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Alteraciones en los lipidos nucleares hepaticos debidas a la activacion in situ del tetracloruro de

carbono
S.L. Fanclh

Sc cvidencio que a partir de la activacion nuclear hepatica del tetracloruro de carbono (CCL) sc forman
radicales hibres tnclorometilo («CCl;). Los radicales *CCl; v los CCl;0-+ denvados de la rcaccion de los
primcros con ¢l oxigeno. promucven reacciones de adicion v de abstraccion de H desde los lipidos nucleares.
Las rcacciones de adicion son mas intensas con los *CCl; . mientras quc las de abstraccion de H son
promovidas mas fucrtemente por los CCli0+ . Los «CCl; sc adicionan prefercntemente a los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos (PUFA) dc la membrana peninuclear. Los CCLiO:¢ v los «CCl; abstracn
hidrogenos de los PUF A (especialmente ac. araquidonico) ¢ inician procesos de peroxidacion de lipidos de la
membrana perinucicar quc conducen a la formacion de aldchidos reactivos (). malondialdchido). También
abstracn H del colesterol de la membrana pennuclear formando productos de oxidacion v cetodenivados del
mismo.

Por cstudio comparativo cn dos ccpas de ratas con distinta susceptibilidad a sufrir cancer hepatico por cfecto
del CCL. sc deduce que la intensidad de produccion de los radicales *CCl; en las cercanias del ADN v la
union covalente de los mismos a fosfolipidos especificos. colesterol v ésteres de colesterol podrian tener
rclacion con la susceptibilidad a sufrir los cfectos carcinogénicos cjercidos por ¢l CCL.

En resumen: Los resultados cvidencian que durante la biotransformacion nuclear hepatica del CCL se
forman radicales libres «CCl; v CCLO-e. Dichos radicales intcractian con los lipidos de la membrana
pennuclear v generan productos potencialmente capaces de reaccionar o regular la funcion del ADN y/o las
proteinas nucleares. con consccucncias potencialmente graves a nivel celular.

Palabras claves: tctracloruro de carbono, radicales libres, nucleos, lipidos, colesterol, ac. araquidénico,
malondialdehido, cancer hepatico

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

Ewvidence was provided that during liver nuclear activation of carbon tetracloride (CCL) trichloromethy free
radicals («CCl;) arc formed. The *CCl; free radicals produced and the CCly0,¢ resulting from the reaction of
thc former with oxygen. are able to suffer addition and H abstraction reactions. Addition rcactions are
fundamentally' promoted by the *CCl; while H abstraction reactions are mainly attributable to the CCL;04e
frec radicals. The *CCl; preferennally add to the polvunsaturated fatty acids (PUFA) from the perinuclear
mcmbranc. The CCl;02¢ and the «CCl;abstract H atoms from the PUFA (mostly from arachidonic acid) and
spark a lipid pcroxadation process leading to the production of reactive aldehvdes (eg. malondialdchyvde).
They also perform H abstraction reactions from peninuclear lipid cholesterol moieties to lead to keto and other
oxidized products of the steroid.

Studving two strains of rats with different susceptibility to CCL hepatic cancer, it was deduced that the
intensity of *CCl; radicals production ncarbv DNA and regulation protcin and the covalent binding with
specific phospholipids, cholesterol and cholesterol esters might be related with the susceptibility to suffer the
CCL carcinogenic effects.

In summary: The performed studics evidence that during liver nuclear biotransformation of CCL; , *CCl; and
CCliO-» radicals are formed. These radicals interact with lipids from the perinuclear membrane to gencrate
products having potcntial ability to react or regulatc DNA and/or nuclear protein function.

Kev words: carbon tetrachloride, free radicals. nucle, lipids, cholesterol, arachidonic ac., malondialdchyvde,
hcpatic cancer
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Introduccion

1. INTERACCIONES ENTRE LOS XENOBIOTICOS Y LOS SERES VIVOS. SUS
CONSECUENCIAS

El hombre v otros animales estan constantemente expuestos a una gran cantidad de
sustancias presentes en el medio ambiente (1).

Estas sustancias extrafias al organismo (xenobiéticos), pueden ser de origen natural o
producidas por el hombre (para uso industrial, agropecuario, alimentario, farmacologico, etc.).

Un téxico es todo agente capaz de producir un efecto nocivo en un sistema biologico,
danando severamente las funciones celulares y/o produciendo la muerte (1).

Los xenobioticos pueden ingresar al organismo por distintas vias: pulmonar, epitelial, oral,
endovenosa, subcutanea, intramuscular, sublingual, rectal. Una vez absorbidos, se distribuiran entre
los distintos organos y c..npartimentos del organismo con una velocidad caracteristica. Su
distribucion dependera de factores como la irrigacion sanguinea de cada oOrgano, ph tisular,
contenido de lipidos y de agua del mismo. También dependera de factores propios del compuesto
:ales como su caracter acido o basico, lipo e hidrosolubilidad, capacidad de interaccionar
reversiblemente o no con compuestos tisulares, etc.(2).

Los compuestos liposolubles pueden biotransformarse a compuestos mas hidrosolubles,
para ser facilmente excretados Si el compuesto es suficientemente hidrosoluble, puede excretarse
facilmente por el rifion. Otras vias de excrecion pueden ser: pulmon, bilis, intestinos y piel (1).

Durante la biotransformacion se forman productos biologicamente activos o inactivos. Los
activos interaccionan con blancos celulares (ADN, ARN, proteinas, lipidos, etc.), y seran
responsables de los efectos biologicos que corresponden a la sintomatologia observada. Tanto los
metabolitos activos como los inactivos estan sujetos a procesos de excrecion (2).

La respuesta toxica producida por un determinado compuesto se ve criticamente influida
por la velocidad de absorcion, distribucion, biotransformacion y excrecion (1).

De todas formas, de los pasos que existen entre la exposicion de un organismo a una
sustancia nociva y el efecto toxico final que ella produce, la variable de mayor relevancia respecto a
la toxicidad de un compuesto, es el proceso de biotransformacion (2).

Muchos compuestos de relativamente baja toxicidad pueden ser activados por
biotransformacion a metabolitos reactivos. Alternativamente, toxicos muy potentes, pueden ser

rapidamente detoxificados por biotransformacion (1).
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2. BIOTRANSFORMACION DE SUSTANCIAS EXTRANAS AL ORGANISMO

En el proceso de biotransformacion de un xenobidtico, el compuesto sufre la
transformacion en productos, ya sean biologicamente mas o menos activos o inactivos (2).

El resultado del proceso es la conversion de xenobioticos liposolubles en compuestos mas
polares y por lo tanto hidrosolubles, para ser facilmente excretables por el nfion (3,4).

La mayoria de los compuestos toxicos no producen sus efectos biologicos por si mismos,
excepto en dosis agudas. En la mayor parte de los casos se necesita una activacion electrofilica para
producir moléculas capaces de reaccionar irreversiblemente con los nucleofilos de los tejidos (5).

En el proceso de biotransformacion se diferencian dos etapas.

En la primer etapa (Etapa I) se producen reacciones que convierten grupos funcionales
determinados en otros distintos, por ejemplo: un alcohol se puede transformar en un aldehido o un
éster se hidroliza para dar un acido y un alcohol. Las reacciones que se producen son,
generalmente, oxidaciones, reducciones o procesos de hidrolisis.

En la segunda etapa (Etapa II) se producen reacciones de conjugacion. Los compuestos
extrafios al organismo o los metabolitos provenientes de ellos durante la etapa [, se combinan con
otras moléculas endogenas de bajo peso molecular (acido glucoronico, glicina, agua, grupos
metilos, etc.)(2).

En esta etapa se forman glucurénidos, acetamidas, acido mercapturico, acido hipurico,
metilésteres, metilaminas, etc.

Algunas de las enzimas que pueden estar involucradas en esta etapa son epdxido
hidroxilasas, glutation S transferasas, UDP-glucuronosil transferasas, conjugados con cisteina, 3
liasa, y glutamiltranspeptidasa, metilasa y otras (5).

No siempre la biotransformacion que ocurre en la etapa I resulta en la perdida de la
actividad biologica indeseable para el organismo o en la suficiente hidrosolubilidad que permite la
excrecion rapida. Los productos de las reacciones de conjugacion son en general mas polares y
menos activos biologicamente (2).

La relacion entre las reacciones de la Etapa I y la Etapa II, se resumen en la Figura 1 (1).

El camino que seguira cada compuesto dependera de sus caracteristicas fisicas y quimicas.
Los compuestos organicos volatiles pueden ser eliminados via pulmonar, sin sufnr

biotransformacion. No ocurre lo mismo con aquellos compuestos que tienen grupos funcionales
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(-OH. -SH. -NH,. -COOH), los cuales pueden conjugarse directamente, mientras que otros deben

suffir reacciones de la Etapa I para poder ser conjugados (1).

Fig. 1.

Biotransformacion de xenobiodticos

l Xenobiotico
Sin Biotransformacion Con Biotransformacion
Acumulacion «—— — productos de la Etapa |

en los tepdos
— productos de la Etapa II -

Eliminacion «

2.1. Localizacion de las reacciones de biotransformacion

El higado es el organo con mayor capacidad para biotransformar sustancias extrafas al
organismo . Proporciones mucho menores de esta actividad se encuentran en otros 6rganos tales
como intestino, nion, pulmon, adrenales, testiculos, ovarios, placenta, etc.(2).

La biotransformacion hepatica ocurre fundamentalmente en las células epiteliales. La mayor
parte de las reacciones correspondientes a la etapa I ocurren intracelularmente, en el reticulo
endoplasmico liso y rugoso y también en la membrana nuclear (2).

En cambio las enzimas que catalizan la formacion de la fosfoadenosina fosfosuifato (PAPS)
y las sulfoquinasas que permiten que ésta reaccione con los fenoles, estan en el citoplasma. Como
otros ejemplos se pueden nombrar a la enzima que metila fenoles y la que conduce a la formacion
de acidos mercapturicos (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 de la biotransformacion

La mayoria de las reacciones de biotransformacion 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 atribuidas al sistema de oxidasas
que contienen al citocromo P450 (cit P450) (5).

El sistema de oxigenasas de funcion mixta que contiene el cit P450 como componente
principal, requiere NADPH v O; ; teniendo tres componentes fundamentales: uno lipidico, el cit
P450 y la NADPH-P450 reductasa (2)

El cit P450 no es una sola enzima, este término genérico se aplica a un grupo de
hemoproteinas con propiedades espectrales definidas. Presentan u. .aximo de absorcion a 450 nm
para el complejo Fe* - CO impartido por la presencia de un ligando axial cisteiniltiolato al hierro
heémico (5).

Las enzimas del cit P450 han sido estudiadas extensivamente en modelos animales
experimentales (rata, ratones, conejos, etc.) y se conoce bastante acerca de sus estructuras,
regulacion y mecanismos de catalisis.

Los niveles de muchos de los cit P450 y sus actividades cataliticas pueden varar
considerablemente debido a polimorfismo, induccion, inhibicion, etc. La especificidad catalitica de
los cit P450 puede vanar 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
formacion de estos complejos produce cambios en el espectro de absorcion del cit P450. Se han

evidenciado tres tipos de cambios espectrales:(2)

Tipo [. Presenta un pico de absorcion a 385-390 nm y un valle de absorcion a 420 nm.
(etilmorfina, hexobarbital, aminopirina, CCl,_etc.)
Tipo II: Presenta un pico de absorcion a 430 nm y un valle a 390 nm.(anilina)

Tipo II modificado: Presenta un pico de absorcion 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 I interaccionan con la apoproteina del cit P450 y los del tipo Il con
su hierro hemico.

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

reductasa, los de tipo 11, la desaceleran (2).
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El cit P450 también participa en el metabolismo de sustancias endogenas como acidos
grasos, prostaglandinas y esteroides (ej: colesterol, hormonas esteroideas, vitamina D y acidos

bilares) (2).

Fig. 2

Acople multienzimatico del cit P450 y su reductasa

La NADPH-P450 reductasa es otro componente del sistema, es una flavoenzima,
anteriormente llamada cit ¢ reductasa, que utiliza al NADPH como cofactor. Posee en el grupo
prostetico un mol de FMN y uno de FAD por mol de enzima. Esta flavoproteina es capaz de
transmitir 1 o 2 electrones al cit P450 (1).

La forma parcialmente reducida se establece en aire y contiene una de las flavinas en estado
totalmente oxidado y la otra en el semirreducido semiquinénico. Esta forma ademas, puede ser
reducida en un medio anaerobio.

En el reticulo endoplasmico hepatico existe una molécula de cit P450 reductasa por cada 10
a 20 moléculas de cit P450. El cit P450 y su reductasa pueden formar un acople multienzmatico
que tiene cierta movilidad en las membranas del reticulo (2), como se puede observar en la Fig. 2
(1)

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

reemplazado por otros fosfolipidos y algunos detergentes no idnicos. La funcion de estos
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fosfolipidos seria 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 hidroxilacion catalizadas por el cit P450

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

sistema del cit P450 (1).

Fig. 3
Reacciones de hidroxilacion catalizadas por el cit P450

REACCION EJEMPLO
Hidroxilacion alifatica R—CHy,—CH.—CH; — R--CH: ~CHOH—-CH,
Hidroxilacién aromética @ —_— R—Q
Epoxidacién R—CH=CH—R' — R—-CH—}H—R'
- H
N- O- S-dealquilacién R—(N. O. S—CH, — R—(NH,. OH. SH) + CH;0
1
Deaminacién K—CHy;—NH; — R—C-—H + NH,
i ;
N-hidroxilacién R—NH—C—CH; — R—NOH—C—CH\
Sulfoxidacion R—S—R — R—i—ll'
(o]
i
Desulfuracién R,R;P—X — R,RP—X + S
. . I | ]
Dehalogenaciéon oxidativa u_.c'—u —_— n—<':_o|-| —+ R—C—H + HX
H H
*X. Halégeno

El mecanismo de las reacciones catalizadas por el cit P450 se esquematiza en la Fig. 4 (1).

En las reacciones catalizadas por el cit P450, el substrato o xenobiético (RH) se combina
con la forma oxidada del cit P450(Fe'") (Fig. 4A), para formar un complejo entre el substrato y el
cit P450 (Fig. 4B). Este complejo acepta un electron del NADPH (via la NADPH-cit P450
reductasa), el cual reduce el hierro de la zona hémica del cit P450(Fe’") al estado de Fe > (Fig.
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4C). El complejo reducido, substrato-cit P450(Fe’") ( Fig. 4C), se combina con el oxigeno
molecular, el cual acepta un electron del NADPH. A veces un segundo electron es donado via el cit
bs (Fig. 4D)(1). El cit b<. presente en el reticulo endoplasmico, puede modular la velocidad de la
reaccion, proveyendo uno o dos electrones en lugar de la cit P450 reductasa/NADPH, el cual sena

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

Fig. 4

Mecanismo de accion del cit P450 en reacciones de hidroxilacion

Hemo
A e L) ———————— B
-:’Qsj,:w °

CYT P-450

F :
1,—0 0
= e

Se piensa que los electrones son transferidos al oxigeno molecular. Las especies de oxigeno
resultantes son altamente reactivas e inestables. Un atomo de este oxigeno reactivo se introduce en
el substrato, mientras que el otro se reduce a H,O (Fig. 4E). Luego el substrato oxigenado, se
disocia, regenerando la forma oxidada del cit P450 (Fig. 4F). El monoxido de carbono es un fuerte
inhibidor de las reacciones catalizadas por el cit P450, porque compite con el oxigeno molecular,

para unirse con la forma reducida del cit P450 (1).

B) Reacciones de reduccion catalizadas por el cit P450

Aunque el sistema del cit P450 esta relacionado con su funcién como oxigenasa, tambien

cataliza la biotranformacion de ciertos xenobioticos, ejemplificados en la Fig. 5 (1).
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Fig. §
Reacciones de reduccion catalizadas por el cit P450
REACCION EJEMPLO
Azo Reduccién R—~Ne=N—R’' —+ R—NH; + R'NH,
Reduccién nitroaromatica —@—NO: —_— R-@—Nﬂ,
Dehalogenacion reductiva —#—x S R—?—H + HX

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 xenobiotico, el cual es entonces reducido.

El O, actia 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 union 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 biotransformacion reductiva, se tienen: azo y
nitrocompuestos, Oxidos de areno, N-0xidos, y haluros de alquilo.

Estas reducciones también involucran a la NADPH - cit P450 reductasa y al cit P450. La
donacion del electron hacia un xenobidtico que los acepte, se ve beneficiada por el bajo potencial
redox, la alta especificidad del substrato y la fuerte union del ligando de estos sistemas. De esta
manera, predomina la biotransformacion reductiva frente a la oxidativa (1).

Esta forma de biotransformacion puede detoxificar a un xenobiotico, pero a menudo,
produce un producto mas toxico o un intermediario reactivo (1).

Ejemplos clasicos de esta bioactivacion reductiva a radicales libres son el tetracloruro de
carbono (CCL) y el halotano (CF;CHBIrCl).

La microflora intestinal, también puede reducir un numero de compuestos quimicos,
particularmente aquellos con grupos azo y nitro, ya que contiene un sistema enzimatico que puede

virtualmente realizar las reacciones catalizadas por el cit P450 (1).
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2.3.  Factores que modifican la intensidad de los procesos de biotransformacion

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

aquellos que determinan su velocidad de distribucion, su excrecion y su metabolismo enzimatico

(9).

Tabla 1

Factores que influyen sobre la biotransformacion

Anhibidores .embarazo
Jinductores .estrés

.especie .diabetes

.cepa CIrTosis

fact. individuales ‘hepatitis

.edad ictenicia obstructiva
SEX0 .desbalance hormonal
dieta tiroidectomia
.ayuno .adrenalectomia
-hora del dia ‘hipofisectomia
.€poca del afio .castracion
temperatura .hepatomas

_presion atmosférica

altitud

Las actividades de las enzimas del reticulo endoplasmico pueden ser modificadas por
factores genéticos (10), fisiologicos (11,12), y factores externos como la exposicion a
contaminantes ambientales y administracion de drogas (9).

Para explicar dichas variaciones son importantes tanto los estudios “in vitro” como los “in
vivo"’, ya que deben considerarse la absorcion, distribucion en los tejidos y excrecion biliar y
urinaria, la circulacion enterohepatica y el rol de la flora bacteriana (13).

Los factores que modifiquen la concentracion de cit P450, la actividad de la citocromo
P450 reductasa o la concentracion de NADPH, influiran en la duracion e intensidad de las acciones
biologicas del xenobiotico, ya que modificaran su biotransformacion (3).

Enla Tabla 1 se resumen algunos de los factores que afectan a la biotransformacion de los

compuestos (3,14).
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-Inductores de la biotransformacion

La actividad de las enzimas que catalizan los procesos de biotransformacion puede ser
incrementada por distintos productos quimicos. Estos incluyen drogas, pesticidas, productos
industnales y naturales (1).

En general, el aumento de la actividad se debe a un incremento en la velocidad de la sintesis
enzimatica. Previamente, se pensod que la induccion se limitaba al sistema de monooxigenasas cit
P450 dependientes, pero también pueden resultar inducidas ciertas enzimas involucradas en el
proceso de conjugacion.

