidencian la formación de un radical libre

(atrapado por el "spin trap" PBN). La estructura del aducto formado, detectado por CG/EM sólo

es explicable si el radical libre en cuestión es el -CClg.

La obtención de un aducto entre los radicales 'CCl; y el PBN en nucleos hepáticos

permitió tener una evidencia directa de la activación nuclear del CCL. El aducto formado coincide

con el detectado en el reticulo endoplásmico.

Como resultado de la bioactivación nuclear del CCL, se evidenció que los metabolitos

reactivos del mismo (-CCl; y potencialmente CC1302-)desencadenan procesos de lipoperoxidación.

Éstos se producen via reacciones de abstracción de hidrógeno de los ácidos grasos poliinsarurados,

conduciendo a una disminución en el contenido de ácido araquidónico de la membrana perinuclear

y a la formación de aldehidos reactivos, como por ejemplo el malondialdehido.

La disminución de ácido araquidónico se observó en incubaciones aerobias tanto de

microsomas como de núcleos hepáticos y también pudo observarse “in vivo” a las 6 horas de la

intoxicación por CCL.

A su vez, se determinó la formación de malondialdehido, promovida por el metabolismo

aerobio del CCli en microsomas y en núcleos hepáticos. La cantidad producida del mismo resultó

ser mas elevada en microsomas que en núcleos. Ésto está relacionado con el mayor contenido de

cit P450, en la primera organela que en la segunda; lo cual conduce a una mayor biotransfonnación

del CCLta nivel microsomal que nuclear.

El hecho de que una fiacción menor de MDA fue observada en ausencia de NADPH,

concuerda con el hecho de que el CCL.requiere la presencia de NADPH para generar los radicales

-CCI3 y CC1302° (86).

Estos dos radicaleslibresson los que los procesos de lip0peroxidaciónpromovidos

por el CCL. . Se considera que los oCCl; tienen una mayor tendencia a producir reacciones de

adición que de abstracción de H. Los CC1302-,en cambio participan principalmente en los procesos

de abstracción de hidrógenos y poco o nada en reacciones de adición (64,65).

Se sabe que el MDA sufre reacciones de entrecruzamiento con proteínas, lo cual produce la

inactivación de enzimas. También reacciona con el ADN dando bases de Schifi'( l42).

Por lo tanto, la producción de MDA en las cercanias del ADN y proteinas nucleares

favorecen'a la interacción con los mismos, produciendo efectos dañinos para la celula.
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Como resultado de la bíoactívación nuclear del CCh . se producen reacciones de adición

sobre todas las clases de lípidos analizadas. Particularmente se afectan los acidos grasos

poliinsaturados de los fosfolípidos, junto con el colesterol y ésteres de colesterol.

Al alterarse la estructura de los lípidos de la membrana. se modifican las propiedades y

fiJnciones de la misma, produciéndose cambios en la fluidez. transporte de sustancias y

modificándose la fiJncíón de las proteínas y receptores asociados a la membrana (216).

Como los fosfolípídos constituyen el componente lipidico por excelencia de las membranas.

las consecuencias de introducir en los ácidos grasos políínsaturados un radical °CCl3 . transfonnaria

una cadena hidrocarbonada absolutamente no polar en un elemento de polaridad mayor que la de

muchos de los grupos de proteínas a los cuales el fosfolípido se encuentra asociado (ej.: RCOOl-l o

RCONHR). Ello podria tener como consecuencia una inversión de capas en la estructura tipo

sandwich de lípidos y proteínas que constituyen la unidad de membrana y evidentemente acarrearía

grandes transtomos en sus funciones (217).

Los fosfolípídos cumplen roles muy diversos y críticos en el metabolismo y función celular.

Se sabe que e'stos intervienen en el proceso de transducción de la señal, regulan la función genética,

estructura de los nucleosomas, síntesis de ARN y activación de la a ADN polimerasa

(l24,129,l30,l32). Por lo tanto, cualquier alteración que se produzca en los mismos, influirá tanto

sobre los procesos fisiológicos normales como sobre diversos procesos patológicos, incluyendo la

carcinoge'nesís.