La duracion del incremento en la actividad de la monooxigenasa puede vanar segun el
agente inductor y su dosis, el substrato utilizado para ensayar la actividad de la enzima, la especie,
cepa o sexo del animal, la duracidn de la exposicion y el tejido en el cual se mide la actividad
enzimatica (1).

Los agentes inductores mas estudiados son el fenobarbital y los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (benzo-a-pireno y 3-metilcolantreno). Aunque ambas clases de compuestos inducen la
actividad monooxigenasa, producen en el higado efectos morfologicos y bioquimicos distintos.
Estas caracteristicas se resumen en la Tabla 2 (1).

El pretratamiento con fenobarbital, produce hipertrofia hepatica marcada, un incremento en
la concentracton de proteinas microsomales (mg/g de higado) y proliferacion del reticulo
endoplasmico liso.

Ademas de estos efectos morfologicos, se observa un incremento en la sintesis proteica y
de fosfolipidos, una induccion (de hasta 3 veces) de la sintesis de la NADPH-cit P450 reductasa y
(de hasta 70 veces) de la sintesis de ciertas isoenzimas del cit P450 (1).

La mayoria de las isoenzimas del cit P450 inducidas por el fenobarbital estan ausentes en
los microsomas de animales de laboratorio pretratados. Estos cambios ocurren preferentemente en
la region centrolobulillar del lobulillo hepatico.

Los substratos que presentan una alta afinidad por las isoenzimas del cit P450 inducidas,
muestran un gran incremento en la velocidad de biotransformacion (1).

Sin embargo, el incremento en el tamaiio del higado y la proliferacion de los componentes
del reticulo endoplasmico liso, explican los bajos incrementos en la velocidad de biotransformacion

de substratos con menor afinidad por las isoenzimas del cit P450 inducidas.
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Tabla 2. Caracteristicas de los efectos hepaticos del fenobarbital e hidrocarburos

policiclicos aromaticos

Caracteristicas Fenobarbital Hidrocarburos
policiclicos

Inicio de los efectos 8-12h 3-6h

Tiempo maximo de los 3-5 dias 24-48 h

efectos

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

Agrandamiento del higado  marcado leve

Sintesis proteica

muy aumentada

poco aumentada

Sintesis de fosfolipidos marcado aumento sin efectos
Flujo sanguineo hepatico aumentado sin efectos

Fluobiliar  ~aumentado  snefetos
Componentes enzimaticos:
-cit P450 aumentado sin efectos
-cit P448 sin efectos aumentado

-NADPH cit creductasa  aumentada  ~ ~~~  sinefectos
Especificidad de substratos:
-N-demetilacion aumentada sin efectos
-Hidroxilacion alifatica aumentada sin efectos
-Hidroxilacion poco aumento aumentada
hidrocarburos policiclicos
Dehalogenacion reductiva  aumentada sin efectos
Glucuronizacion aumentada poco aumento
Conjugacion con glutation  poco aumento poco aumento
Epoéxido hidrolasa aumentada poco aumento
Receptor citosolico no identificado identificado

La induccion debido a la administracion parenteral de una dosis hipnotica de fenobarbital,

ocurre dentro de los 3 a 5 dias. Al cesar la administracion, la actividad enzimatica retorna a su nivel

basal dentro de los 7 a 10 dias (1).

-Biotransformacion en distintas especies y 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 (15).

11
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Los distintos efectos farmacologicos y toxicologicos de un xenobiotico pueden asociarse
con los distintos mecanismos de biotransformacion en las diferentes especies (16).

Muchas veces las marcadas diferencias encontradas en los efectos de los compuestos
quimicos son debidas a distintas velocidades de eliminacion o al mecanismo de biotransformacion.

Cuando el compuesto es eliminado inalterado, las variaciones estan relacionadas con la
supc .cie de area del ammal (ya que la velocidad de elimnacion por filtracion glomerular es
semejante en las distintas especies pero el impulso cardiaco es proporcional al area de superficie del
animal) (17).

Cuando el compuesto es liposoluble es metabolizado antes de ser excretado, entonces la
velocidad de biotransformacion vanara entre una especie o cepa y otra dada.

Mientras un paso metabolico puede ser el dominante en una especie animal, puede estar
virtualmente ausente en otra. Por ejemplo en los conejos la anfetamina es rapidamente deaminada a
ferulacetona, mientras que en ratas no ocurre lo mismo. Las aminas aromaticas generalmente sufren
reacciones de acetilacion excepto en los perros. El hexobarbital tiene una vida media de unos pocos
minutos en ratones, mientras que en el hombre es de vartas horas (17).

Las diferencias existentes para biotransformar xenobidticos en distintas especies o cepas,

son tanto cuali como cuantitativas (2). Tabla 3 (1).

Tabla 3
Caracterizacion de las diferencias cuali y cuantitativas observadas en Ila

biotransformacion entre distintas especies y/o cepas

Diferencias cualitativas Diferencias cuantitativas

Deficiencia de enzimas Distinta concentracion de enzimas

Reacciones unicas y especificas Distintas isoenzimas del cit P450

Algunos aspectos genéticos Distintas reacciones regioselectivas
Genéticas

Las cualitativas conciernen fundamentalmente a las reacciones de conjugacion de la etapa
I1. Las diferencias existentes en los procesos de la etapa [ 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 determinado. Similarmente se podrian esperar
cambios genéticos que resulten en diferencias entre cepas de la misma especie animal.

Como ejemplo de la capacidad de biotransformacion en distintas cepas se puede nombrar la
variada respuesta biologica a compuestos como hexobarbital, 2-naftilamina, cloroformo y eter.

Una repuesta farmacologica inusual puede resultar de defectos genéticos y podna estar
asociada con una actividad enzimatica alterada (18).

En las experiencias de laboratorio, para evitar las complicaciones relacionadas con el uso de
una poblacion animal heterocigota, se utilizan cepas endocriadas (homocigotas). Sin embargo, las
variaciones geneticas entre estas cepas pueden conducir a dificultades cuando distintos equipos de
trabajo utilizan diferentes cepas de la misma especie, produciendo aparentemente resultados
contradictoros.

Para ilustrar las vanaciones existentes entre cepas se examinaran a continuacion aquellas
diferencias en la respuesta farmacologica que pueden ser atribuidas a alteraciones en la capacidad

de biotransformacion (18).
A) Diferencias en reacciones de la etapa I entre distintas cepas

Como ejemplo de estas diferencias, se puede citar las marcadas vanaciones en el tiempo de
suefio inducido por hexobarbital en vanas cepas de ratones (18).

Las medidas de la actividad hepatica de la oxidasa para el hexobarbital, muestran que las
diferencias estan relacionadas con la capacidad de biotransformacion.

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 suefio, son marcadamente
uniformes. (18).

La distribucion del tiempo de suefio entre cada cepa podria relacionarse con el nivel de
homocigocidad. Las cepas con alto grado de endogamia muestran las menores variaciones.

Parece existir una relacion inversa entre la toxicidad y tiempo de suefio en las cepas de los
ratones BALB/C y 129. Esta relacion se correlaciona con la velocidad del metabolismo hepatico de
cada una, sugiriendo tal vez, la existencia de un intermediario toxico. Alternativamente, estas

vanaciones en la toxicidad podrian explicarse como fenomenos no genéticamente relacionados.
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Experimentos utilizando barbital sodico (un barbiturato no metabolizable) revelaron una relacion
paralela entre efectos hipnoticos y efectos letales.

También se encontraron varaciones en la actividad de la anilina4-hidroxilasa, p-
nitroanisolreductasa y etilmorfina demetilasa en distintas cepas de ratas (18).

Comparaciones entre la imipramina y aminopirina N-demetilasas, p-nitroanisol-o-demetilasa
y anilina-4-hidroxilasa, realizadas en ratas Sprague Dawley, Wistar y Long Evans, mostraron que
solo esta ultima cepa difiere significativamente de las otras.

Se han realizado considerables esfuerzos 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.

Al 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 % debajo de los valores promedios, sin encontrarse
diferencias en los niveles de cit P450. Se observd que esta variacion (2 a 3 veces mayor) en la
capacidad de biotransformacion en cepas de ratas y ratones, contrarresta con la variacion (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 II entre distintas cepas

La importancia de las reacciones de la etapa II en los procesos de detoxificacion, da cuenta
Jel considerable interés en el estudio de los factores que influyen en estas reacciones.
Particularmente se han estudiado dos tipos de reacciones: formacion de glucurdnidos y acetilacion
(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-
glucurénido 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 acido glucuronico a los aglicoles apropiados (UDP-glucuronil transferasa) .

Los efectos en la formacion de glucurénidos observados en la rata Gunn, son semejantes a
los presentes en las personas que padecen de un desorden metabolico conocido como ictericia

familiar congénita no hemolitica, asociada con una actividad glucuronil transferasa reducida. Estos
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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 formacion de glucurénidos es normalmente
menor que en los adultos (18).

Las diferencias en la formacion de glucuronidos se considera originada principalmente por
deficiencias genéticas que afectan a pocas cepas. Por otro lado las diferencias en la capacidad
acetiladora muestran una distribucion mas amplia y no estan asociadas con el concepto de
deficiencia o desorden genético, pero si con heterogenicidad genética.

Por ejemplo existe una amplia vaniacion individual entre el metabolismo de la isoniazida
(droga antituberculosa) considerando generalmente a la poblacion dividida en 2 grupos:
inactivadores rapidos o inactivadores lentos. Se observo también que la incidencia de inactivadores
rapidos o lentos no es la misma en todos los grupos raciales, por ejemplo los esquimales y los
japoneses tienen mayor proporcion de inactivadores rapidos, mientras que en los americanos negros

la proporcion es casi la misma (18).
3. RADICALES LIBRES

Los radicales libres se definen comunmente como moléculas o fragmentos de moléculas
que contienen un electrén no apareado (19-21).

La presencia de este electron, le confiere usualmente un considerable grado de reactividad,
aunque ésto puede vanar dramaticamente segun la estructura quimica del radical en consideracion
(19.20).

La mayoria de los radicales de interés biologico tienen una reactividad quimica
consideradamente alta y por lo tanto son de corta vida media. Por ejemplo la vida media del radical
hidroxilo (OHe) o el radical triclorometilperoxilo (CCl;0,¢) en fase liquida en un medio biologico,
son del orden de 1 ns y 1 ms respectivamente (22).

Algunas especies son relativamente estables o de baja reactividad y debido a su vida media
larga pueden migrar y ejercer su accion en zonas distantes a su sitio de produccion (20,21).

Entre los radicales mas estables se encuentran: el oxigeno en su forma triplete del estado
fundamental, 6xido nitrico (*NO) y dioxido de nitrogeno (*NO,), i6n superoxido (O, ) y sus sales
(KO,) , una serie de radicales nitroxidos (R,NO-) y varios radicales de complejos organicos como

el perinaftil radical (21).
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La gran reactividad de los radicales libres, hace que interaccionen con una variedad de
moléculas presentes en el entorno donde se forman y aun con otros radicales libres (23).
Las reacciones mas importantes son las de abstraccion, adicion, desproporcionamiento y

dimerizacion (eliminacion), las cuales se esquematizan en la siguiente Tabla 4 (21,23).

Tabla 4

Principales reacciones de los radicales libres

Ae +RH » R*+ AH Abstraccion de Hidrogeno
A
Ae+ C=C »C=C Adicion

I | |
—C—Cs + —C—C» — —C—C++C=C+ Desproporcionamiento
| | .

A+ + Be » A—B Dimerizacion

Las reacciones de adicion y abstraccion de H son las que principalmente se vinculan con
problemas toxicologicos, en farmacologia o patologia. La primera da lugar a inmteracciones
covalentes con componentes celulares y la segunda genera radicales libres en la molécula blanco.
Esto provocara distintas consecuencias de acuerdo a la molécula involucrada. Si el blanco resulta
ser un acido graso poliinsaturado, se iniciara un proceso de lipoperoxidacion(23). Si la interaccion
se realiza con las bases de los acidos nucleicos, se observara principalmente hidroxilacion de las
mismas (24-27) y por ataque a aminoacidos, se produciran rupturas y oxidaciones en dichas
moléculas (28-32).

Un ejemplo clasico acerca de la importancia de los procesos de formacion de radicales
libres en el area de la toxicologia es el dafio producido por el CCL. El mismo ha sido atnibuido a la
biotransformacion a radicales «CCly y CCiO,+. Estos reaccionan con componentes del hepatocito e
inician alteraciones moleculares que conducen fundamentalmente a la produccion de necrosts,

higado graso y cancer hepatico (23).
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En la Fig. 6 se muestran otros radicales considerados relevantes en la produccion de efectos
toxicos el radical cationico del Paraquat, el radica anionico del Nifurtimox y Benznidazol
(responsable de la accion terapéutica y de los efectos colaterales), el radical de la Adnamicina

(responsable de los efectos cardiotoxicos de este quimioterapico anticancer)(23).

Fig. 6

Radicales de importancia toxicolégica

. -CCly 0-oH Q +
| M e, ND<On—cH,
i Triclorometilo OH
i De!l Paraquat
| MeO O OH O
CCIO?
[ nclorometilperoalo Me H
HO NH,
De la Adriamicina
N
" 0,N-L >
> \/@
TO,N /Q\/N\th, ‘\IrNH
(- o
Del Nifurtimox Del Bensnidasol

3.1.  Produccion de radicales libres

Los radicales pueden producirse en los tejidos por una amplia variedad de métodos, como
se muestra en la Tabla 5; arbitranamente se los puede clasificar en métodos fisicos, quimicos y
fuentes biologicas (21,22,24,25).

Esta gran gama de posibilidades ha permitido, en los ultimos afios, un mejor estudio del
dafio tisular mediado por radicales libres (22,25-29).
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Tabla §

Meétodos para formar radicales libres reactivos

I- Generacion fisica

a) Absorcion de radiacion:

- v. X o radiacion de neutrones, €', protones o particulas a.
- rayos UV

- luz visible en presencia de fotosensibilizadores

- degradacion termica de compuestos organicos

- radiolisis del agua

b) Conversion de radicales primarios en secundarios

¢) Produccion mecanica

d) Ultrasonido

II- Generacion quimica
a) Termolisis
b) Procesos redox: catalizados por metales de transicion, enzimas y uso de agentes.
fuertemente oxidantes o reductores
¢) Eventos subsecuentes: conversion interradicales

III-  Generacion normal en sistemas biolégicos
a) Fagocitosis
b) Metabolismo de eicosanoides
¢) Factor de relajamiento dentvado del endotelio

-Generacion normal de radicales libres en sistenas biolégicos

Los radicales libres son esenciales para procesos biologicos normales. Estan involucrados
en la accion de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa en el metabolismo de los eicosanoides. Estos son
intermediarios y/o productos de reacciones catalizadas enzimaticamente y forman parte de la
cascada de eventos que se desencadenan en los tejidos en repuesta a la invasion de los
microorganismos . Sin embargo, si la produccion de radicales no esta adecuadamente controlada
por la célula, puede ser destructiva para la misma (21).

Algunos oxidantes importantes biologicamente no son radicales, por ejemplo: H,O,, acido
hipocloroso, ozono y oxigeno singulete. Como pueden producir dafio oxidativo al atacar al matenial

biologico, suele llamarselos radicales oxigeno centrados o especies reactivas de oxigeno (21).
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3.2. Métodos de deteccion de radicales libres

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

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

En la Tabla 6 se resumen las ventajas y desventajas de los métodos mas comunes de

identificacion de radicales libres en sistemas biologicos (1).

Tabla 6

Meétodos de deteccion e identificacion de radicales libres

Método

Ventajas

Desventajas

-Analisis de los productos

técnicas analiticas bien
establecidas

no es una evidencia directa

-Inhibicion por atrapadores de
radicales (ej. antioxidantes)

-Inhibicion de la superoxido
dismutasa

-Pulsos de radiolisis

-Espectroscopia de resonancia

poca informacion sobre la
estructura

paramagneética nuclear(EPR)
- Directa informacion estructural corta vida media del radical que
imposibilita la deteccion
- Indirecta amplia aplicaciéon puede perderse la informacion
(Spin Trapping) estructural (¢§. DMPO/C)

En muchos casos la unica evidencia de la formacion de estos radicales, es el estudio de los

efectos o interacciones que ellos producen.(33)

Puede existir una mala interpretacion de los resultados o pérdida de la informacion debido

al curso de los eventos. La generacion del radical podria ser la causa principal de una determinada

lesion o ésta podria deberse a la degradacion de un componente celular previamente dafiado como

consecuencia de otra injuna (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 produccion lenta, pueden utilizarse ciertas técnicas como la de
“spin trapping".

El metodo de deteccion de radicales libres de corta vida media, fue demostrado en la
decada del 60. En esta técnica se agrega un compuesto exogeno: molécula organica diamagneética o
un atrapador de spin ( usualmente un compuesto nitrona o nitroso) que atrapa al radical altamente
reactivo y lo convierte en una forma mas estable y detectable llamada radical secundanio o "aducto

de spin” (19,22).

Xe + "spin trap" » aducto de spin

Esto permite la acumulacion progresiva del aducto radical, relativamente estable con el
tiempo, permitiendo que radicales que se producen a una velocidad lenta, puedan ser detectados.

La mayoria de los "spin trap" utilizados dan aductos del tipo nitroxilo, que tienen un
comportamiento caracteristico en EPR que permite, al menos, obtener alguna informacion sobre la
especie atrapada. Estos "spin trap" pueden utilizarse tanto "in vitro" como "in vivo" (22,33-35).

Tienen distinta especificidad con respecto a los radicales con los que pueden dar aductos,
por lo tanto debe tenerse cuidado en la eleccion del "spin trap" adecuado para un sistema particular.
Por ejemplo para atrapar radicales HO® y O,*, solo se usan los “spin trap” ciclicos: 5,5 dimetil-1-
pirrolina-N-6xido (DMPQO) y 3,3,5,5 tetrametil- 1 -pirrolina-N-oxido (TMPO) (22).

En los sistemas biologicos se utilizan comunmente cuatro tipos distintos de "spin trap” (35):

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

2) a - ( 4 - pindil-1-6xido)-N-tert-butilnitrona (POBN)

3) 5,5-dimetil- 1-pirrolina-N-6xido (DMPOQ)

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 atomo de N del
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"spin trap" obteniéndose una facil identificacion del radical, pero los aductos formados son
inestables (19).

Con los compuestos de tipo nitrona, el radical libre reactivo se une al carbono adyacente al
atomo de N del "spin trap" y aunque produce aductos mas estables (particularmente con radicales
del oxigeno) la identificacion del radical original puede resultar mas dificil, ya que los aductos

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

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

CQy,

El CCl, es una hepatotoxina exaustivamente estudiada. Los pnimeros intentos para atrapar
los radicales *CCl; denivados del CCL, utilizando como “‘spin trap” al 2-metil-2-nitropropano
(MNP) en suspensiones de microsomas hepaticos no fueron exitosas (36).