Se observó que el colesterol de la membrana perinuclear es blanco de reacción de los

radicales ’CCl3 y CC1302’.

Si bien en las experiencias donde se utilizó HCClr se obtuvo unión covalente al colesterol y

esteres de colesterol, al analiur la interacción entre el colesterol y los metabolitos reactivos del

CClr por CG-EM, no se encontró ningún producto conteniendo C del CCL.o CBrCl; (como por

ejemplo -CCl3). La mayoria de los productos fomtados son el resultado de reacciones de oxidación

en la molécula del colesterol, vía abstracción de hidrógenos mediada por radicales libres.

Cuando se producen los radicales -CC13y CC[1022 particularmente cuando se utiliza un

medio biológico y donde predomina la presencia de oxígeno, la molécula de colesterol
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triclorometilado representan'a sólo una fracción menor de los productos de reacción que resultan

del ataque simultáneo de los radicales -CCl: y CC1302-.

El no haberse detectado un den'vado de colesterol tn'clorometilado puede deberse a que la

sensibilidad de la espectrometn'a de masas resulta ser menor que la de la detección por

radioactividad.

Las alteraciones que los radicales 'CCI; y CClgoz- producen en la estructura del colesterol

perturban sus fimciones biológicas. En efecto, el colesterol es un componente importante de las

membranas, influye sobre su permeabilidad y estabilidad y modula la actividad de las proteínas

asociadas a la misma. Tambien esta involucrado en la biosintesis de acidos biliares y hormonas

esteroideas y sexuales (como por ejemplo la progesterole 12,116,l 17,134).

El colesterol, además desempeña un rol importante en los procesos relacionados con el

crecimiento celular e influye directa o indirectamente sobre la expresión genética.( 108,1 lO)

Los esteroles oxigenados derivados del colesterol no sólo están vinculados con lesiones

ateroscleróticas y otras patologías sino que algunos productos de oxidación presentan estructuras y

actividad biológica semejantes a derivados del forbol u hormonas activas.(l 15)

Por todo lo expuesto, las alteraciones que se observaron en la estructura del colesterol

podrian hacer resentir las fiinciones del mismo en la membrana nuclear, la síntesis hormonal, la

expresión genética y provocar efectos dañinos para la célula.

Del estudio de la correlación entre la lipoperorddación promovida por el CCl4, determinada

por la producción de MDA, y la susceptibilidad a sufiir cáncer hepático por acción del CCL.en dos

cepas de ratas macho distintas, Spragwe Dawley (no susceptible) y Osborne Mendel (susceptible),

se deduce lo siguiente:

La diferente respuesta de los microsomas hepáticos en ambas cepas de ratas se

correlacionaría mejor con la susceptibilidad relativa a sufrir cirrosis hepática que con la de presentar

cancer hepático inducido por el CCh.

Las ratas Sprague Dawley son más susceptibles que la Osborne Mendel a la acción

cirrogénica del CCh, pero no presentan ningún tipo de respuesta carcinogénica frente a esta

hepatotoxina ( 184).
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El hecho de no haber encontrado diferencias de comportamiento entre los nucleos

hepáticos de ambas cepas de ratas, sugeríria que la formacion de MDA en nucleos no seria

determinante en la velocidad de producción de los efectos ejercidos por el CCLta largo plazo.

Ésto no significaría que la formacion de MDA o la lipoperoxidación no sean relevantes en

los procesos de cirrosis o carcinogenesis; ya que ambos procesos se desarrollan en múltiples etapas.

Por lo tanto, un efecto detemiinado de un tóxico o sus metabolitos, podria ser relevante para

alguna de las etapas de dichos procesos. pero sin ser detennjnante en la velocidad de producción de

los mismos, considerando el proceso total. Por ejemplo, la lipoperoxidación y la producción de

especies activadas de oxigeno desempeñan un rol importante durante la etapa de promoción de la

carcinogénesis (218).

Los resultados de las experiencias "in vitro" de unión covalente de HCCl.. a lípidos y

fosfolípidos, en las distintas cepas de ratas, muestran la mejor capacidad de las ratas Osbome

Mendel de sufiir unión covalente tanto en microsomas como en núcleos hepáticos. Ésto resulta ser

importante, ya que la unión covalente a lípidos refleja la intensidad del proceso de activación del

CCL en una organela dada.

La mayor intensidad de producción de radicales 'CCl3 en las cercanías del ADN y/o

proteinas nucleares, para el caso de las ratas Osborne Mendel, podria tener algún tipo de relación

con la susceptibilidad de sufrir los efectos carcinoge'nicos por acción del CCl4. Ello no seria extraño

ya que el ADN y las proteínas nucleares resultan ser los blancos críticos de reacción final de un

carcinógeno o sus metabolitos en un tejido susceptible(122,123, 173).

En contraste, las ratas Sprague Dawley presentan respuesta cirrogénica pero no producen

cáncer hepático por exposición al CCL.(184).

Si bien en las experiencias "in vivo" también se encontró mayor unión covalente a lípidos

microsomales de ratas Osborne MendeL sólo puede decirse que existe una tendencia similar en los

lípidos nucleares hepáticos.

De todas maneras, el hecho de haber encontrado diferencias cualitativas en el perfil de

distribución de la marca incorporada, podria ser significativo.

La mayor parte de la unión covalente de los metabolitos reactivos del CCl4 en ambas cepas

de ratas ocurre en la fracción de fosfolípidos, colesterol y ésteres de colesterol.
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La contribución relativa de cada clase de lípido depende "in vitro", de la presencia o

ausencia de NADPH. Esta diferencia de comportamiento estaria relacionada con los distintos

sistemas de activacion enzimáticos del CClr, presentes tanto en microsomas como en núcleos

hepaticos.

El sistema de activación NADPH y cit P450 dependiente, está inmerso en entorno

fosfolipidico (principalmente fosfatidilcolina) y en consecuencia, los radicales “CCI; altamente

reactivos formados de esta manera, tendrian mayor tendencia a interactuar con estos fosfolipidos

que con otras clases de lipidos (87,216).

La activación del CCL no mediada por el cit P450 y NADPH, podria estar relacionada con

lipidos de otra naturaleza (no fosfolipidos).

La union covalente a fosfolipidos es mayor en la cepa de ratas que es mas susceptible a

sufiir cirrosis hepática (Sprague Dawley), mientras que la unión covalente a colesterol y esteres de

colesterol es más intensa en la cepa de ratas con alta susceptibilidad a sufrir cancer hepático por

acción del CCL (Osbome Mendel).

Este tipo de correlaciones podrian ser relevantes ya que, como se dijo anteriormente, los

fosfolipidos estan involucrados en la regulación de la función genética, estructura de nucleosomas,

sintesis de ARN y activación dela a ADN polimerasa (124,129, l30,l32).

Ya que los lipidos nucleares forman parte del sistema de modulación de la señal intracelular

mediada por la proteinquinasa c (enzima involucrada en la fosforilación de proteinas

nucleares)(124), resulta de interés el hecho de haber encontrado unión covalente a todas las

fi'acciones de lípidos y fosfolipidos nucleares. Aún más, se encontró unión covalente a fi'acciones de

lípidos especificas asociadas con la cepa Sprague Dawley (cirroge'nicamente susceptible) y otras

fracciones especificas para la cepa Osborne Mendel (carcinogénicamente susceptible).

Se sabe que en microsomas la unión covalente se da preferentemente con los ácidos grasos

poliinsaturados, cuyas propiedades fisicoquimicas resultan ser dramáticamente alteradas.(2l6) Ya

que Ia membrana nuclear deriva de la membrana del reticulo endoplásmico( 125), no es extraño que

este hecho se verifique también en núcleos hepáticos. Ésto podria ser importante para explicar los

efectos carcinogénicos en el caso de las ratas Osborne Mendel, teniendo en cuenta que la

composición de los ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos nucleares modulan'an la

proliferación celular (215).
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Discusión