Poyer y col. en 1978 (37), utilizando fenil-N-ter-butilnitrona (PBN) y EPR, detectaron el
radical libre producido por el CClL y el CBrCl; durante la oxidacion enzimatica en microsomas
hepaticos, viendo que la presencia de NADPH, es obligatoria para la generacion del radical.

Un espectro de EPR simulado por computadora para el aducto entre el «CCls y el PBN,
puede reproducir las caracteristicas esenciales del espectro del aducto radical producido
enzimaticamente por el CCl (37).

La reaccion que se produce es la siguiente:

O- CCl,
l l
Ph-CH=N-C(CH;); + «CCly ——— Ph-CH-N-C(CH:)s
+ I
O
PBN *CCl/PBN
Las expenencias realizadas por Poyer fueron criticadas ya que sefiales similares podrian ser
observadas en la reaccion entre el PBN con un radical lipidico carbono centrado, en ausencia de
CCL . Sin embargo, la formacion del radical *CCl; y el correspondiente aducto con PBN se verifico
utilizando “CCL (38).
También se obtiene evidencia de la formacion de los radicales *CCl; en estudios de EPR

con higado de ratas “in vivo”, luego de la administracion de CCL y PBN (36,39).
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El PBN es absorbido rapidamente en la cavidad peritoneal y raptdamente distribuido en
todos los tejidos, alcanzando un nivel maximo en higado luego de los 30 min. de su administracion
y es excretado muy lentamente en orina La disminucion de su concentracion en los tejidos sugiere
que el PBN se metaboliza en el animal en un tiempo relativamente corto (40).

Este aducto radical tambiéen fue detectado en bilis de ratas anestesiadas e higados
perfundidos de rata, luego de la administracion de CCL y PBN (35).

La identificacion estructural de los aductos en muestras biologicas requiere no solo el uso
de EPR sino también la asociacion de varas técnicas cromatograficas (TLC, HPLC y CGL)
incluidas en conjunto con el analisis por espectrofotometria de masas (41).

En los estudios utilizando como "spin trap” al MNP y PBN, hay que tener en cuenta que
ambos interactuan con el cit P450 dando cambios espectrales y teniendo efectos inhibitorios sobre
el sistema de monooxigenasas de funcion mixta. Por lo tanto es mmportante no usar altas
concentraciones del "spin trap", que puedan efectivamente deprimir la activacion necesaria para el
estudio de metabolitos reactivos producidos por activacion metabolica, que involucra al NADPH y
al cit P450 (36).

La reaccion de "spin trapping"” entre el *CCl; y el PBN en microsomas hepaticos ocurre mas
rapidamente en presencia de concentraciones pequefias de O,. Bajo atmésfera de 100 % de O, no
es posible observar el radical lipidico Le, se observa solamente el radical oxigeno centrado (42).

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

reaccion;
NADPH
CCl, » *CCh (a)
Mmicrosomas

*CCl: + Lipido * L. (b)
+CCl; + PBN * CCL-PBN (c)
Le+ O, + LOO- (d)
Le + PBN + L-PBN (e)
LOQO- > + LO-

LO- + Lipido » L.

L~ +PBN » LO-PBN )
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El inicio de la reaccion depende de la concentracion local de CCL y de la concentracion del
cit P 450 (a). El radical «CCl: puede reaccionar con moléculas lipidicas de la vecindad inmediata al
sitio de reaccion (b) o puede reaccionar con el PBN (c). La constante de la reaccion entre el «CCla
y el PBN es algo pequefia (aproximadamente 10* M's”") comparada con la constante de adicion de
*CCl: a olefinas (aproximadamente 10° M''s™").

Por lo tanto los radicales *CCl: reacctonaran rapidamente con los sitios insaturados de las
moleculas liptdicas. Cuando la disponibilidad de las moléculas de lipidos en la vecindad de los «CClx
disminuve, comienza a predominar la reaccion con el PBN (42).

Simultaneamente, los radicales lipidicos (L¢) pueden ser atrapados o reaccionar con O, (d).
Esta reaccion es mucho mas rapida aun en pequeiias cantidades de O, ya que la constante de
reaccion entre L+ y el O, (aproximadamente 10°-10'° M's™) es mas grande respecto a la constante
de reaccion entre L+ y el PBN (aproximadamente 1.3 10° M''s™) (e).

En consecuencia, el radical L+ solo podria ser detectado en ausencia de O, o cuando éste se
ha consumido totalmente en la vecindad del "spin trap” (42).

Con respecto a los radicales lipoperoxilos, se demostro 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 (f), puede ser obtenido bajo condiciones de lipoperoxidacion. Aun
no se tiene evidencia de si este aducto radical se forma naturalmente o como descomposicion de los
aductos entre los LOO-« y el PBN (42).

Otras posibles reacciones estan relacionadas con la interaccion del «CCly y el O, segun el

siguiente esquema (42):
*CCh + O, » ClLCOy (a)
Cl:CO; + Lipido » L (b)
Cl:COz + PBN » CLCO,-PBN (©)
ChLCOy N —» ChLCO-
Cl;CO- + PBN » CLCO-PBN
CLCO- , CI-CO-Cl+Cl (d)
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Los radicales *CCl: reaccionan rapidamente con el O,, dando los radicales CClLiO»*
(triclorometilperoxilo) (a). Estos podrian comportarse en forma semejante a los radicales
lipoperoxilo, pero con una mayor reactividad, debido a la naturaleza ctectronica del grupo
triclorometilo (b). La constante de adicion del Cl:=CO, con el PBN es estimada en 5.6 10 * M''s”
en CCL, (c). Sin embargo, los aductos no parecen ser estables a temperatura ambiente, ya que por
una rapida ruptura en B se desprenden radicales Cle (d). (42).

Por lo tanto, aunque las experiencias han demostrado un pequefio, pero significativo
cambio en el aducto PBN-CCl;, en presencia de O, no existe evidencia definida de la existencia del
aducto PBN-CCl:0,¢ en sistemas biologicos (22,36).

Esto puede deberse a que:

- Existe pequenia cantidad del aducto PBN-CCl:CO,e, pero no se puede detectar debido al
alto background del aducto PBN-CCl; .

- La mayor reactividad del CClyO,* con aminoacidos, tioles y acidos grasos poliinsaturados,
podria ser una competicion desfavorable para los CCl;O»¢ entre los substratos del medio que lo
nuclean y las relativamente bajas concentraciones de PBN (36).

- La inestabilidad de este aducto hace que decaiga rapidamente.

Se pudo encontrar aductos radicales formados entre el PBN y «CO, en orina, bilis y sangre
de ratas previamente tratadas con PBN y CCl,.

Con el uso de "C-CCL se demostro que este aducto derivaba de la reaccion entre el "spin

trap" (PBN) y un metabolito reactivo del CCL; (22).
33. Factores que influyen en la produccion de radicales libres en las células y los tejidos

La liberacion de radicales libres puede aumentarse por un incremento en la generacion de
radicales o debido a una disminucion en la eficacia de los mecanismos de proteccion natural. Se
regula asi, el control normal de las especies radicales generadas en forma endogena (21).

El aumento en la produccion de radicales se vincula con el estres oxidativo y esta mediado
por la disrupcion de procesos internos o por influencias externas. Los factores que controlan la
produccion de radicales libres en las células y los tejidos se esquematizan en la Fig. 7 (21).

La excesiva activacion de leucocitos, la disrupcion del transporte mitocondnial o la

alteracion del metabolismo del acido araquidonico, conducen al aumento de radicales libres.
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Fig. 7

Factores que controlan la produccion de radicales libres
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La deslocalizacion o redistribucion de complejos de metales de transicion puede inducir
estres oxidativo, por ejemplo: microsangrado en el cerebro, en los o0jos o en las venas de uniones
reumatoideas. Alternativamente la reduccion en la actividad o niveles de enzimas protectoras, la
destruccion o supresion de la produccion de coenzimas, la reduccion de los niveles de
antioxidantes, el metabolismo anormal del glutation o pérdida de antioxidantes a traves de las

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

3.4. Efectos toxicos mediados por radicales libres

Aun no se puede asegurar st los radicales libres son los causantes del principal dario tisular
presente en las distintas enfermedades o resultan ser un hecho paralelo y/o una consecuencia de ese
dafio. Sin embargo, se tiene en claro que ya sea la enfermedad o los tejidos dafiados, producen
reacciones de radicales libres mucho mas frecuentemente de lo normal, lo cual exacerba la lesion

primana.
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Enla Tabla 7 se resumen algunas enfermedades y/o dafios que involucran a los radicales

libres (21,22).

Tabla 7

Daiios asociados con radicales libres

Desordenes nutricionales

Inflamacion

Artritis reumatoidea

Aterosclerosis

Algunas infecciones por parasitos (malana)

Algunos desordenes del pulmon (intoxicacion con paraquat, 3-metilindol, asbestos)

Alcoholismo

Sobredosis de hierro (hemocromatosis)

Dario hepatico ( intoxicacion con CCl, y haloalcanos relacionados, bromobenceno,
paracetamol, hidrazinas)

Algunos carcinogenos quimicos

Dafio por reperfusion (corazon, cerebro, higado, intestino, pulmon, nfion , pancreas, piel)

Enfermedad de Parkinson

Porfiria

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

acidos grasos insaturados componentes de lipidos y lipoproteinas y ADN. Tabla 8 (21).

-Daiio al ADN y ARN

El ADN puede ser dafiado por factores extrinsecos, como productos quimicos y
radiaciones o intrinsecos, como los radicales libres, especialmente los derivados de oxigeno (43).

Se asume que los radicales OHe son la principal fuente de dafio al ADN. Existe una menor
contribucion de dafio por parte de la transferencia de H de uniones C-H de las unidades de azucares
y una contribucion mayor debido a reacciones de adicion a todas las bases (44).

Se observo que de las cuatro bases componentes mayoritarios del ADN, timina y citosina
son las mas susceptibles al dafio por radicales OHe, seguida por adenina, guanina y la molécula de
azucar desoxinbosa (43).

En cuanto al ARN, se observé 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 Daio Consecuencia

ADN escision del anillo de mutaciones, errores,

ARN desoxiribosa, dafio en las translacionales, inhibicion
bases, ruptura de las de la sintesis de proteinas
cadenas

Proteinas agregacion y modificacion del
entrecruzamiento, transporte de iones,
fragmentaciones y rupturas, modificacion de la

Lipidos poliinsaturados

modificacion de grupos
tioles

peérdida de la insaturacion,
formacion de metabolitos
reactivos (MDA HNE)

actividad enzimatica

alteracion de la fluidez
lipidica, de la
permeabilidad de la
membrana y efectos sobre
enzimas que se unen a
membranas

-Daiio a carbohidratos

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

presencia de iones metalicos y convertirse en cetoaldehidos.

Muchos monosacaridos bajo condiciones fisiologicas sufren autooxidacion y forman

compuestos dicarbonilicos y H,O, . La autooxidacién de la glucosa y sus compuestos relacionados

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

nuevas estructuras (43).

-Dailo a proteinas

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

radicales libres, pero algunos son mas vulnerables que otros.

Existe evidencia que las proteinas sufren modificaciones substanciales en sus moléculas a

través de reacciones de oxidacion.

La oxidacion de los aminoacidos conduce a cambios fisicos en la proteina. Estos incluyen:

fragmentaciones, agregaciones, susceptibilidad a digestion proteolitica, etc. (43).
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Estos cambios pueden alterar la actividad enzimatica, la membrana y las funciones celulares

(45).

-Daiio a lipidos
Las cadenas acilicas de los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos son susceptibles a
sufrir abstracciones de hidrogenos mediadas por radicales libres , produciéndose alteraciones en las

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

lipoperoxidacion (54).

4. EL TETRACLORURO DE CARBONO (CCL)

4.1.  Antecedentes

Antiguamente el tetracloruro de carbono (CCly) fue utilizado como solvente para el
bitumen, asfalto, gomas, cloruro de antimonio, colesterol y cemento de contacto, como diluyente
en reacciones de clorinacion 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 utiliz6 como
antihelmintico en veterinaria (49) y aun en seres humano(46-48).

Mas recientemente, el uso principal del CCly ha sido en la sintesis de freones
(clorofluorhidrocarburos), si bien en la actualidad existe una marcada disminucion de su uso debido
a la tendencia a reemplazar a los freones por otros productos como propelentes en aerosoles, ya
que afectan la capa de ozono atmosférica (47,48,50,51).

En el pasado, cuando todavia era comun el uso del CCl, tanto en el ambiente industnal
como doméstico, se producian un considerable nimero de intoxicaciones y/o muertes humanas
(52). Los sintomas tempranos de la intoxicacion aguda por CCL, son semejantes a los de otros
hidrocarburos clorados alifaticos (como el tricloroetano): excitacion y luego depresion del sistema
nervioso central, lo cual trae aparejado una accion depresora sobre los centros circulatorios y
respiratorios que precede a la muerte. Si la accion sobre el SNC no fuese letal se podria observar
necrosis celular en nfiones con el consiguiente fallo renal. También se afecta en forma severa la
anatomofisiologia hepatica ( 47,48,50,51,53).

En la actualidad, la importancia del CCls no reside en sus efectos toxicos sino en su uso

como sistema modelo.
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4.2. El CCL/hepatocito como sistema modelo

[.os mecanismos basicos a traves de los cuales los toxicos danan las células, se estudian por
medio de las alteraciones que estos producen sobre las mismas (54).

Un "sistema modelo" esta constituido por un toxico determinado que actia (produciendo
dano o muerte celular), sobre un tipo de células del organismo.

El estudio de los efectos ejercidos por un toxico ayuda a comprender como se producen los
dafos. Las conclusiones alcanzadas por este tipo de expenencias, se tratan de extrapolar y verificar
en toxicos que actuan sobre el mismo tipo de células y luego a otros toxicos, que actuan 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 basicas que si lo son (54).

En patologia hepatica experimental muy pocos compuestos han sido tan vastamente
estudiados como el CCly (55).

El sistema modelo mas usado en toxicologia esta constituido por el CCL actuando sobre las
celulas epiteliales hepaticas para producir dafio celular (54).

E! CCL, produce dafio hepatico intenso y reproducible en distintas especies animales (rata,
raton, etc.). Ademas, el hecho de ser una molécula quimicamente simple, facilita seguir dentro del
organismo y de las células, sus procesos de biotransformacion y las interacciones que tienen con los
componentes celulares. Hay que tener en cuenta, también, que existe una gran informacién
disponible sobre los efectos producidos por el CCL (54).

El dafio celular es toda perturbacion del equilibrio quimico biolégico caracteristico
de la célula normal Para poder comparar y entender como se producen las alteraciones, es
importante conocer en profundidad este funcionamiento normal. Se elige a la célula epitelial

hepatica, debido a que es la mas conocida en estructura, bioquimica y funcién (54).

43.  Absorcion, distribucion y excrecion del CCL,

El CCl, se absorbe facilmente por los pulmones, piel, por via oral y desde todos los sitios de

administracion parenteral utilizados en estudios experimentales.
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2l CCly tiene un alto coeficiente de particion sangre/aire y aceite/agua; debido a su
liposolubilidad atraviesa facilmente las membranas biologicas. Una vez absorbido se distribuye
ampliamente en los tejidos siendo su concentracion mayor en tejido adiposo, médula 6sea e higado.
No existe correlacion entre la concentracion de CCLy que se encuentra en un tejido dado y el efecto
toxico del mismo en ese organo (47,48,50,51).

A causa de su volatilidad y baja velocidad de metabolizacion, la mayor parte del CCL; es
excretado por los pulmones. Por ejemplo, en estudios con una dosis de 2 ml’kg, administrada en
forma oral a ratas, se observo que el 80 % de la dosis era excretada por los pulmones dentro de las
10 horas iniciales, siendo la velocidad de eliminacion en el higado de 7.6 % por hora y 2.5 % por
hora en sangre. Cantidades mas pequefias del CCly también se eliminan por orina y materia fecal
(47,48,50,51).

4.4. Mecanismo de biotransformacion del CCl,

Los estudios patolégicos en animales revelan particular capacidad del CCL para dafiar al
higado y su funcion, aunque luego de su administracion pudo encontrarse altas concentraciones de
CCl, en otros tejidos como cerebro, médula osea, tejido adiposo y corazon (56).

Se observo que el daflo provocado por el CCL no se debia a un efecto solvente, ya que
otros compuestos, aun siendo buenos sotventes lipidicos ( CHCl, o FCCl: ) no tienen ningun tipo
de efecto necrotico sobre el higado (57).

La localizacion del dafio hepatico causado por el CCly es centrolobulillar, a pesar que la
mayor concentracion del toxico se encuentra en la zona periportal (56).

Las alteraciones mas tempranas tanto ultraestructurales como bioquimicas, ocurren en el
reticulo endoplasmico y en peridos de tiempo en los cuales no se observa ninguna alteracion en
mitocondnas o en lisosomas, mientras que el CCl, llega a todas las subestructuras (56,58-60).

Butler (56) fue el primero que sugirid6 que “in vivo” la unién CChL-Cl se rompia
homoliticamente. Debido a la fision homolitica se formarian radicales libres *CCls y *Cl, cada uno
podria adquirir un electron del medio y estabilizarse completando su octeto. Como resultado se
tiene la reduccion del haluro organico y la oxidacion de algunos de sus compuestos.

La evidencia que la union CCl;-Cl se rompe homoliticamente era en principio indirecta. Se

podia deducir en parte del estudio comparativo de la toxicidad del CHCL;, CCly y CBrCli. La
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energia de estos tres haloalcanos sigue el siguiente orden: CHCl; > CCl, > CBrCk. Como una
menor energia de disociacion se asociaria con una tendencia a mayor ruptura homolitica, el CBrCl:
tendnia que ser el mas toxico para el higado, y en verdad lo es. El CBrCl: también es mas potente
que el CCl, en acelerar la lipoperoxidacion in vitro (56).

De estudios sobre union irreversible de *C*Cl, a lipidos microsomales realizados por
Gordes en 1969 surge que esta union involucra radicales libres *CCl,. El valor de este hallazgo fue
critico ya que otras técnicas capaces de evidenciar la presencia de radicales libres, como la
espectroscopia de resonancia paramagneética nuclear (EPR) no habian sido capaces, hasta ese
momento, de detectarlos, aparentemente debido a su corta vida media (55).

La importancia de haber establecido la posibilidad de biotransformacion del CCl resulto
fundamental cuando Comporti y colaboradores (62) y Recknagel! y colaboradoes (63) descubnieron
que el CCL “in vitro™ aumentaba la peroxidacion de lipidos en homogenatos de higado, fenémeno
éste que requiere una activacion por radicales libres. Esta peroxidacion se supuso responsable del
proceso que finalmente terminaba en necrosis.

Actualmente, se sabe que los efectos toxicos del CCL dependen de su biotransformacion a
metabolitos reactivos (56,58,59,64.65).

El CCl se metaboliza principalmente en el higado, aunque cierta actividad se observd
también en otros 6rganos (adrenales, rifion, pulmon, testiculo, placenta, pancreas, etc.) (66-69).

Se verifico que la capacidad hepatica de bioactivar el CCL, es mayor en el reticulo
endoplasmico liso (SER) que en el rugoso (RER) (70), y que la membrana externa nuclear también
puede biotransformarlo (71).