El hecho de haber encontrado mayor union covalente a colesterol y ésteres de colesterol en

las ratas Osborne Mendel. podna relacionarse con los resultados obtenidos al estudiar las

interacciones entre los radicales °C(.‘l: y/o CCl: O; - Como se expuso anteriormente, este tipo de

interacciones dio lugar a la formación de productos de oxidación del colesterol y a la formación de

ceto den'vados con estructuras potencialmente semejantes a los ésteres de forbol u hormonas

activas ( l l5). Ésto podn’a ser de relevancia, ya que el colesterol resulta ser importante para los

procesos de crecimiento celular y directa o indirectamente desempeña un rol en la expresión

genética ( l08.l lO).
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Conclusiones

° La obtención de un aducto entre el PBN y los radicales °CC|_:en nucleos hepáticos

permitió tener una evidencia directa de Ia activacion nuclear del CCI; a radicales

tríclorometilo

- Se observo que como resultado de la bioactivacion nuclear del CCIJ se inician procesos

de lipoperoxidación en la membrana perinuclear Ésto provoca la alteración de la composición

de los ácidos grasos poliinsaturados (especialmente el ácido araquidónico) y la formación de

aldehidos reactivos (como por ejemplo el malondialdehído) en la vecindad del ADN y

proteinas nucleares. con consecuencias potencialmente graves a nivel celular.

- La activación nuclear del CC14da lugar a reacciones de adición entre los radicales

-CCl; y los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos de la membrana perinuclear. Este

hecho podn'a afectar los procesos de expresión de la actividad genetica (conocidamente

regulada en parte por los fosfolipidos).

° Los metabolitos reactivos del CC14formados en la membrana perinuclear son capaces

de atacar a la molécula de colesterol componente de la misma. Como resultado de dicho

ataque se forman productos de oxidación del colesterol y ceto den'vados con estructura y

actividad biológica semejantes a los ésteres de forbol. Este tipo de interacciones podn’an hacer

resentir no sólo las funciones del colesterol en la membrana pen'nuclear sino que también

podn’an influir los procesos de crecimiento celular y/o la expresión genética.

- El proceso de lipoperoxidación de la membrana pen'nuclear no seria el detenninante en

la velocidad de producción de los efectos del CCl4 a largo plazo; pero podría tener

participación en parte del proceso de carcinogénesis producido por el CC14.

° La mayor intensidad de producción de los radicales °CCl_:en las cercanias del ADN

y/o proteínas nucleares, la unión covalente de metabolitos reactivos del CCl4 a fosfolipidos

específicos y la mayor unión covalente a colesterol y ésteres de colesterol en las ratas Osborne

Mendel, podria tener relación con la susceptibilidad a sufiir los efectos carcinogénicos

ejercidos por el CCl4. \ K
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Abreviaturas

l6:O acido palmitico

l8‘0 acido estean'co

18 2 acido linoleico

20:4 acido araquidonico

20:5n-3 acido eicosopentaenoico

22:6 acido els-4.110,13.ló,l9-docohexaenoico

22:6n-3 ácido docosaenoico

Á Angstrom (10‘lo m)

ADN acido desoxirribonucleico

ADP adenosindifosfato

a.mu. atomic mass units

ARN ácido ribonucleico

ATP adenosintrifosfato

BHT 2,6-diterbutil-p-cresol

BSTFA bis(trimetilsilil)tnfluoroacetamida

BzOO peróxido de benzoilo

°C grados centígrados

ca. collisional activation

(“OCCIJ tetracloruro de carbono radioactivo

CGL cromatografia gas liquido

CH colesterol

CHE ésteres de colesterol

cit P450 citocromo P450

col. colaboradores

DG díglicén'dos

-diOTMS den'vado ditn'metilsililado

dpm desintegracíones por minuto

EM espectrometría de masas

EPA Environmental Protection Agency

EPR espectroscopía de resonancia paramagnética nuclear

ev electronvolt
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FAD flaxlnadenindinucleotido oxidado

FFA ácidos grasos libres

HD detector de ionizacion de llama

Fiu figura

FL tbsfolípidos

FMN Flaw'nmononucleotido

g gramo

GABA ácido gamaaminobutílico

glime l._-dimetoxietano

gly glicolipidos

h hora

HNE 4-hjdroxí-2-nonenal (4-hidroxjnonenal)

HPLC cromatografía liquida de alta resolución

lARC lntemation Agency for Reserach

ICDH isocítn'co deshidrogenasa

id diámetro interno

ip intraperitoneal

isoc/NADP sistema generador de NADPH

Kg ¡logramo

KPa kilopascal

L- radical lipídico

L-T; L-triiodotironina

LO- radical alcoxilo

LOO- radical lipoperoleo

LP lipoperoxidación

LPC lisofosfatidilcolina

m metro

M molar

M" ión molecular

m/z masa/carga

MDA malondialdehjdo
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Abreviaturas

mg miligramo

MG monoglicendos

mjn minutos

ml mililitro

mm milímetro

mM milimolar

N normal

NADP nicotinamida adenindinucleotido fosfato oxidado

NADPH nicotinamída adenindínucleotido fosfato reducido

NlST National Institute of Standars and Technology

nm nanometro

OM Osborne Mendel

PAPS fosfoadenosina fosfosulfato

PBN fenil-N-terbutilnjtrona

PC fosfatidilcolina

PE fosfatidíletanolamina

Pl fosfatidilinositol

PPO 2,5-difeníloxazol

PS fosfatidilsen'na

PUFA acidos grasos poliinsaturados

RE reticulo endoplásmico

REL reticulo endoplasmico liso

RER reticulo endoplásmico rugoso

RMN resonancia magnética nuclear

rpm revoluciones por minuto

s segundos

SD Sprague Dawley

SHP esfingomielina

SlM monitoreo selectivo de iones

SKF 525 A 2-dimetilaminoetil-2,2-difenilvalerato.HCl

SNC sistema nervioso central
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Abreviaturas

STKM sacarosa en Tn's-HCI SOmM. KCl 2.5 mM, MgClg 5 mM

TBA acido tiobarbitún'co

TCDD tetraclorodíbenzo-p-dioxina

TG triglicéridos

TIC comente iónica tota]

TLC cromatografía en capa delgada

TMSOH trimetilsilanol

Tris Trís(hidroximetil)anúnometano

UC unión covaJente

UDP urídindifosfato

UDPG difosfato de uñdinaglucosa

ug microgramos

UV espectrofotometría ultavioleta

vs versus

v/v volumen en volumen
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Carbon tetrachloride promoted malondialdehyde formation in liver microsomal and

nuclear preparations from Sprague Dawley or Osborne Mendel male rats. SL Fanelli

and JA Castro. Research Communications in Chemical Pathology and Pharmacology,

Vol. 82. N° 2, 233-236, 1993.

Covalent binding of carbon tetrachloride reactive metabolites to liver microsomal and

nuclear lipid and phospholipid classes from Sprague Dawley and Osborne Mendel male

rats. SL Fanelli and JA Castro. Teratogenesis, Carcinogenesis and Mutagenesis‘ 15,

lSS-lóó, 1995.

Cholesterol interaction with free radicals produced from carbon tetrachloride or

bromotn'chloromethane by either catalytic decomposition or via liver microsomal

activation. SL Fanelli, GD Castro and JA Castro. Chemico-Biological lnteractions, 98,

223-236, 1995.

Alteraciones producidas en lípidos nucleares hepáticos durante la intoxicación por

CCI4. SL Fanelli y JA Castro.

XXIV Reunión Anual SAFE (Sociedad Argentina de Farmacología Experimental).

Buenos Aires, Noviembre 23 al 25 de 1992.

Alteraciones producidas en lípidos nucleares y microsomales hepáticos durante la

intoxicación por CCl4. SL Fanelli y JA Castro.

lV Jornadas de Farmacia y Bioquímica Industrial (JORFY'93). Buenos Aires, 31 de

Mayo al 5 de Junio de 1993.

Unión covalente a lípidos y fosfolípidos y formación de malondialdehido en núcleos y

microsomas hepáticos de ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel durante la

intoxicación por CCl4. SL Fanelli y JA Castro.
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XXIX Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Bioquímica (SAIB).

\'illa Carlos Paz, Cordoba, Argentina. l7 al 20 de Noviembre de ¡993.

Ataque por radicales libres tn'clorometilo y tn'clorometil peroxilo al colesterol y otros

lipidos nucleares. SL Fanelli, CJ Stamato y JA Castro.