Existe también una activacion mitocondrial hepatica del CCl, de naturaleza enzimatica y
otra no enzimatica, siendo la primera solo parcialmente dependiente del cit P450. En organos
donde el contenido de cit P450 es alto (tanto en reticulo endoplasmico como en mitocondrias)
como es el caso de las glandulas adrenales, la activacion del CCL es relevante en ambas organelas
(59).

Respecto a la naturaleza del sistema enzimatico microsomal hepatico que metaboliza y
activa el CCl; a metabolitos reactivos (basicamente a *CCls) ya en 1968 se anticipo la posibilidad de
que tuviese una participacion en ello el cit P450, debido a los cambios espectrales caracteristicos
que produce el CCl, al interaccionar con este citocromo (72). Pero recién en 1972-1973 Castro y

col. demostraron que el metabolismo del CCly a CHCl; y la bioactivacion a *CCli eran procesos
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reductivos NADPH dependientes y que requerian cit P450 reductasa (74-77). De ahi surge que los
animales donde el cit P450 esta practicamente ausente (como en ratas recién nacidas y otras
especies como la gallina o la paloma) no sufren intoxicacion por el CCl, (56,58,78,79).

La forma de cit P450 inducible por fenobarbital es la responsable de biotransformar al CCls.
Varios sustratos e inhibidores que dan cambios espectrales tipo II con el P450 (ej.: pirazol,
cistamina) pueden inhibir el proceso de activacion 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 activacion (87).

Investigaciones realizadas por Castillo y colaboradores en 1992, sefalaron qu el CClL; es
metabolizado por una forma especifica de cit P450 hepatica (un componente de 52000 dalton); el
cual es rapidamente destruido durante el proceso de metabolizacion y que pareceria ser una
isoforma del P450 II E1, inducible por etanol (80).

El CCl, reacciona con el sitio activo del cit P450; por medio de una reduccion, forma el
complejo inestable con el Fe del cit P450 y se libera principalmente el radical *CCl; ; en menor
extension pueden existir reducciones adicionales. Los electrones requeridos son transferidos del
NADPH via NADPH cit P450 reductasa al cit P450 (65,74,76,77).

Durante la biotransformacién del CClL se pudieron determinar productos estables y
reactivos. Entre los mas estables se encuentran CO,, CHCl;, hexacloroetano y CO (81,82).

Entre los productos reactivos se establecieron: *CCl; , :CCl; (diclorocarbeno), fosgeno y
acido hipocloroso, los cuales son productos potencialmente capaces de interaccionar con
componentes celulares y producir efectos daiiinos o indeseables (81,82),.

En la figura siguiente (Fig. 8) se muestra un esquema de las reacciones involucradas en el
proceso de biotransformacion del CCL; (80).

En condiciones aerobicas, el *CCl. puede abstraer un atomo de hidrogeno de una
biomolécula para producir CHC; (82).

Sin embargo la reaccion principal que se verifica aerébicamente es la formacion del radical

triclorometilperoxilo (CCl;0,) por oxigenacion del radical *CCls (65,82).
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Fig. 8

Esquema del proceso de biotransformacion del CCL,
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Reacciones de Acilacion

El radical CCLO,* puede liberar acido hipocloroso (HOCl) o especies halogenadas
relacionadas, produciendo triclorometanol, idéntico a las especies derivadas del metabolismo
oxidativo mediado por el cit P450 del cloroformo.

Alternativamente, el CCl;0,* podria reducirse a triclorometanol, el cual por
dehidrohalogenacion, rapidamente se descompone a fosgeno (COCl,) (82).

El fosgeno puede dar reacciones de union con biomoléculas y necrosis de tejido. Por
hidrolisis del mismo se forma CO, (mayor metabolito bajo condiciones aerobicas) y por reduccion

inducida por tioles forma CO.
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Finalmente por dimerizacion de radicales *CCl: (detectado en baja cantidad “in vivo™) se
forma hexacloroetano (CCl:CCl:) (82).

En condiciones anaerobicas los niveles de lipoperoxidacion y produccion de CO, estan
severamente reducidos, mientras que los modos de union covalente y formacion de CHCl y CO
estan incrementados.

La vida media aumentada del radical *CCl; en condiciones anaerobicas le permite abstraer
hidrogenos con una mayor frecuencia. La abstraccion de un atomo de H de un acido graso
poliinsaturado conduciria a la polimerizacion de los lipidos pero no a la lipoperoxidacion (ya que no
hay O, ).

Alternativamente, los radicales *CCl; 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 hidrolizan a CO y posiblemente se unen a proteinas microsomales .

En resumen, la toxicidad in vivo y la carcinogenicidad de este haloalcano relativamente
simple (CCL,) surgiria de la accion reciproca de estos multiples intermediarios reactivos y toxicos

(82).

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

Daiio celular es toda perturbacion 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 daflada reversiblemente, vivira. En caso contrario sufrira un

dario letal (las células pierden la capacidad de duplicarse y de reparar los daiios) y monira (54).

célula célula célula célula necrosis
normmal — alterada — alterada — muerta —*celular
revers. irrevers .

Cuando una cantidad suficiente de células de un 6rgano sufre un dailo, la funcion de dicho
organo en el organismo se resiente y se producen los sintomas de intoxicacion (54).
El CCly produce dafio celular hepatico, evidenciable quimica, bioquimica vy

estructuralmente (59,60).
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La muerte del hepatocito expuesto a CCly. “in vitro™ 0 “in vivo”, no es instantanea; lleva
clerto tiempo para que ocurra, va que es necesaro que se produzcan una serie de daios celulares
secuenciales y /o paralelos. En ratas tratadas con CCl, al 20 % (ip) se pueden producir en el higado
multiples alteraciones bioquimicas y ultraestructurales, degeneracion grasa y necrosis (54).

La acumulacion grasa, la cual comienza temprano, se debe a falla del higado para
transportar proteinas de muy baja densidad, ricas en triglicéridos, al plasma(65,83,84). La inhibicion
de la secrecion de las lipoproteinas de baja densidad se debe a la desorganizacion estructural del
reticulo endoplasmico v en particular del aparato de Golgi (65, 91).

El dano causado por el CCl; comienza a observarse en el reticulo con dilatacion de las
membranas del mismo y despegue de los nbosomas (1 hora después de su administracion) (64,85).

Coincidiendo con la desorganizacion estructural del reticulo endoplasmico, existe pérdida
de la funcion enzimatica microsomal, incluyendo el «istema de monooxigenasas del cit P450 y la
glucosa-6-fosfatasa.

La dispersion ribosomal y el decaimiento de la sintesis proteica hepatica ocurre rapidamente
luego de la intoxicacion con CCly (65).

A las 3 horas de exposicion, la dilatacion del reticulo y el despegue de ribosomas se acentua
y existe también dilatacion de la membrana perinuclear y del aparato de Golgi.

Entre las 6 y 12 horas el dafio llega a los lisosomas, a las mitocondrias y finalmente al
nucleo (54,60).

Existe un movimiento masivo de Ca’" hacia dentro de la célula, siendo las mitocondrias
relativamente no afectadas, ya que permanecen intactas hasta 12 horas o mas luego de la
intoxicacion por CCL (65).

A las 12 horas ya existen células hepaticas muertas. A las 24 horas la mayoria de las células
en la zona centrolobulillar estan muertas 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 toxicos conocidos de este compuesto y representan la etapa
temprana de la hepatotoxicidad del CCL;(54) (Fig. 9 a).

En esta etapa la mayor parte de los efectos ocurren en el reticulo endoplasmico. En éste
esta fundamentalmente la mayor parte del cit P450 que es necesario para biotransformar al CCLs y

dar *CCl:. 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 dafio

tnicialmente se observa alli (65.86.89).

Fig. 9
Etapas temprana (a) y tardia (b) de la intoxicacién por CCl,

CCly [ Abstraccion de H Proteinas [ Union covalente
+CCl: Reacciones de Lipidos Peroxidacion
Adicion
— — — Dafioca —»
a) 0- Reacciones de Acidos Xe
ruptura nucleicos
CCl:0y Otras Hemo X0,
Otros Otros
Bomba de | Aumento de Fosfolipasas
Ca™ Ca” —+ | Activacion de Proteasas — Muerte — | Necrosis
citosolico Endonucleasas  Celular
b)
| Otros T

Los metabolitos reactivos del CCl; pueden interactuar de diversas maneras con los
componentes celulares de su entono. Una forma de interaccionar es por uniones estables con
componentes celulares (reacciones de adicién) formando aductos (54,86). Las biomoléculas que
pueden suffir este tipo de uniones covalente son lipidos, proteinas, algunos aminoacidos, bases del
ADN y ARN y hemo (54, 91).

También se pueden dar reacciones de abstraccion, abstrayendo atomos de H de moléculas
biologicas (54,88) generando radicales libres en ellas que sufriran posteriores interacciones. Si el
proceso de generacion de *CCl: se produce en presencia de O, parte de éste se transforma en
radicales CCl;0,¢. Estos radicales peroxilo tienen mayor tendencia a abstraer H que a adicionarse.

Las reacciones de abstraccion de H a los acidos grasos poliinsaturados, la cual desencadena

el proceso de lipoperoxidacion, ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los afios (54,65).
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Frecuentemente se consideran solo a las reacciones de adicion y a la lipoperoxidacion,
como responsables de la hepatotoxicidad del CCL, (54,59,65,86,89). Se han encontrado productos
de reaccion entre los radicales *CCl; y/o CCl:0,* y aminoacidos como metionina (90), fenilalanina
(29), tirosina (28), prolina (30), hidroxiprolina (32), triptofano (31) o bases de acidos nucleicos
como timina (25), citosina (24), uracilo (26) y guanina. De estas experiencias resulta que existen
posibilidades de formacion de productos no derivados de la unidn covalente o la lipoperoxidacion,
cuya relevancia aun tiene que ser establecida.

Después de las 6 o 10 horas de la administracion del CCL, la mayor parte de las reacciones
de adicion y de abstraccion de H ya han ocurmido y algunos hepatocitos murieron o estan
ireversiblemente dafiados (85).

Por estudios “in vivo™ sobre prevencion de la necrosis inducida por el CCLs con quelantes
de Ca’’, anticalmodulinas, inhibidores de procesos de degradacion de fosfolipidos y proteinas o
agentes capaces de estimular su sintesis, se deduce que en la etapa tardia de la intoxicacion la
propagacion del daiio se debe fundamentalmente a una acumulacion intracelular de Ca*" (54) (Fig,
9b).

El CCl; dafia severamente, en la etapa temprana, la bomba de calcio del reticulo
endoplasmico y algo la bomba mitocondrial (54). Esto provoca una profunda alteracion en los
mecanismos de regulacion de la homeostasis calcica con la consiguiente elevacion marcada del
contenido de calcio citosolico (54,89). Los grupos SH de la Ca®>* ATPasa microsomal se dafian por
abstraccion de H mediada por los radicales «CCl; y CCliO-¢, formandose puentes disulfuros en la
proteina (91).

El dafio en las funciones de la Ca’” ATPasa mitocondrial esta también relacionado con la
disminucion en la sintests de ATP y la destruccion del NADPH via abstraccion de H o union
covalente de este cofactor con los radicales *CCl; (91).

Por un mecanismo dependiente de calmodulina se estimulan procesos degradativos de
proteinas, fosfolipidos y acidos nucleicos, mediado por proteasas, fosfolipasas y endonucleasas, que

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

5.1. Estructura

Todas las membranas celulares son estructuras complejas de lipidos, proteinas y
carbohidratos.(92,93).

El modelo de mosaico fluido para la estructura de la membrana fue propuesto por Singer y
Nicholson en 1972. En éste se considera a las membranas funcionales 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 esta ampliamente aceptado, la organizacion de la

membrana es mucho mas compleja. La diversidad de estructuras de lipidos y proteinas, junto con la
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asimetria en la composicion lipidica transmembrana, es una caracteristica general de las membranas
biologicas (94.95). Existe suficiente evidencia que indica la existencia de regionalizaciones
transversales v laterales dentro de las membranas, las cuales pueden describirse como macro y
micro dominios (94). Los dominios lipidicos sirven por ejemplo, para generar un microambiente
particular para las funciones de las proteinas de membrana (95).

En el modelo de mosaico fluido, los lipidos estan ubicados en forma de doble capade 4 a 5
mm. de espesor. Esta bicapa lipidica provee la estructura base de la membrana y sirve como una
barrera relativamente impermeable al flujo de la mayoria de las moléculas solubles en agua (96).

La estructura anfipatica de los lipidos directamente determina la disposicion de la bicapa,
proveyendo un microambiente hidrofobico en el centro de la misma, constituido por las cadenas
hidrocarbonadas lipidicas, cuyas cabezas polares se ubican hacia la fase acuosa (97).

Las proteinas de membrana pueden integrar la bicapa lipidica o estar simplemente asociadas
con la misma. La mayor parte de las proteinas son componentes integrales de la membrana, o sea
que interactian con los fosfolipidos. Estas son por lo general globulares y anfipaticas (92,97).

Las proteinas penféricas no interactian directamente con los fosfolipidos en la doble capa,
sino que estan unidas débilmente a las regiones hidrofilicas de proteinas integrales especificas (92).

Algunas proteinas sirven como transporte de moléculas especificas dentro o fuera de la
célula, otras actuan como enzimas 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 sefiales quimicas (96).

Todas las membranas celulares son fluidas y dinamicas, la mayoria de los lipidos y proteinas
pueden moverse rapidamente y difundir en el plano de la misma (96,97).

Los lipidos y las proteinas 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 proteinas de la membrana puede variar ampliamente. La membrana
misma puede experimentar recambio con rapidez aun mayor que ...alquiera de sus constituyentes
(92).

Se demostro que las moléculas de los lipidos raramente migran de una monocapa a otra,
este proceso es llamado "flip-flop". Por otro lado las moléculas lipidicas facilmente intercambian los

lugares con otras moléculas vecinas dentro de una misma monocapa (96).(Fig. 10)
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Estos estudios también indican que las moléculas individuales de lipidos rotan muy
rapidamente alrededor de su eje longitudinal, siendo sus cadenas hidrocarbonadas flexibles. El
mavor grado de flexion ocurre cerca del centro de la bicapa y la menor, adyacente a las cabezas

polares de los lipidos (96).

Fig. 10
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Las membranas también resultan ser estructuras asimétricas, ya que la composicion de los
lipidos, proteinas 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 localizacion externa, uniéndose a las proteinas de membrana
formando glicoproteinas o a los lipidos formando glicolipidos (93).

Los fosfolipidos que tienen colina (PC: fosfatidilcolina y SHP: esfingomielina) se ubican
pnncipalmente en la capa molecular exterior (92,96).

Los aminofosfolipidos (PS: fosfatidilserina, PE: fosfatidiletanolamina y PI: fosfatidilinositol)
se localizan preferentemente en la capa interior. El colesterol, por lo general abunda mas en el
exterior que en el interior (92,96,98). (Fig. 11)

Observaciones recientes confirmaron que los tnglicéndos (TG) son componentes
intninsecos de las membranas. A pesar de su presencia cuantitativamente menor comparada con
otros lipidos, desemperian roles especificos en distintos eventos metabolicos como la estimulacion
celular o los procesos metastasicos.

Los TG parecen tener una orientacion similar a la de los fosfolipidos, con los grupos acilos
hacia el interior de la bicapa y el esqueleto del glicerol hacia el exterior. Tanto la localizacion de los
diglicéridos (DG) como de los TG debe considerarse con precaucion, debido a su rapida y

espontanea mobilidad dentro de la bicapa (98).
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Mientras que la solubilidad de los DG en la capa extena 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

Asimetria de la bicapa lipidica
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Como las moléculas de lipidos no producen espontaneamente movimientos de "flip-flop"
entre monocapas a una velocidad apreciable, es probable que la asimetria sea generada durante la
biosintesis de la bicapa en el reticulo endoplasmico, por enzimas que transfieren moléculas
especificas de lipidos de una monocapa a otra (96). Por ejemplo, la aminofosfolipido translocasa
transporta moléculas de PS y PE desde la capa externa a la interna de la membrana, a expensas de
la hidrolisis de ATP citoplasmatico. La acumulacion en la superficie citoplasmatica no requiere
ninguna interaccion con proteinas extrinsecas, pero es el resultado de un equilibrio entre un
movimiento rapido hacia el interior y uno lento, por difusion pasiva hacia el exterior (99).

En la monocapa citoplasmatica la PS es translocada mucho mas rapido que la PE y esta
presente en mayor cantidad, ya que la translocasa exhibe aproximadamente una afinidad 10 veces
mayor con este lipido. Por otro lado el grado de acumulacion de la PS y la PE en la capa interna
depende de la concentracion celular de ATP (99).

La estructura de la membrana permitiria a los lipidos influir independientemente sobre las

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

traves del medio ambiente lipidico (100).

5.2.  Composicion lipidica de las membranas celulares

La composicion de los lipidos polares y el contenido de colesterol de la membrana esta
cuidadosamente regulado por la célula. Sin embargo, pueden existir variaciones debido a la
respuesta a variados estimulos o cambios en el medio ambiente y estados fisiologicos (por ejernlo:
dieta y enfermedad), a la edad y a las etapas del ciclo celular. (100).

Los lipidos mas abundantes en las membranas de mamiferos son los fosfolipidos, los

glucolipidos y el colesterol (92).

-Fosfolipidos

Los fosfoglicéridos son los fosfolipidos mas comunes presentes en las membranas. Estan
constituidos por un esqueleto de glicerol al cual se adhieren en enlace éster dos acidos grasos y un
alcohol fosforilado (92).

Los acidos grasos constituyentes incorporados « 1 el C-1 y C-2 del fosfolipido (Fig.12), son
por lo general moléculas de igual numero 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 acidos grasos presentes en los lipidos de las membranas.

Las diferencias de longitud y saturacion 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 composicion lipidica. Las dobles ligaduras que existen en la configuracion cis
tienden a incrementar la fluidez de una doble capa, reduciendo la densidad del empaquetamiento de
la cadena lateral sin disminuir las caracteristicas hidrofobicas. Los fosfolipidos de las membranas
celulares, por lo general, contienen al menos un acido graso insaturado, minimamente con una
doble ligadura cis (92).

Los fosfolipidos desempefian muchas funciones celulares. Son responsables de la estructura

de la matriz de las membranas biologicas, ya que forman la bicapa lipidica de las mismas .
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Los fosfolipidos cumplen roles muy diversos y criticos en el metabolismo y funcion celular.
Pueden influir protundamente sobre la funcion de las proteinas de membrana y se requieren
especificamente algunos de ellos para la activacion de ciertas enzimas como por ejemplo la

fosfatidilserina sintetasa o la fosfatidilcolinacitidil transferasa (98).