XXX Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Investigación Bioquímica (SAIB),

[X Sociedad Argentina de Neurología (SAN), V Asociación Argentina de Biologia del

Desarrollo (AABD). Iguazu. Misiones, Argentina, 26 al 29 de Octubre de l994.

Reaction of cholesterol with trichloromethyl and trichloromethylperoxyl radicals in a

model system. A structural analysis. SL Fanelli, GD Castro y JA Castro.

Vll International Congress of Toxicology (IUTOX), Seattle, USA, 2 al 6 de Julio de

¡995.

Nuclear activation of carbon tetrachlon'de or tnchlorobromomethane to

trichloromethyl free radicals and their interaction with lipids. JA. Castro, S.L. Fanelli

and GD. Castro.

Experimental Biology’96, Bethesda, USA, l4 al 17 de Abril de 1996.

Formación de radicales libres triclorometilo a partir de la activación nuclear del

tetracloruro de carbono o triclorobromometano. Estudio de su interacción con lípidos.

SL Fanelli, GD Castro y JA Castro.

V Jornadas de Farmacia y Bioquímica Industrial. (JORFYBI’ 96), Buenos Aires, 3 al

8 de Junio de 1996.
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VlIIa Martelli, junlo 5, 19%

Sres.Mlembrosdela Subdirección de Doctorado
del Departamento de Química Biológica
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Alres

De mi mayor consideración:

La Licenciada SilviaL.Fanelli ha realizado los trabajos que conforman su Tesis
“Alteraciones en los lípidosnucleares hepótlcos debida a la activación in situdel
tetracloruro de carbono a radicales libres”.

AIhacerlo, puso en evidencia poseer gran habilidad experimental, criterio y
capacidad de comprensión para la resoluciónde losproblemas planteados.

Enrelación con la parte experimental, señan que la Ucenclada Fanelliha
puesto a punto algunas técnicas complejas como la de ‘spintraping' de los
radicales libres °CCI3con el “spintrap” PBNseguida de cromatografía gaseosa
capilar del aducto resultante, cromatografía gaseosa capilar de productos de
oxidación de colesterol y de acidos grasos y técnicas de separación de clases de
lípidosy clases de fosfolípidos.También empleó procedimientos de preparación de
núcleos altamente purificados.

Como fuera enunciado en informesanteriores el objetivo de este trabajo era
verificarque el el núcleo dela célula hepótica puede verificarseuna activación
del CCIaa -CCI3y que éstos así como losCCIst' que el anterior genera en
presencia de oxígeno, son capaces de promoveralteraciones biológicamente
significativasen los lípidosnucleares. Ellasderivarían de las reacciones de adición
a dobles ligaduras de los PUFAy de reacciones de abstracción de Hde los mismos
y del colesterol de su membrana con la resultante promoción de un proceso de
peroxidación de lípidosnucleares y la generación de especies reactivas por
oxidación de los PUFAy del colesterol.

Se intentó verificaruna potencial correlación de losefectos observados con
la susceptibilidad de distintas especies al cancer por CCIA.

Losresultados obtenidos en función del plan llevado a cabo fueron de alto
interés y fueron Ia consecuencia de un trabajo intenso y de una particular aptitud
para llevarloa cabo.

Como consecuencia de losestudios realizados se abren para el futuro .
perspectivas de investigación toxicológlca de particular interés en relación a las
relaciones entre alteraciones en los lípidosproducidos por tóxicosy losefectos de
los mismos.

En conclusión, la tarea realizada por la Licenciada SllvlaL.Fanellique ha
dado lugar a esta tesisconfigura un conjunto de resultados que constituye un
aporte interesante respecto del conocimiento de las alteraciones lipídicasen los
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núcleos hepóficos duronfe procesos de Intoxicaciónque generan rodicoles libresy
su potencial reloción con lo corcinogénesis. Creo odemós que el curso de es‘ros
estudios lo Lic.Fonellievidenció poseer un potencial significativo poro desorrolior
un futuro como investigadora.

lyric“ (trgz-Dr. osé A. Cosiro ,

Sinotro porficulor, lossaludo atentamente.

Directorde Tesis s
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