Tabla 9

Acidos grasos que forman parte de los lipidos de las membranas

N°C N° Nombredel  Formula Molecular
dobles Acido
enlaces
12 0 Laurato CH;(CH,),0COO°
14 0 Minstato CHi(CH;,),,COO
16 0 Palmitato CHy(CH2)1.CO0
18 0 Esterato CHi(CH2),6COO
20 0 Araquidato CHa(CH,)1sCOO
22 0 Behenato CH3(CH;)COO"
24 0 Lignocerato CH3(CH,)COO
16 ] Palmitoleato CH;(CH2)sCH=CH(CH,)yCOO
18 1 Oleato CH;(CH,)yCH=CH(CH,),COO’
18 2 Linoleato CH3(CH_)s(CH=CHCH_:)(CH_)sCOO"
18 3 Linolenato CH:CHXCH=CHCH;);(CH,)sCOO"
20 4 Araquidonato CHi(CH;)s(CH=CHCH,)4(CH,),COO"

Actualmente se reconoce a algunos lipidos, por ejemplo fosfatidilinositol-4,5-difosfato,
fosfatidilcolina y esfingomielina, como precursores de moléculas bioactivas que son generadas en
las celulas seguidas de estimulacion de receptores de superficie celulares, funcionando como
segundos mensajeros (101).

El fosfolipido mas sencillo es el acido fosfatidico, el cual es un 1,2-diacilglicerol-3-fosfato,
un intermediario clave en la formacion de todos los demas fosfolipidos (92). En otros fosfolipidos
el grupo fosfato de la posicion 3 esta esterificado por un alcohol como etanolamina, colina, serina,

glicerol o inositol, como se observa en la Fig. 12 (102).
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Fig. 12

Sustituyentes ionicos y polares del grupo fosfato de los fosfoglicéridos
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La lisofosfatidilcolina (LPC) es producida relativamente en grandes cantidades por el

higado; se une a la albumina en sangre y es el segundo fosfolipido mas prevalente en el plasma

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

pudiendo luego ser metabolizada por los tejidos extrahepaticos. Por lo tanto la secrecion de la
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misma serviria como un sistema de transporte para colina y acidos grasos poliinsaturados
(especialmente el acido araquidonico) a otros organos (103).

La fosfatidiletanolamina (PE) fue relacionada con la regulacion de la proteina asociada
con la bomba de calcio. Se observo que niveles bajos a moderados de PE estimulan la bomba de
Ca’", debido a la formacion de estructuras no laminares de PE que conducen a cambios en la
conformacion de la bicapa lipidica (97).

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

Los productos de hidrolisis de algunos fosfolipidos podrian aumentar o prolongar la
activacion de la proteinquinasa ¢ (104,105), y ésto seria esencial para las respuestas celulares a
largo plazo, tales como las de proliferacion celular y diferenciacion (106).

La colina es reconocida como un importante nutriente involucrado en la biosintesis de
fosfolipidos y reacciones de metilacion biologicas (103), siendo la fosfatidilcolina (PC) el
fostolipido predominante (mas del 50 %) en la mayoria de las membranas de los mamuieros.

Los fosfolipidos que contienen colina desempefian un rol mayoritario en la regulacion
celular junto a sus funciones esenciales como componentes estructurales de membrana y de
lipoproteinas (107).

Estos se han identificado como precursores de importantes mensajeros intracelulares ( 1,2-
sn-diacilglicerol, ceramida y esfingosina). Estos mensajeros son generados durante la transduccion
de la sefal transmembrana y la cascada de reacciones que trasladan una sefial sobre la superficie de
una célula a su interior, influyendo sobre su metabolismo intracelular, division celular, transporte de
iones y expresion genética (103,106).

Los plasmalogenos (que se encuentran en alta concentracion en tejido de miocardio) son
fosfolipidos con colina que generan acido araquidonico, un precursor de la sintesis de
prostaglandinas.

Otro ejemplo de fosfolipido con colina, es el factor activador de plaquetas (PAF : 1-o-
alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) que es un importante mensajero intracelular (103,106).

La hidrolisis 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 (107).
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Estas funciones explicarian como los fosfolipidos con colina influyen los procesos
fisiologicos normales tanto como diversos procesos patologicos incluyendo la carcinogenesis
(107.108)

Los fosfolipidos, notablemente la fosfatidilserina (PS). funcionan 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 (PI) como la fosfatidilsenna 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 acido graso se une por un enlace
amidico al grupo amino de la esfingosina. El grupo hidroxilo primario de la esfingosina esta

esterificado con fosfatidilcolina (Fig. 13).

Fig. 13
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Las esfingomielinas (SHP) son abundantes en las vainas de mielina. La combinacion de la
esfingosina con un acido graso se conoce con el nombre de ceramida, estructura que también se
encuentra en los glucolipidos (92).

La SHP representa aproximadamente S a 20 % de los fosfolipidos de los tejidos y esta

ampliamente distribuida en las células de mamiferos (107).
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Distintos estudios han demostrado que la SHP junto con otros fosfolipidos de membrana
(como fosfatidilinositol y fosfatidilcolina). desempefian roles especificos como  moléculas
mensajeras (100), resultando ser importantes mediadores y moduladores de la transduccion de la
sefial (107).

Mientras que la hidrolisis de la PC genera una serie de mensajeros que mantienen la cascada
de fosforilacion de la proteinquinasa c, la SHP es hidrolizada para generar mensajeros que la
inhiben (103,107).

La esfingosina, un producto de ruptura de la SHP, ceramidas y otros glicolipidos, es un
potente inhibidor de la proteinquinasa ¢ y distintos eventos celulares dependen de esta enzima
(100,107,109)

Los glucolipidos, al igual que la esfingomielina derivan de la esfingosina, pero contienen
uno o mas azucares unidos al grupo OH de la misma. Se encuentran, especialmente, en la capa
externa de |la membrana plasmatica, 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 mamiferos requieren Ch para su normal funcionamiento. Este requerimiento
se cubre con la biosintesis endogena del esterol o por suplementos extracelulares. Frecuentemente
estan en operacion ambos mecanismos ( 110).

El Ch es necesario para la biosintesis de acidos biliares y hormonas esteroideas, incluyendo
gluco y mineralocorticoides, hormonas sexuales y progesterona. El 7-hidroxicolesterol es un
precursor de la vitamina D; (111,112).

Aunque la molécula de Ch es esencial para el crecimiento normal de la célula, puede ser
letal para la integridad del organismo. En la poblacion humana esta letalidad se manifiesta
principalmente a través de la patologia de aterosclerosis, en la cual se forman plaquetas de Ch que
causan la oclusion de arterias coronarias indispensables para la alimentancion del musculo cardiaco
(110).

Se identifico la presencia de 6xidos de Ch tanto en alimentos como en suero y tejidos

animales y humanos. Estos esteroles oxigenados estan vinculados, no sdlo con las lesiones
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ateroscleroticas (113) sino también con una serie de enfermedades, como por ejemplo:
xantomatosis cerebrotendinosa y cancer de prostata (114).

Aun mas, se observo que ciertos derivados oxigenados del Ch poseen actividad biologica
semejante a los esteres de forbol, el cual actua como promotor de tumores en piel y modula el
crecimiento de una amplia variedad de células (115).

El Ch puede presentarse libre o combinado con acidos grasos (ésteres de Ch) (92).

La molécula de Ch consiste en cuatro anillos fusionados (Fig. 14).El anillo A puede adoptar
conformaciones alternativas en el cristal y ésto junto con la cola hidrocarbonada hacen que la

molecula presente flexibilidad (110).

Fig. 14
Colesterol ( colesten-5-en-3f30l )

HO

Mientras la mayor parte de la molecula de Ch es hidrofobica, existe un grupo 3B-hidroxi
(3B OH) que es polar y le confiere un caracter anfipatico (110).

Por lo general el Ch abunda hacia la parte externa de la membrana (92). Se intercala entre
los fosfolipidos con su grupo oxidrilo hacia la interfase acuosa y el resto de la molécula hacia el
interior de la bicapa (Fig. 19).

El Ch actua en las membranas como una molécula moderadora, produciendo estados
intermedios de fluidez (92).

A temperaturas superiores a la de transicion, su anillo rigido de esterol interactua con las
cadenas acilo de los fosfolipidos, limita su movimiento y por lo tanto disminuye la fluidez de la
membrana. Por otra parte, cuando la temperatura se aproxima a la de transicion, la interaccion del

Ch con las cadenas acilo interfiere con su alineamiento, este fenomeno abate la temperatura a la
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cual se produce la transicion 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
condensacion. Si las cadenas laterales acilo estan ordenadas o en una fase cristalina, el Ch inducira

desorden (92).

Fig. 15

Ubicacion del colesterol entre las moléculas de fosfolipidos

_, grupo potar

La distribucion del colesterol en las membranas celulares no es uniforme. Se encuentra en
mayor concentracion en la membrana plasmatica ( aproximadamente 45 %) que en muchas de las
membranas intracelulares (110).

El Ch es sintetizado a través de una serie de enzimas, cuyos receptores estan localizados en
la membrana del reticulo endoplasmico. Sin embargo el contenido relativo de Ch en la misma
comparado con el de la membrana plasmatica es bajo (10-12 mol%).

También puede encontrarse en mitocondrias, aparato de Golgi y membranas nucleares
(92)(con mayor proporcion en la membrana externa nuclear respecto a la interna).

La distribucion del Ch puede mantenerse por un equilibrio termodinamico, en el cual la

composicion de la membrana determina el contenido relativo del mismo (110).
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Los factores que estarian involucrados incluyen tanto la composicion lipidica de la
membrana como la naturaleza de las proteinas contenidas en la misma Alternativamente la
distribucion del Ch puede mantenerse por un flujo del mismo desde el sitio de sintesis hacia la
membrana plasmatica.

Al analizar el rol de la composicion lipidica se observo que el Ch tiene mayor afinidad por la
PC que por la PE y que las membranas que contienen nayor proporcion de PE resultan ser un
ambiente termodinamicamente desfavorable para el mismo.

También la particion def 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 porcion polar de su molécula es mucho mas pequeia que la de los
fosfolipidos, el movimiento transmembrana del Ch ocurre mas facilmente (con un tiempo medio de
menos de un minuto)(110).

La incorporacion in vivo del Ch no sblo causa un incremento en la relacion
colesterol/fosfolipidos y viscosidad de las membranas microsomales, sino que también aumenta la
relacion PC/PE .

El Ch, a su vez, modifica la afinidad de la UDP-glucuroniltransferasa por los substratos e
incrementa la actividad de la enzima (111,116).

Debido al aumento de fluidez de las membranas microsomales, producido por el Ch, resulta
un aumento en la desaturacion del acido estearico a acido oleico y disminucion de la conversion del
acido linoleico a acido araquidonico y del acido linolénico a acidos eicosopentaenoico (20:5n-3) y
docosaenoico (22:6n-3). Esto se debe al incremento en la actividad de las desaturasas A®, A’ y A’,
que catalizan la formacion de dobles enlaces en las posiciones A®, A’ y A’ de los acidos grasos
(116)

Los efectos del Ch tanto sobre la UDP-glucuronil-transferasa y las desaturasas de acidos
grasos en microsomas hepaticos muestran como la dieta puede causar cambios tanto quimicos
como fisicos en la membrana, que resulten en modificaciones especificas de las enzimas unidas a las
mismas. Algunos son debidos a alteraciones viscotropicas, pero otros, pueden alterar la
composicion de la fase lipidica en su totalidad y modificar el microambiente y propiedades de

ciertas proteinas unidas a la membrana (111,116).
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El Ch esta involucrado con la modulacion de una variedad de funciones de la
membrana plasmatica (110). También se vio que afecta las funciones de dos bombas ionicas la
de la Na'. K’ ATPasa v la de la Ca® ATPasa (97). el transporte de timina, glucosa. iones,
intercambio de ATP-ADP vy captacion de GABA (110).

La Na , K" ATPasa de membrana plasmatica es la enzima responsable de bombear Na’
fuera de la célula y K™ dentro de la misma, contra sus respectivos gradientes de concentracion.

Estas propiedades hacen que la enzima cumpla un rol central en numerosos procesos
celulares, incluyendo el sistema de cotransporte de Na' y la generacion de potenciales
electricos a lo largo de la membrana plasmatica (97).

Estudios sobre la actividad de la Na', K~ ATPasa, mostraron inhibicion de la actividad
por niveles altos de Ch en la membrana de eritrocitos humanos, ertrocitos de conejo,
eritrocitos de cobayo e higado de rata (117).

Cuando existen niveles demasiado bajos de Ch en la membrana, éstos estimulan a la
enzima Na', K" ATPasa .

El efecto inhibitorio es el resultado de los efectos fisicos generales del Ch sobre la
membrana, que conducen a una anisotropia en el orden de movilidad de la bicapa lipidica,
debido a la accion de la estructura rigida de esterol sobre los componentes lipidicos de la
membrana (110).

El efecto estimulante se explica por la interaccion directa esterol-proteina con un lado
(o lados) de la enzima, que proverian una especificidad estructural y el mecanismo para la
estimulacion de la actividad de la misma.

Existe también la modulacion de la actividad de enzimas asociadas a la bomba de
calcio. Bajo circunstancias especiales, el Ch es capaz de estimular la funcion de la bomba de
Ca’, aunque no se sabe aun qué tipo de interaccion existe entre la proteina correspondiente y
el Ch(118).

Otro ejemplo de proteina de membrana que requiere colesterol para su funcionamiento
apropiado, es el receptor de acetilcolina (119).

La union de agonistas colinérgicos a los dominios extracelulares del receptor de
acetilcolina, conduce a la formacion de un canal de cationes dentro de la proteina. Este es el
responsable de la iniciacion de la despolarizacion postsinaptica de la membrana (120).

Los fosfolipidos acidicos, como por ejemplo el acido fosfatidico y cardiolipina, son

requeridos junto con el Ch para permitir un optimo 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 suginendo que el Ch interactua directamente con la proteina del receptor (120).

El Ch desempefia un rol central en la biosintesis de las membranas y el crecimiento
celular. Existe evidencia que las células que requieren Ch (como las células de mamiferos) lo
necesitan para mantener la actividad de enzimas (como la Na', K ATPasa o la proteinquinasa)
cruciales para el crecimiento y desarrollo de la célula .

La forma en que los requerimientos de Ch se ponen de manifiesto, es a traves 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 endoplasmico, la envoltura nuclear y el aparato de Golgi (93).

-La membrana del reticulo endoplismico

El reticulo endoplasmico (RE) comprende dos partes que se reconocen por la presencia de
ribosomas ( RER: reticulo endoplasmico rugoso o granular) o su ausencia ( REL: reticulo
endoplasmico liso o agranular) (93).

En el higado el RER se distribuye en grupos de cisternas interpuestas entre otras regiones
que contienen REL y particulas de glucogeno (93).

La membrana del RE constituye mas de la mitad del total de membranas de la célula. Se
piensa que ésta es una capa continua que engloba a un espacio intemo llamado lumen o cisterna y
ocupa mas del 10 % del total del volumen celular (96).

El lumen del RE esta separado del citosol por una unica membrana que media la
comunicacion entre los dos compartimentos.

Como la membrana del RE se continia en la membrana externa nuclear, el lumen del RE y
el intenor del nucleo estan también separados por una Gnica membrana (la membrana interna
nuclear). Por otro lado el lumen del RE y el Aparato de Golgi estan separados por dos membranas

y el trafico macromolecular intensivo entre ellos requiere vesiculas de transporte (96). Fig. 16.
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Fig. 16
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La membrana del RE tiene de 50 a 60 A de espesor y aunque es mas delgada que la
membrana plasmatica, también presenta la estructura de bicapa lipidica de la misma (93).

Aproximadamente el 70 % de la membrana esta compuesto por proteinas y el 30 % por
lipidos; la mayor parte de los cuales son fosfolipidos ( PC: 55%, PS: 3%, PE: 16-21%, SHP: 3%,
PI: 8% )y el resto colesterol, triglicéndos y acidos grasos libres (121).

Gran numero de funciones han sido atribuidas al RE. Este participa en el sostén mecanico
del citoplasma, posee propiedades osmoticas e intervienen en los intercambios intracelulares entre
la matriz y la cavidad interna (93).

Puede considerarse que la membrana del RE es muy dinamica y fluida a la temperatura del
cuerpo. La criofractura ha demostrado que los ribosomas unidos al RER son moviles y que este
movimiento depende de la fluidez de la membrana (93).

E! RE desempeiia un rol central en la biosintesis de macromoléculas utilizadas para la
construccion de organelas celulares ( lipidos, proteinas y carbohidratos complejos ) (96).

También contiene enzimas que realizan la biotransformacion de compuestos exogenos

(121).
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El RE esta relacionado con otros componentes del citoplasma celular, pero
afortunadamente cuando las células o tejidos son homogeneizados, se fragmenta en pequefas
vesiculas (aproximadamente 100 nm) llamadas microsomas, las cuales son relativamente faciles de
punificar (96)

Durante la homogenizacion de la célula las cistenas del RE se rompen, pero
inmediatamente se resellan y mantienen intactas las relaciones topograficas entre las membranas , la
luz y los ribosomas (93). Las vesiculas estan topologicamente selladas de la misma forma que en el
RER. dejando la superficie citoplasmatica 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 lipidos, representado por fosfolipidos,

lipidos neutros, fosfatidilinositol, plasmalogenos y algunos gangliosidos (93).

-La membrana nuclear

La envoltura nuclear actta como una importante barrera de la célula, permitiendo

niveles de regulacion que no se encuentran en las células procariotas (126).

Fig.

La envoltura nuclear
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Puede ser considerada como una segunda barrera de permeabilidad que surgio durante
la evolucion, con el fin de regular los intercambios nucleo-citoplasma y de coordinar la accion
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. 17.

Fig. 17
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La membrana o envoltura nuclear constituye una dependencia del sistema de
endomembranas citoplasmatico. Esto ha sido demostrado no sélo observando la continuidad
de estas dos envolturas en diversos puntos, sino también comparandolas en distintos estadios
de la actividad celular (93).

Por microscopia electronica 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 ribosomas (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 (125 MDa) llamado el
complejo del poro nuclear (Fig. 19 ) (96).

Este permite que pequefias moléculas (menores de 90 A) difundan pasivamente entre el
nucleo y el citoplasma. mientras que las macromoléculas (mayores de 250 A) son
transportadas bidireccionalmente en forma activa y selectiva (127). De esta manera el
complejo del poro nuclear actuaria como regulador de la entrada o salida de moléculas al
nucleo (126).

Esta region donde la membrana externa e interna se hacen continuas, probablemente
permite a los materiales solubles en lipidos disolverse en la membrana (lipidos y proteinas de
membrana) para fluir desde la membrana del RE donde son sintetizados hacia la membrana
nuclear interna (96).

El transporte nucleo-citoplasma ARN procede exclusivamente a través del complejo
del poro nuclear regulado por un conjunto de lipidos (100,128).

Si se modifica la composicion lipidica de la membrana nuclear, tal que disminuya la
temperatura de transicion, se producen cambios en la fluidez. A su vez, la formacion de
agregaciones lipido-proteina, induce alteraciones en el complejo del poro nuclear,
transformandolo desde un estado relativamente “abierto" a uno relativamente "cerrado”. Como
resultado se puede observar una abrupta disminucion en el transporte de ARN (128).

La envoltura nuclear activamente metaboliza polifosfoinositidos y este metabolismo
seria importante en la regulacion de la funcion de la membrana nuclear, la actividad NTPasa y
el flujo de ARN modulado por la NTPasa (100).

La membrana nuclear posee sitios de union para esteroides y hormonas tiroideas, que
regulan la entrada de esas hormonas al nicleo. Por ejemplo: el numero de sitios de union para
la L-T: ( L-tniodotironina) depende del microambiente lipidico (129,130).

La composicion estructural de la membrana esta directamente asociada con el control y
la expresion de la actividad nuclear integrada a la funcion de la célula (100,129).

Las membranas nucleares externa e interna, no tienen mayor variacion en su
composicion. Aproximadamente el 90 % de las mismas corresponden a proteinas y lipidos y el
resto a carbohidratos y ARN no ribosomal.

No existen diferencias significativas en la composicion lipidica de la membrana nuclear

y el nucleo (131).
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Sin embargo, se han encontrado diferencias entre el nucleo y la membrana nuclear
respecto a la composicion 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 fosfolipidos dentro del nucleo es importante debido a la capacidad de
los mismos de regular la funcion genética, estructura de los nucleosomas, sintesis de ARN vy
activacion de la a ADN polimerasa (130,132).

Los lipidos nucleares (como los fosfoinositoles) podrian producir un sistema de sefiales
intranucleares, afectando la actividad de la proteinquinasa c, la cual fosforila proteinas
nucleares especificas (130,132).

La dieta puede inducir cambios en la composicion de los acidos grasos de la envoltura
nuclear y fosfolipidos intranucleares. Esto se asocia con alteraciones en la fluidez de la
membrana nuclear v la interaccion del ARN nuclear (129,132).

Ademas, la composicion de los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos
nucleares, podria modular la proliferacion celular en las células de mamiferos.

En las celulas proliferantes y nucleos de higado en regeneracion, se observa un
incremento en los niveles de 18:1 a expensas de 20:4 y 22:6, comunmente asociados a los
grupos acilicos del C-2 de los fosfolipidos (132).

En nucleos de células de hepatoma se encontraron alteraciones en la composicion de
los acidos grasos, sugiriendo que la desdiferenciacion lipidica hallada en las membranas de
celulas tumorales se extenderia a la envoltura nuclear.

Existen diferencias en la composicion y funcion de la envoltura nuclear genéticamente
determinados y que se reflejan como cambios en la expresion de la actividad nuclear en el
higado (100).

Los fosfolipidos no solo forman parte de la membrana, sino también de la matnz
nuclear, se concentran cerca del nucleolo y sirven de anclaje para el ADN durante la
replicacion o estan involucrados en el transporte de ARNm dentro del nucleo.

Se pudo observar que las células tumorales presentan cambios en la concentracion de
SHP (133).

E! analisis de los acidos grasos confirma que los fosfolipidos asociados a la cromatina
difieren de los fosfolipidos totales del nucleo y en particular la SHP resulta ser bastante rica en

acidos grasos poliinsaturados (133).
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También se demostro la presencia de fosfolipidos y ARN en la cromatina no
condensada de nucleos de hepatocitos y células de eritroleucemia.

Durante la regeneracion hepatica, los fosfolipidos asociados a la cromatina son
sintetizados en paralelo con la sintesis de ADN, mientras ésto no sucede con los fosfolipidos
nucleares (133).

La composicion de los fosfolipidos cambia en relacion a los cambios en la expresion
genética, como se ha demostrado durante el comienzo de la maduracion de los hepatocitos,
especialmente en los primeros dias de vida. Se sugiere que los fosfolipidos son sintetizados en

los microsomas y luego son transfendos a la cromatina (133).
S.4. Regulacion lipidica de la morfologia y funciones de la membrana

La bicapa lipidica ejerce el control esencial de la permeabilidad de la célula (97).

Los fosfolipidos 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 hidrofobico de las cadenas
hidrocarbonadas que caracterizan al interior de la bicapa lipidica (134).

La pérdida de la integridad de la bicapa haria que la célula sea libremente permeable a todos
los solutos y conduciria a la muerte celular (97).

El funcionamiento de la membrana como agente que selectivamente transporta nutrientes,
iones inorganicos y metabolitos intracelulares, desde un lado a otro de la membrana, depende
también de las distintas proteinas que caracterizan las membranas de la mayoria de las células.
Muchas de éstas actian como bombas activas, movilizando moléculas contra los gradientes de
concentracion (134).

La principal funcion de la membrana plasmatica es la comunicacion 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 funcion de la membrana plasmatica es la de reconocer las sefiales extracelulares.
Como ejemplo se tiene a las hormonas. Estas, usualmente son transportadas por la sangre y actuan

sobre receptores especificos en la superficie o dentro de la célula blanco (121).
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Cambiando la saturacion de las grasas en la dieta, pueden observarse diferencias
substanciales en la composicion de los acidos grasos de las membranas. No se observan cambios en
la composicion de fosfolipidos o contenido de fosfolipidos y colesterol, pero si se altera la
composicion de los acidos grasos de la membrana. Estas modificaciones son suficientes para
producir pequefios cambios en la fluidez de la membrana (135).

La fluidez de una membrana tiene efectos significativos sobre sus funciones. Cuando esta
aumenta, también lo hace su permeabilidad al agua y otras moléculas hidrofobas pequeiias. 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 funcion dada, reside exclusivamente en sus
regiones hidrofilicas, el cambio de la fluidez lipidica probablemente tendra un pequefio efecto sobre
la actividad de la proteina. Sin embargo, si la proteina interviene en una funcion 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 funcion alterada con cambios de fluidez.
A medida que la concentracion de acidos grasos insaturados en la membrana aumenta (por
proliferacion de células cultivadas en un medio rico en tales moléculas), la fluidez también aumenta.
Esto altera al receptor por lo que fija una cantidad mayor de insulina.

Un estado de fluidez y por lo tanto de mowvilidad, puede estar confinado a ciertas regiones
de la membrana bajo ciertas circunstancias. Por ejemplo, es posible que la interaccion entre una
proteina y otra tenga lugar dentro del plano de la membrana, tal que las proteinas integrales formen
una matriz rigida, en contraposicion a la situacion mas comun en la que los lipidos actuan como la
matriz. En una misma membrana pueden existir tales regiones con matriz rigida de proteinas, lado a
lado, junto con las habituales de matriz lipidica (92).

Al aumentar la poliinsaturacion se afecta el transporte de colina, taurina, glicina, o amino
butirato y metatrexato. También se afecta la esterificacion del Ch y la produccion de
prostaglandinas.

Las células tumorales enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados, son mas sensibles al
calor y a la citotoxicidad por adriamicina.

También, cuando se ennquecen microsomas en acido linoleico y araquidénico, se
incrementa la lipoperoxidacion dependiente de NADPH, sugiriendo que el enriquecimiento con

ciertos acidos polinsaturados podria hacer a la célula mas sensible al dafio oxidativo (135).
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S.5.  Aspectos estructurales y funcionales de los lipidos de la membrana durante la

hepatocarcinogénesis

Como ya se expuso anteriormente, la fluidez, permeabilidad y estabilidad de la membrana,
como asi tambien las caracteristicas cinéticas y termodinamicas de muchas enzimas, son reguladas
por lipidos.

Existen numerosos estudios sobre las alteraciones lipidicas observadas en distintos tipos de
tumores, pero aun no ha podido aclararse la relacion entre lipidos de membrana alterada y
neoplasia. Sin embargo se pudo encontrar, en algunos hepatomas, marcadas elevaciones en los
niveles de colesterol, disminucion en la cantidad de fosfolipidos, aumento en la concentracion de
ubiquinona y disminucion en la de dolicol (108).

Las diferencias entre la composicion lipidica de las membranas biologicas en el higado
preneoplasico y hepatomas, podrian tener implicaciones funcionales. Las células neoplasicas
tendrian una membrana con dramaticas diferencias en las propiedades fisicoquimicas, comparadas
con las normales, mientras que las preneoplasicas parecerian 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 neoplasicas (108).

Comparando las distintas clases de fosfolipidos en membranas microsomales de nddulos
hepaticos, con la membrana de microsomas normales, se observa un aumento en la cantidad de
fosfoinositol y una pequefia reduccion en la cantidad de fosfatidilcolina.

La composicion de los acidos grasos de los fosfolipidos de distintas membranas nodulares,
también se ve alterada. Existe una reduccion en los acidos araquidonico (20:4) y estearico (18:0) y
un incremento en cis4,7,10,13,16,19-docohexaenoico (22:6) y palmitico (16:0) (136).

En carcinomas hepaticos de ratas se observo una reduccion en la cantidad de PC y niveles
elevados de SHP.

En hepatomas humanos se encontraron bajos niveles de acido araquidonico en la mayoria
de los fosfolipidos analizados (108).

Los fosfoinositidos e inositol fosfatos son intermediarios en la transduccion de la sefial de

un receptor de superficie celular a un sistema efector en el interior de la celula. En nddulos
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hepaticos la cantidad de fosfatidilinositol (precursor de la sintesis de los compuestos de inositol
polifosforilados) se encuentra incrementada.

La mayoria de los tumores malignos investigados, incluyendo hepatomas, exhiben niveles
elevados de colesterol y esfingomielina, incremento de la saturacion de los acidos grasos, niveles de
dolicol disminuidos, con una elongacion 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 disminucion de la fluidez y permeabilidad. Los cambios en el contenido de
SHP podrian incrementar la fragilidad osmoética e inhibirian a proteinas intercambiadoras de
fosfolipidos y fosfolipasas.

El colesterol es requerido para el crecimiento y proliferacion celular. Pudo observarse
acumulacion y desregulacion del mismo en membranas celulares tumorales y activacion de la
colesterolgénesis en células proliferantes, incluyendo células tumorales (108).

La membranas de nddulos hepaticos exhiben cambios pequeiios o nulos en la totalidad
del contenido de colesterol y fosfolipidos. E! incremento en la saturacion de los acidos grasos
de los fosfolipidos conduciria al aumento de la estabilidad de la membrana, pero el incremento
en la cantidad de ubiquinona, particularmente en poliisoprenos largos, compensaria este

efecto debido a su influencia sobre las propiedades fisicoquimicas de la membrana (108,136).

6. PEROXIDACION DE LiPIDOS

La peroxidacion de lipidos o Lipoperoxidacion (LP) ha sido reconocida desde la
antigiedad como un problema en el almacenamiento de grasas y aceites. Cambios
caracteristicos 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 especifica y solubilidad (137).

Las reacciones de LP han sido ampliamente estudiadas por cientificos en el area
alimentaria, en la de los polimeros y aun por curadores de museos, interesados en la
degradacion oxidativa de pinturas valiosas.

Recién en la década del 1940, Farmer y col., establecieron los mecanismos por los
cuales los lipidos no saturados reaccionan con el O, para producir peroxidacion de los

mismos.
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Sin embargo, solo desde 1950, la LP comenzo a ser relevante para la biologia y
medicina, siendo desde entonces investigadas extensivamente (137).

Se vio por ejemplo. que la ruptura peroxidativa de los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) de la membrana. esta involucrada en la patogénesis del dafio hepatico inducido por
muchos agentes quimicos. Tales dafios tisulares son una consecuencia de la produccion y
propagacion de radicales libres (138).

La LP también ha sido involucrada en las anemias hemoliticas y dafio pulmonar
subsecuente a la exposicion de sustancias quimicas ambientales o medicamentos.

El proceso es iniciado por radicales libres y se acompaiia con cambios fisiologicos y
patologicos. Los primeros incluyen eventos tales como sintesis de prostaglandinas y el proceso

de envejecimiento (138)

6.1. Mecanismo del proceso de Lipoperoxidacion

Una de las primeras descripciones de las distintas etapas involucradas en la LP, fue
dada en 1980 por Saussure, quien usé un simple manometro de mercurio para estudiar la
incorporacion de O- en una capa de aceite de nogal sobre agua (137).

Actualmente se sabe que los PUFA son en particular suceptibles a la peroxidacion y
que, una vez iniciado, el proceso prosigue como una reaccion de radicales libres en cadena

(137).

Fig. 18
Estructura de los PUFA

Hidrégeno Vinllico
H

H H H H
Hidrégenos Alflicos

Todos los PUFA comparten una estructura en comun (139) (Fig. 18).
La remarcada suceptibilidad de los PUFA, es facilitada por la estabilizacion de un

radical libre adyacente a un grupo olefinico. El hidrogeno alilico es relativamente mas
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facilmente removido para producir un radical lipidico que reaccionara por adicion con

moléculas de O, (138). produciendo la ruptura de la estructura del acido graso (139).

La peroxidacion de los PUFA puede proceder por caminos autooxidativos no

er-imaticos o a través de procesos enzimaticamente catalizados (140).

Basicamente se pueden identificar en el proceso de LP, tres etapas (141):

-Iniciacion
-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 Lipoperoxidacion

a)

b)

c)

Iniciacién

LH+ Xe » L.+ XH

X+ radical libre reactivo
LH cadena dec PUFA dentro de un lipido actuando como donor d¢ H.
L. radical lipidico

Propagacién

LOO-

L'+O:

v

LOO-+ LH LOOH + L.

v

LOO- radical lipoperoxilo (puede producir endopcroxidos)
LOOH hidroperoxido lipidico

Terminacién

2 LOO- , LO+'0.+LOH
LOO- + L , LooL'
2L * LL |

vy otras combinaciones dc radicales libres
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a) Iniciacion

Iniciacion es la reaccion de abstraccion de hidrogeno por parte de un radical libre
reactivo a una cadena de PUF A de un lipido, formando un radical lipidico (139).
Luego. el radical lipidico sufre un reordenamiento de configuracion cis-cis a cis-trans,

dandole a la molécula mayor conjugacion de los dobles enlaces (141). (Fig. 19).

Fig. 19

Isomerizacion del radical lipidico

°
VEVTV = VRV L VLA
. /-\ o
Radical x* XH ciscis cis-trans
Upldico

Esto conduce a una mayor absorcion en el espectro UV a 234 nm. Con posterioridad a
este ordenamiento comienza la etapa O, dependiente (141).

El paso que determina la velocidad del proceso de LP, es la abstraccion de H de un
PUFA cis-cis. En los PUFA existen muchos H metilénicos capaces de sufrir abstraccion. Por
ejemplo, el acido araquiddnico posee tres dobles sitios alilicos localizados en los carbonos 7,
10 y 13. Las enzimas que catalizan la peroxidacion 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 enzimatico o no, el
resultado es la interaccion del radical lipoperoxilo con el O, en los carbonos 5, 8, 9, 11, 12 0
15, como es el caso del acido araquidonico(138).

La capacidad de estos radicales lipidicos de reaccionar con el O, molecular a una
velocidad de difusion 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).

64



Introduccion

b) Propagacion

Durante esta etapa el radical lipidico (L¢) reacciona con el O, molecular, formando un

radical lipoperoxilo (LOO¢) (139,141). (Fig. 20) .

Fig. 20

Formacion de los radicales lipoperoxilo

Lipidico 02 (0-0) Lipoperoxilo

Este radical lipoperoxilo puede recombinarse entre si formando oxigeno singulete
('0:). También puede atacar a proteinas de la membrana o abstraer H de una cadena de
PUFA adyacente, para dar otro radical lipidico que propagara la cadena de reaccién de la LP.
A su vez puede formar un hidroperoxido del lipido en cuestion (137, 141).

Los hidroperoxidos lipidicos son moléculas bastante estables, bajo condiciones
fisiologicas, pero su descomposicion es catalizada por metales de transicion y complejos de
metales (142).

El Fe (II) y el Fe (III) son catalizadores efectivos para la degradacion de
hidroperoxidos, siendo mas potente el primero.

Como complejos de metales se incluyen complejos de sales de Fe con quelatos de bajo
peso molecular, proteina con Fe no hémico, hemo libre, hemoglobina y mioglobina (142).

El complejo del metal reducido reacciona con el hidroperdxido lipidico para dar alcoxil

radicales:

LOOH + Fe*'-complejo ——  LO+ [Fe(IV)=0)*"- complejo + H’
LOO«+ Fe? - complejo + H’

e
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La extension de la cadena de reaccion depende d¢ auchos factores. Estos incluyen la
relacion lipido/proteina en la membrana ( la oportunidad que tiene un radical de reaccionar con
una proteina de membrana aumenta con la concentracion de la misma), la composicion de
acidos grasos y la concentracion de O> (137).

Tambieén el ciclo propagativo aumenta con el grado de insaturacion del lipido y esta
limitado por la disponibilidad de los mismos. Las constantes de velocidad para la iniciacion de
una reaccion entre el radical libre y distintos acidos grasos insaturados de | 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 reaccion,

proveyendo un hidrogeno facilmente removido por el radical lipoperoxilo:

AH + LOO- » LOOH + A

¢) Terminacion

Los radicales involucrados en el proceso de LP, se combinan entre si dando un

producto no radical, que no es capaz de seguir con la propagacion.

La reaccion de terminacion mas significativa es la que cancela dos radicales peroxilo

(141).

6.2.  Especies quimicas iniciadoras de la LP

-Superoxido: O,*
Es generado en la biotransformacion de ciertos xenobioticos por ciclo redox (143).

-Hidroxilo: OHe
El radical OHe tiene una capacidad fuertemente oxidante hacia virtualmente todas las

moléculas organicas.

-Radicales Peroxilo: ROQe
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Son probablemente las especies oxidantes derivadas de O, presentes en mayor
concentracion en los sistemas biologicos. Los ROO« se forman en numerosos procesos

catalizados por metales v en la activacion metabolica del CCly .

-Radicales alcoxilo: ROe

Son generados por descomposicion térmica de dialquilperoxidos, hiponitritos o por

reduccion de ROOH catalizada por metales.

-Otros posibles iniciadores: NOs. NO,, RSe, O;, Fe'*

Los iniciadores mas investigados derivan de la reduccion metabolica del O, en sistemas
biologicos. Sin embargo, otras especies: dioxido de nitrégeno (NO,), oxido nitroso (NOe),
peroxinitrito (NOO"), tioradicales (RS¢), ozono (O:) y Fe' libre (en ausencia de interacciones
con Os o especies reducidas de O-), también pueden iniciar procesos de LP (143).

La LP puede iniciarse por radicales generados durante el metabolismo de distintos
xenobidticos, como los ejemplificados en la Tabla 11 (139).

La irradiacion de tejidos, células u organelas intracelulares, también produce radicales

libres que pueden iniciar la LP y desencadenar un dafio celular (140).

Tabla 11
Distintas sustancias toxicas que producen LP en los tejidos (especialmente en

higado) de animales tratados.

Sustancias que producen LP patogénicamente relevante

Haloalcanos (CCL. CBrCl;, CHCl,. 1.2-dibromoetano. halotano). Haloalquenos ( trielina)

Paracctamol, Adriamicina v antibioticos similares, Etoxicumarina, Bromobenceno
Alcohol alilico. Etanol (especialmente por intoxicacion cronica)

Fc™ (cn hepatocitos aislados). Hidroperéxido de cumeno (en hepatocitos aislados)

Sustancias que producen un aumento en la LP, pero son ain discutidas como
patogénicamente relevantes.

Tert-butil-hidroperoxido. Vanadato de sodio, Acido orético (altas concentraciones en la
dicta)

Sustancias que aumentan la LP, consideradas no patogénicamente relevantes, pero
si secundarias a la muerte celular u otros mecanismos.

Mecnadiona. Paraquat, Diquat. Dictilmaleato, lodoacetamida, Cu, Cd. o Hg in vitro
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6.3. Compuestos formados durante el proceso de LP

En figura (Fig 21) se resumen los productos que pueden formarse durante el proceso de LP
(142)

Fig. 21
Compuestos formados durante la lipoperoxidacién

endoperoxidos ciclicos [_ hidroperoxidos lipidicos_"l

complejo Fe (IT) complejo Fe(11l)

N\ /

RO ROO-, RO
] |

- Amplifican el dafio, iniciando nuevos ciclos de LP

- Formacion 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
proteinas, producir entrecruzamiento con aminoacidos, lipidos y proteinas, dar cromolipidos y
agregados de proteinas (142).

. Alquenales como el 4-hidroxinonenal (144), el cual es muy activo bilogicamente, inhibe la
agregacion de plaquetas activando la adenilatociclasa y es substrato de la glutation transferasa.

- Alcanos como el pentano, como punto final de la oxidacion de acido linoleico y acido

araquidonico o etano a partir del acido linolénico (142).

Luego de la peroxidacion de acidos grasos de la familia de los n-6 (linoleico, y-linolénico, y
araquidonico) y n-3 (a-linolénico y docosahexaenoico) los hidroperoxidos correpondientes,
relativamente inestables, pueden suffir escisiones, fisiones, rearreglos y reacciones de oxidacion a
productos carbonilicos mas estables. Estos productos incluyen : n-alcanales. 2-alquenales, 2,4-

alcadienales, alcatrienales, a-hidroxialdehidos, hidroperoxialdehidos, 4-hidroxialquenales, 4-
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hidroxiperoxialquenales. MDA, «-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 hepaticos de rata ( 146):

Tabla 12

Compuestos carbonilicos mas importantes formados durante la LP

4-hidroxi-alquenales 2-alquenales | n-alquenales | otros

4-hidroxihexenal acroleina propanal hidroxioctanal

4-hidroxinonenal pentenal butanal MDA

4-hidroxi-2.5- hexenal pentanal 2.4-heptadienal

nonadienal

4,5-dihidroxidecenal heptenal hexanal 2,4-decadienal
octenal nonanal butanona
nonenal ?:gg:::gg:::

Algunos autores consideran que las reacciones de estos hidroxialdehidos con los

componentes celulares, son la causa fundamental del dafio producido por el proceso de LP

(141.147).

EnlaFig. 22 | se muestra un esquema de la formacion de pentano y MDA a partir de acido

araquidonico (141).
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Fig. 22
Formacion de MDA y pentano a partir del acido araquidénico
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6.4. Consecuencias de la peroxidacion de lipidos

Siendo los PUFA componentes criticos de las membranas biologicas y factores
determinantes de muchas de sus propiedades, la peroxidacion de lipidos tiene consecuencias graves
para ellas. Se pudo verificar que a raiz de la peroxidacion 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. Ademas de estas alteraciones estructurales se producen cambios
bioquimicos profundos (138,148).

En microsomas se puede obser ., fragmentacion de la membrana, despegue de los
ribosomas, cambio de turbidez, disminucion de la sintesis proteica, disminucion de las actividades
de la glucosa-6-fosfatasa v la UDP-6-glucuroniltransferasa y destruccion del cit P450 (138,148).

La LP en mitocondrias produce hinchazon de las mismas, desacople de la fosforlacion
oxidativa, pérdida de potasio y calcio y en los casos extremos lisis de la organela.

El dafio en las membranas lisosomales puede conducir a lisis de la organela, con liberacion
de enzimas hidroliticas degradativas y con graves consecuencias para la célula (138,148).

En la membrana plasmatica 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 estructurales y
bioquimicas profundas en la célula que pueden llevarla a su muerte. El mecanismo por el cual se
producen estas alteraciones, aun no esta totalmente esclarecido. Una parte del efecto se deberia a
las perturbaciones que se generan en la membrana. Estas incluirian varios procesos como por
ejemplo: reacciones de terminacion entre componentes lipido-lipido, lipido-proteina, alcoxilos de
lipidos, peroxilos de lipidos, 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 hidrogenos de
proteinas vecinas de la propia membrana o de sus grupos sulfidrilicos (-SH), generando por
ejemplo, puentes disulfuros (-S-S-) y uniones lipido-proteina o, proteina-proteina con graves
consecuencias potenciales (138,148).

Los productos de cadena corta también pueden ejercer sus efectos tanto en la membrana
peroxidada como en otro lugar de la célula (139).

El MDA es un aldehido bifuncional que puede interactuar con dos grupos amino dando
bases de Shiff. Estas reacciones de entrecruzamiento de proteinas producen la inactivacion de
enzimas y forma agregados fluorescentes de alto peso molecular como lipofucsina o los llamados
pigmentos de la edad (138,139).

El MDA también puede producir entrecruzamiento con grupos amino de la
fosfatidiletanolamina (PE), con otra molécula de PE, fosfatidilserina o proteina, perturbando otra

vez la estuctura de la membrana. Otra reaccion que puede sufrir el MDA es con el ADN, dando
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productos fluorescentes. Las bases de Schiff fluorescentes producidas por el entrecruzamiento
entre el MDA con moléculas biologicas sirven como medida de la LP (139).

Los radicales libres altamente reactivos reaccionan con su microambiente lipidico iniciando
procesos de LP

Productos secundarios a tales eventos peroxidativos con un radical lipoperoxilo o un
hidroperoxido lipidico, podrian difundir en el plano de la membrana para reaccionar mas alla del
lugar de su formacion. ampliando asi las lesiones bioquimicas (137).

Estos procesos no solo afectan la estructura e integridad de la membrana (fluidez y
permeabilidad). sino también pueden danar las funciones celulares. Por ejemplo: alquenales,
alcanales e hidroperoxidos lipidicos podrian suffir reacciones degradativas y ser metabolizados
rapidamente. algunos de ellos (como hidroperoxidos de bajo peso molecular y aldehidos como el 4-
hidroxinonenal), pueden escapar de la membrana causando disturbios a distancia (137).

Para explicar las reacciones a distancia se postuld que los hidroxialdehidos producidos
durante la LP ( Por ejemplo: 4-hidroxi-2-nonenal) pueden migrar del sitto de produccion a otras
partes de la célula y alli ejercer su accion (139,141).

Esta hipotesis se basa en que se detectd su presencia, se establecio su capacidad para
reaccionar covalentemente con componentes celulares y que varios efectos que ellos producen
sobre las enzimas, imitan a los observados durante la LP (139).

Los 4-hidroxialquenales son aldehidos bastante solubles en agua y suficientemente poco
reactivos para escapar de los sitios de produccion 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 -NH, , pueden formar aductos con
proteinas. Tales aductos no son completamente estables y los aldehidos estan, por lo tanto,
protegidos de muchas enzimas que podrian atacarlos y destruirlos (146).

El 4-hidroxinonenal y aldehidos relacionados exhiben un amplio numero de efectos
patologicos que incluyen: inhibicion de la glucosa-6-fosfatasa, lisis de eritrocitos, deterioro del cit
P450 y aminopinina demetilasa, inhibicion de la sintesis de proteinas, ADN y ARN .

Los hepatocitos aislados pueden detoxificar rapidamente bajas concentraciones del
aldehido, mientras que las altas conducen a la deplexion del glutation y subsiguiente muerte celular

y liberacion de enzimas celulares (149).
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Otros subproductos del proceso de LP son los etil o pentil radicales y/o sus radicales
oxidados. Estos podrian, a su vez, reaccionar con otros PUFA, para producir radicales lipidicos,
desencadenando. por LP. daiio a otros componentes celulares (138).

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 (137).

6.5..  Rol biolégico de la lipoperoxidacion

La destruccion de la celula 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 liberacion de los
1ones metalicos de su sitio de almacenamiento y de hidrolisis enzimatica de metaloproteinas (por
ejemplo: lisosomas dafiados) (137,142).

La estimulacion de la LP como una consecuencia del daiio tisular puede contribuir al
empeoramiento de la injunia (137).

Por ejemplo, el 4-hidroxinonenal disturba las comunicaciones "gap" entre las células
endoteliales cultivadas e induce muchos efectos genotdxicos tanto en hepatocitos como en
linfocitos.

Las modificaciones "in vivo" de las proteinas de baja densidad por ciertos productos de la
LP ( 4-hidroxinonenal y MDA) las hace mas aterogénicas y causan la formacion de células "foam".

Por medio de técnicas inmunologicas, en lesiones ateroesclerdticas, se pudo detectar la
presencia de proteinas modificadas por el 4-hidroxinonenal y MDA, conduciendo a un crecimiento
de la lesion ( 137,142,150).

En dafios traumaticos al cerebro y columna vertebral, existe evidencia que los iones de Fe
se liberan al area circundante y catalizan las reacciones mediadas por radicales libres, empeorandose
el dafio. Es probable que en algunas enfermedades el incremento en la velocidad de reacciones
inducidas por radicales libres, como resultado del dafio tisular, no contribuya significativamente a la
patologia de la enfermedad.

Cada propuesta, ya sea que los radicales libres en general o la LP en particular, contribuyan
significativamente a la patologia de una deterrinada enfermedad, debe ser evaluada
cuidadosamente. Esto, obviamente, requiere la metodologia apropiada para medir estos procesos

en las células, tejidos y organismo en su totalidad (137).
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Se conidera que la LP representa un rol pasivo v un rol activo en el dafio inducido por
radicales libres. O sea que por un lado, la LP es consecuencia de una destruccion acumulativa de
lipidos que produce el deterioro de las membranas y organelas y por otro lado los productos
generados en los procesos de LP son directamente daiiinos para la célula.

Una serie de estudios en lipooxigenasa de reticulocitos y en la maduracion de reticulocitos,
indican que la aparentemente regulada peroxidacion de lipidos de membrana, resulta en una
extensiva descomposicion de las membranas de las organelas, sin evidencia de muerte celular.

También se considera a la LP como una funcion bioquimica intrinseca, como en la
generacion de prostaglandinas, donde los procesos de LP normalmente desempeiian un rol esencial
y no citotoxico (138).

Sin embargo, estas circunstancias descriptas no se pueden aplicar cuando la LP tiene lugar
via 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
podrian contnbuir a la cascada citotoxica. Estas reacciones toxicas abarcan desde la genotoxicidad
a eventos inflamatorios asociados con dafio celular y reparacion (138).

La formacion de lipoperoxidos parece estar asociada y podria ser necesana para el proceso
de inflamacion. Los productos derivados de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa sirven como potentes
factores vasoactivos y quimiotacticos. Sin embargo, productos de naturaleza no leucotrieno o
prostaglandina, también muestran reacciones biologicas semejantes ( 138).

La LP de la membrana en el sitio del dafio podria conducir a la liberacion de fragmentos de
lipoperoxilos de los fosfolipidos de membranas.

Las fosfolipasas hidrolizan a los lipidos oxidados rapidamente en una vaniedad de sistemas
de membrana . Es posible que esta actividad preferencial contra los fosfolipidos de membrana
oxidados o dafiados, esté relacionada con un mecanismo general de recambio de membrana y
podnia ser un componente importante para mantener la funcionalidad de la membrana intacta (138).

En membranas sujetas a bajos niveles de LP, esta funcion de las fosfolipasas, podria
minimizar la propagacion de la reaccion 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, podrian rapidamente degradarse por una fosfolipasa endogena activa cuya accion hidrolitica
excede la reacilacion y otros sistemas de sintesis de fosfolipidos (138).

La homeostasis celular es dependiente de la estructura e integridad funcional de la bicapa

lipidica de la membrana celular. Los procesos que dafien la membrana pueden interferir con la
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transduccion de la sefial, reconocimiento v transporte molecular, mantenimiento del potencial de
membrana o metabolismo celular y por lo tanto, pueden iniciar potencialmente una enfermedad. La
lipoperoxidacion es el mayor contribuvente del dafio a las membranas celulares v ha sido implicado

~nmo causa y efecto de una amplia variedad de procesos patologicos (143).

6.6. Defensas antioxidantes

La existencia de especies reactivas de oxigeno es un atributo de la vida aerobica normal. El
desarrollo de las células en un ambiente conteniendo O; no seria posible sin la presencia de sistemas
de defensa que incluyen poderosas enzimas y componentes antioxidantes no enzimaticos. La vida
aerobia esta caracterizada por una formacion estable de prooxidantes, balanceada con una
velocidad similar de su consumo por antioxidantes (151).

Para mantener la homeostasis se requiere una continua regeneracion de la capacidad
antioxidante. Si ésto no sucede se acumula el dafo oxidativo produciéndose eventos
patofisiologicos), conocidos como "estrés oxidativo” (151,152).

Estos dafios afectarian todos los tipos de moléculas biologicas incluyendo ADN, lipidos,
proteinas y carbohidratos. Por lo tanto el estrés oxidativo estaria involucrado en procesos como
mutagénesis, carcinogénesis, dafios en membranas, lipoperoxidacion, oxidacion de proteinas,
fragmentacion y dafio en carbohidratos. La proteccion de estos efectos dafiinos puede ser la
prevencion, intercepcion y reparacion (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 proteinas, enzimas, proteinas que
se unen con metales de transicion y los generados durante el metabolismo de otras moléculas
(bilirrubina y uratos).

Solo 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 O,, mientras que los extracelulares son los que adicionalmente sirven para mantener

bajo control las funciones catalizadas por metales de transicion.
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Cualquier situacion que incremente el “turnover” del ciclo del antioxidante, aumente el
estrés oxidativo o modifique las defensas antiradicales, pueden conducir a la progresion del daiio.
tanto en la membrana celular como en la célula en su integndad (142).

El sistema de defensas antioxidantes, tradicionalmente se diferencia en "defensas primanas"

v "defensas secundarias", para designar la accion depurativa de los antioxidantes (73).

Las defensas pnmanas incluyen :

- Compuestos antioxidantes como vitamina E, Ay C
Glutation, licopeno, acido urico

- Proteinas que se unen y/o influyen sobre la liberacion de iones metalicos: transferrina,
ferntina, ceruloplasmina, haptoglobina, hemopexina y metalotioneina.

- Antioxidantes atrapadortes de enzimas como: Superoxido dismutasa, catalasa, glutation

peroxidasa

Las defensas secundanias incluyen:
- Enzimas lipoliticas, fosfolipasas
- Enzimas proteoliticas, proteasas, peptidasas

- Enzimas reparadoras de ADN, endonucleasas, exonucleasas y ligasas

Existe también un factor de proteccion estructural que actua proveyendo soporte de
ordenamiento o compartimentalizacion a reacciones de oxido-reduccion que, de otra manera,
irremediablemente conduciria a la LP (141).

Por gjemplo: la doble capa lipidica de las membranas biologicas, con los PUFA orientados
hacia el interior, dificulta la exposicion de los mismos al O,* o al (FeOz)z' que no son liposolubles.

Las proteinas integrales de la membrana interrumpen o atacan los procesos de LP que
hayan iniciado los radicales libres al interceptar su difusion lateral.

Otro ejemplo es el soporte a reacciones de oxido-reduccion que ocurren secuencialmente,
como el caso de la cadena respiratoria mitocondrnial, donde el O, completa su reduccion a HO sin
que los productos de los pasos intermedios se pierdan en el medio.

La compartimentalizacion de reacciones potencialmente problematicas se logra conteniendo

en el mismo espacio defensas especificas contra los agentes daiiinos (141).
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El analisis de los acidos grasos se realiza luego de la extraccion e hidrolisis de los lipidos de
membrana (debe tenerse cuidado de evitar dafio oxidativo durante el manipuleo de los extractos).
derivatizacion (generalmente a metilesteres) v analisis por CGL con detector de llama (FID) o
HPLC ¢.  .etector UV de fluorescencia (138.142,154).

Estos métodos no resultaron muy populares, por ser laboriosos y con cambios cuantitativos
pequefos que pueden ser particularmente enmascarados “in vivo". por efectos sistémicos del
agente toxico administrado debido a un influjo local de PUFA o cambios en el metabolismo de los

mismos (138.140).

- Determinacion de malondialdehido (MDA)

El MDA representa un producto comun de descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos
denvados de los PUFA de un lipido. También puede provenir de la hidrolisis de pentosas,
desoxiribosa, hexosas, algunos aminoacidos y ADN.

Frecuentemente el MDA se determina por el test del acido barbiturico (TBA) (145).

En este test una molécula de MDA reacciona estequeométricamente con dos moléculas de
TBA, formando un aducto cuya estructura se muestra en la Fig. 23 (154).

El aducto formado, exhibe un fuerte maximo de absorcion a 532-535 nm y un maximo débil
secundano a 245 y 305 nm El cromoforo de color rosado puede ser detectado
espectrofotometricamente y tiene un coeficiente de absorbitividad molar entre 149.000 y 156.000
Imol'em™ (140,145.154).

El aducto también exhibe fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 515-532
nm y una de emision de 553 nm y es extraido facilmente con butanol (140,141,145,154).

El rendimiento en MDA del proceso de LP, es muy pequefio y si la determinacion solo
midiera el MDA libre, no seria sensible. Esta técnica debe su sensibilidad al MDA que se produce
durante la misma determinacion, a partir de peroxidos de lipidos que se degradan por calentamiento
en el medio acido de la determinacion 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 extraccion e hidrolisis de los lipidos de
membrana (debe tenerse cuidado de evitar dafo oxidativo durante el manipuleo de los extractos),
denvatizacion (generalmente a metilesteres) y analisis por CGL con detector de llama (FID) o
HPLC ¢.  .etector UV de fluorescencia (138.142.154).

Estos metodos no resultaron muy populares, por ser laboriosos y con cambios cuantitativos
pequenos que pueden ser particularmente enmascarados "in vivo", por efectos sistémicos del
agente toxico administrado debido a un influjo local de PUFA o cambios en el metabolismo de los

mismos (138.140).

- Determinacion de malondialdehido (MDA)

El MDA representa un producto comun de descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos
derivados de los PUFA de un lipido. También puede provenir de la hidrolisis de pentosas,
desoxinbosa, hexosas, algunos aminoacidos y ADN.

Frecuentemente el MDA se determina por el test del acido barbiturico (TBA) (145).

En este test una molécula de MDA reacciona estequeométricamente con dos moléculas de
TBA, formando un aducto cuya estructura se muestra en la Fig. 23 (154).

El aducto formado, exhibe un fuerte maximo de absorcion a 532-535 nm y un maximo débil
secundano a 245 y 305 nm. El cromoforo de color rosado puede ser detectado
espectrofotomeétricamente y tiene un coeficiente de absorbitividad molar entre 149.000 y 156.000
Imol”em™ (140,145,154),

El aducto también exhibe fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 515-532
nm y una de emision de 553 nm y es extraido facilmente con butanol (140,141,145,154).

El rendimiento en MDA del proceso de LP, es muy pequefio y si la determinacion solo
midiera el MDA libre, no seria sensible. Esta técnica debe su sensibilidad al MDA que se produce
durante la misma determinacion, a partir de peroxidos de lipidos que se degradan por calentamiento
en el medio acido de la determinacion y en presencia de trazas de Fe inevitables en los reactivos

habituales (138).
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Fig. 23
Reaccion del MDA con el acido tiobarbitarico (TBA)
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Existe una amplia vaniedad de especies quimicas que pueden reaccionar con el test del TBA
interfiriendo en el ensayo (aldehidos saturados y no saturados, pinimidinas sustituidas, sulfadiazinas,
bilirrubina, sacarosa, fructosa, glucosa, desoxinibosa y acido N-acetilneuraminico). Los globulos
rojos hemolizados. también pueden causar un aumento aparente en los niveles de MDA sénico
(138,140,145).

Los alcanales saturados reaccionan con el TBA bajo las condiciones normales del ensayo,
para producir un producto amarillo y pigmentos rojos con una absorcion débil a 455-532 nm; por
lo tanto, su contrnibucion al total es pequefia (145).

Los aldehidos insaturados producen aductos con cromoforos de un color naranja
prominente; éstos absorben fuertemente a 495 nm y en menor grado a 525-535 nm (145).

Sin embargo, en presencia de azucares, los aldehidos no saturados reaccionan con el TBA
para dar un aducto con una secuencia de absorcion maxima 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 estan presentes sales ferrosas,
ya que el Fe reducidc -uede acelerar la descomposicion de los hidroperoxidos (138).

Los azucares y hemoproteinas en presencia de metales de transicion afectan fuertemente la
reaccion con TBA. La adicién de antioxidantes como BHT (2,6-diterbutil-p-cresol) 0.01 % ,

disminuye la autooxidacion de lipidos catalizada por los metales de transicion (145).
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Disminuyendo la temperatura de reaccion en el paso del calentamiento a 80 C, se reduce la
interferencia debido a la sacarosa presente en el buffer.

Las determinaciones realizadas por el test del TBA, en sobrenadantes libres de proteinas,
luego de la precipitacion acida, tienen muy buena correlacion con las realizadas por HPLC.

La reactividad del TBA es un reflejo de la cantidad de MDA, aldehidos B-insaturados,
peroxidos ciclicos y contaminantes presentes en la muestra.

La absorbancia espurea a 532 nm, debida a la formacion 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, cromatografia de exclusion, determinacion de
aductos del MDA con proteinas, determinacion del anion del MDA) (145). Las técnicas de HPLC
permiten aumentar la especificidad y la sensibilidad de la medicion (155).

Existen muchos compuestos como por ejemplo: 4,4 sulfonildianilina, etil p-aminobenzoato,
acido p-aminobenzoico y 4 aminoacetofenona, que reaccionan con el MDA para dar complejos que
pueden ser medidos espectrofluorométricamente, los cuales también presentan caracteristicas de
excitacion de fluorescencia y un maximo de absorcion a 532 y 533 nm respectivamente. Sin
embargo, los métodos fluorimétricos no fueron utilizados ampliamente para la determinacion de
MDA en muestras biologicas, debido a la presencia de compuestos fluorescentes naturales o a la
formacion de otros aductos fluorescentes no derivados del MDA (140).

Los acidos grasos como el linoleico, que tienen menos de tres dobles enlaces, no producen
reaccion positiva con TBA(138). Se ha demostrado que el MDA formado en los tejidos incubados
proviene principalmente de los acidos grasos altamente insaturados como el acido
eicosopentaenoico (20:5) y docosahexaenoico (22:6) (156).

En sistemas lipidicos con bajos niveles de PUFA, la falta de deteccion de MDA podria ser

erroneamente correlacionada con una ausencia de peroxidacion (138).
7. CARCINOGENESIS

El proceso de carcinogénesis resulta del crecimiento anormal de una célula que hace que
escape de los mecanismos regulatorios normales de la division celular. Esta célula se dividira a
mayor velocidad que las células adyacentes y formara un tumor (clon localizado de células

idénticas) (157).
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El tumor puede seguir creciendo y ejercer presion sobre el tejido o invadir tejdos
advacentes. Competira por los nutrientes v perturbara la integridad funcional del tejido en el cual
esta creciendo. Adema. ueden desprenderse fragmentos del tumor y trasladarse (via el sistema
circulatorio) a otras partes del organismo. Estos fragmentos podrian sembrar nuevos clones. Este
es el proceso de metastasis, que significa malignidad y es uno de los problemas mas insidiosos del
cancer (157).

El largo periodo de latencia de la iniciacion del cancer (afios en roedores y décadas en
humanos) es el mayor problema que se presenta en la evaluacion de los peligros toxicologicos y
nesgo de exposicion (158).

El proceso de carcinogénesis puede ser inducido en el organismo por una variedad de
agentes que son generalmente de naturaleza quimica o fisica y pueden ser agrupados relativamente,

en cuatro categorias distintas: quimicos, fisicos, biologicos y genéticos. (Tabla 14) (159).

Tabla 14

Clasificacion general de los agentes etiologicos del cincer

Clase Ejemplos

Quimicos hidroc. policiclicos, aminas aromaticas, haluros,

hormonas, metales, polimeros

Radiaciones Ionizantes (X, y, particulas), radiacion UV
Biologicos virus (papova, herpes, retrovirus, etc.)
Genéticos Transgénesis por incremento de estructuras

promotor-oncogen.

La carcinogénesis también puede ocurrir espontaneamente sin la intervencion de un agente
exogeno (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 quimicos han sido
reconocidos como los factores etiologicos mas importantes en la carcinogénesis humana (160).

En la década del 60 comenzo el desarrollo explosivo de los estudios epidemiologicos. Se
efectuaron gran cantidad de estudios sobre la vanacion geografica del cancer, incidencia en las
poblaciones a lo largo del tiempo y en relacion a exposicion a diferentes sustancias quimicas o

farmacos, tareas, alimentos, contaminacion o habitos (fumar, beber,etc.) (158).
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En muchos casos especificos existe evidencia de que el lugar de trabajo incide sobre el

nesgo de padecer cancer Como ejemplo se tiene:

- Relacion entre exposicion a ciertas aminas aromaticas (bencidina, 2-naftilamina, 4-
aminobifenilo) y cancer de vejiga.

- Exposiciones industriales de agentes alquilantes (bisclorometiléter y biscloroetilsulfuro) y
ciertas sustancias inorganicas (cromo, niquel, asbestos) asociadas con alto fesgo de
desarrollo de canceres respiratorios (161).

- Exposicion a alquitranes de la hulla, brea, parafina y aceites minerales, relacionada con
tumores en piel, escroto, labio, laringe y pulmon .

- Exposicion ocupacional a benceno e incidencia de leucemia aguda no linfocitica .
- Exposicion a cloruro de vinilo y cancer de higado, cerebro y pulmon (162).

También el uso de ciertos productos medicinales puede aumentar la incidencia de cancer.
Por ejemplo en uteros con exposicion a dosis masivas de dietilestibestrol, existe una mayor
incidencia de carcinomas vaginales.

El uso de compuestos arsenicales para el tratamiento de la psoriasis, se relaciond con
cancer de piel en zonas del cuerpo no expuestas al sol (163).

La mayor parte de los canceres humanos tienen origen en la exposicion a productos
quimicos presentes en el medio ambiente humano y sélo una minoria de ellos se deberia a otros
factores como radiaciones o virus y en algunos casos, tanto virus como productos quimicos
desempeniarian roles complementarios (158,164).

Se ha podido establecer fehacientemente la carcinogenicidad para el hombre de sélo unas
pocas sustancias pero a su vez otras a las que €l se halla potencialmente expuesto también revelaron
ser carcinogénicas en animales de experimentacion. En el caso de estas tltimas, 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 canceres
humanos, puedan explicar los canceres que mas victimas cobran a la humanidad. Se destacan entre
esos candidatos los hidrocarburos policiclicos, la aflatoxina B, los productos de pirolisis de
aminodacidos y las nitrosaminas (163-169).

Algunos de estos tipos de carcinogenos son capaces de producir cancer en condiciones

adecuadas de experimentacion, después de una unica exposicion. Estas sustancias que son capaces
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de producir cancer en alta incidencia después de una sola exposicion o que lo hacen luego de
muchas pero en cantidades muy pequenas. se denominan carcindgenos fuertes.

Aquellos que requieren una exposicion repetida o permanente a cantidades importantes del
carcinogeno o que conducen a baja incidencia de cancer se consideran carcinégenos débiles.

Existe una gran variedad de tipos v localizaciones de los canceres humanos. Por ejemplo la
aflatoxina B, es un carcinogeno hepatico, los productos de pirolisis de aminoacidos producen
cancer en higado e intestino, los hidrocarburos policiclicos en piel, pulmon y solo raramente en
otras localizaciones. Solamente las nitrosaminas y otros compuestos N-nitrosados, pueden generar
canceres en practicamente todos los organos, evidenciado en todas las especies animales ensayadas
(158,169).

Muchos carcinogenos (especialmente los mas relevantes y potentes) requieren un proceso
de biotransformacion para poder reaccionar con los componentes celulares que finalmente llevan a
la carcinogenesis. Los carcinogenos que no requieren biotransformacion previa para actuar se
llaman carcinogenos directos y los que si la requieren se llaman carcindgenos indirectos (169).

Enla Tabla 15 se pueden apreciar ejemplos de los distintos tipos de carcinogenos.

Tabla 15

Ejemplos de carcinégenos directos e indirectos

Carc.Directos Carc.Indirectos
3-propiolactona 3-metilcolantreno
sulfato de metilo benzo-a-pireno
ipenita 2-naftilamina
ciclofosfamida bencidina
tretilenmelamina 4-dimetil-aminoazobenceno
bisclorometiléter N-nitrosoprolina
ioduro de metilo cloruro de vinilo
aflatoxina B,
actinomicinas
adriamicina
alcal pirrolizidinicos
safrol, estragol

Cuando se comprendio que gran cantidad de los carcindgenos requeria biot: sformacion

previa, el estudio de sus procesos de metabolizacién permiti6 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
(161).

Todos los carcinogenos quimicos son ellos en si (caso de los carcinogenos directos) o
algunos de sus productos de biotransformacion (para el caso de los indirectos) fuertemente
electrofilicos (capaces de interaccionar con centros ricos en electrones) y ello es lo que les permite
reaccionar con componentes celulares criticos para el desarrollo del cancer (161).

La necesidad de un paso de biotransformacion en el caso de muchos carcinogenos también
permitio entender las distintas localizaciones de los canceres producidos por sustancias quimicas, en
especial los que ocurmian en sitios distantes a los de contacto o aplicacion del carcinogeno

(161.169).

7.1.  Concepto de carcinogénesis como proceso de multiples etapas

El cancer en los animales y en el hombre es un proceso que se desarrolla en multiples
etapas. En éste 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 cancer puede ser mediado por una diversidad de estimulos
endogenos y/o ambientales (170).

El hecho de que el cancer se desarrolle en etapas fue inicialmente propuesto por modelos en
roedores alrededor de los afios 40 (170).

Pudo comprobarse muy claramente en animales de experimentacion mediante el empleo de
carcinogenos violentos capaces de producir tumores después de una sola exposicion 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 produccion si el animal estuvo previamente expuesto a una o pocas
dosis del carcinogeno fuerte. Simplifico mucho la experimentacion el que estos estudios se
efectuaran en piel, permitiendo seguir visualmente paso a paso el proceso (158,171).

Los datos epidemiologicos también sugieren que la formacion de cancer en el hombre
involucra un proceso en multiples etapas.

El epitelio de distintos organos como estomago, higado, pancreas, vesicula, colon, pulmén,
traquea, tiroides y glandula mamaria, estan entre aquellos en los que la naturaleza del proceso fue

demostrada experimentalmente (170).
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Una de las premisas en el modelo de multiples etapas de carcinogenesis, es que estan
involucradas alteraciones geneticas y/o epigenéticas de multiples genes independientes.

Aunque el proceso de carcinogenesis quimica, a menudo, se separa operacionalmente en
tres etapas: iniciacion. promocion v progresion, el numero de cambios genéticos involucrados en
cada una de ellas no estan aun determinados (158).

Las caracteristicas mas significativas de cada una de las tres etapas se esquematizan en la

Tabla 16 (172).

La Iniciacion es un proceso muy rapido en relacion al necesario para la aparicion de
tumores (171). Esta primera etapa incluye la induccion de una alteracion irreversible en la célula y
esta frecuentemente asociada con un evento mutacional (158)mutaciones simples, transversiones
v/o pequenas delecciones en el ADN) (173).

Esta conclusion esta respaldada por el hecho de haber encontrado la activacion mutacional
de protooncogenes ras en carcinomas mamanos de rata, papilomas en piel de raton y hepatomas de
raton.

El mecanismo de iniciacion podria variar, 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 organos del organismo adulto numerosas células iniciadas (173).

Esta primera etapa del desarrollo del cancer (iniciacion) es un evento extremadamente
comun que a menudo ocurre espontaneamente y puede ser inducido en animales experimentales y
en el hombre (173), por bajos niveles de agentes carcinogénicos (172).

La eficiencia de la iniciacion esta relacionada con la sintesis de ADN vy la division celular La
sintesis de ADN probablemente se requiera para la fijacion y para la irreversibilidad de esta etapa.

El proceso de iniciacion es un fendmeno linear, dosis dependiente, que no exhibe un nivel
umbral facilmente medible (159).

Actualmente se cree que la interaccion critica durante el proceso de iniciacion seria un
ataque a las bases del ADN para dar aductos y éstos podrian conducir a mutaciones tales como

transiciones, transversiones y pequeiias delecciones (172).
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Si bien los aductos formados (o por lo menos algunos de ellos) pueden ser muy estables,

Tabla 16

también es cierto que existen procesos de reparacion que permiten eliminar a muchos de ellos

Caracteristicas morfologicas y biologicas de las etapas de Iniciacion, Promocion y

Progresion durante la Carcinogénesisis

Iniciacion

Promocion

Progresion

Irreversible.

Opcracionalmente reversible,
tanto a nivel de la expresion
genética como a nivel celular
por remodelamiento v/o
apoptosis.

[rreversible

cclulas iniciadas no
identificables
morfologicamente

Eficazmente sensible a
xcnobioticos v otros factores
quimicos

Alteraciones en la
cstructura del genoma
medibics v
morfolégicamente
disccrmiblcs

La cxustencia de una poblacion
de células promovidas depende
de la administracion continua
de un agente promotor

Pueden ser cuantificadas
fortuitamentc la apancion de

Eficazmente sensible al
envcjecimicnto v factores

El crecimicnto dc las
cclulas altcradas cs

células imciadas dictarios v hormonales sensiblc a los factorcs
dcl medio ambiente
durantc las fascs mas
tcmpranas de csta ctapa
La fijacion. requiere de la
division celular
No se¢ exhibe un valor umbral  El efecto dosis/respucsta Sc observan neoplasmas
para medir el efecto exhibe un valor umbral benignos v malignos
dosis/respuesta medible v ¢l cfecto maximo
depende de la dosis del agente
iniciador
El cfecto relativo de los La relativa efectividad de los El agente progresor
iniciadores depende de la promotores s¢ midc a través de  actua de manera que
cuantificacion de las Icsioncs la incficacia dc una dosis traslada a las células
focalcs scgwdas de un periodo  constante en causar una promovidas a otra ctapa
definido de promocion cxpansion de la progenie de la  pero no seria un agente
poblacion de células iniciadas  iniciador
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La promocién es un fenomeno 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 ¢! >roceso hasta el de la célula "iniciada" o célula tumoral en estado latente
(171).

Este mecanismo de regresion a la célula iniciada puede ser el resultado de muerte celular
individual, apoptosis o reestructuracion hacia el estado fenotipico de la célula iniciada (159).

Experimentalmente, se define como promocion al proceso por el cual la célula iniciada se
expande clonalmente en un tumor visible (158).

Contrastando con las normales, las células iniciadas pueden escapar de sus mecanismos de
control celular respondiendo a sefales extra o intracelulares.

Este proceso involucra al menos, algunos factores epigenéticos que selectivamente
influencian la proliferacion de la célula iniciada. Todavia no esta del todo claro si también pueden
estar involucrados mecanismos genéticos en la promocion del tumor.

Los productos finales de la etapa de promocién son generalmente lesiones benignas o focos
de células preneoplasicas. Estas células pueden sufrir uno o mas cambios hereditarios adicionales
durante la progresion de un neoplasma maligno (158).

La expansion clonal puede darse por estimulo 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 quimicamente con los sitios nucleofilicos de las células blanco, incluyendo las
macromoléculas informacionales 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 progresiéon de un tumor benigno a un cancer maligno es una fase irreversible (159) de la
carcinogenesis, claramente distinta de la promocion (158).

Esta caracterizada por una evolucién continua de las anormalidades cromosomicas dentro
de la célula, que potencialmente conducen a multiples estadios como resultante de los cambios, en
continua evolucton, en el canotipo de la celula (172,173).

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. Esta es la base del aumento en la
velocidad de crecimiento, la invasividad, la capacidad metastasica, la anaplasia de neoplasmas
malignos v también de la mayor resistencia a drogas que desarrollan neoplasmas malignos, la
capacidad de los neoplasmas de escapar a los mecanismos inmunes y la expresion anormal de
genes, como los que normalmente se expresan ectopicamente en tejidos que no expresan en el
adulto (E).: produccion de hormona adrenocorticotrofica en tumores de pulmoén)(173).

Se piensa, en general que el desarrollo del cancer en el hombre esta vinculado con una sene
de eventos que causan progresivamente un fenotipo mas maligno.

Ciertos genes pueden tener una susceptibilidad predispuesta a mutaciones que conducen al
cancer, debido a una localizacion cromosomica o a su importancia en el control de los ciclos
celulares (174).

La etapa de la promocion no involucra cambios moleculares en la estructura del ADN, pero
si alteractones en su expresion.

Por ello, los estudios mecanisticos se basan en métodos que incluyen la transduccion de la
informacion desde sefiales del ambiente al genoma y su subsiguiente expresion (172).

Muchos agentes quimicos definidos como promotores pueden medir sus efectos a través de
receptores.

Los receptores en combinacion 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 especificas del ADN.

El equilibrio reversible del complejo receptor-ligando explicaria la accion reversible y/o la
accion inestable de los agentes promotores sobre la expresion genética, como también la presencia
de una dosis umbral del agente promotor por debajo de la cual no se detecta ninguna promocion
efectiva (172).

La curva dosis/respuesta de los promotores presenta tanto un nivel de no efecto, como una
maxima respuesta.

Debido a que la accion de estos agentes exhibe un umbral y son reversibles, poseen
relativamente bajo riesgo de induccion de canceres humanos si la dosis y la frecuencia de la
exposicion es suficientemente baja (159).

El desarrolio de la neoplasia requiere, en la mayoria de los casos, la participacion 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:
embnogénesis. cicatrizacion de una lesion, degeneracion de dafio hepatico y estimulacion de la
mitosis celular por factores de crecimiento. Estos genes codifican para proteinas que desempefian
un rol crucial en el crecimiento celular. en la diferenciacion v en la apoptosis o muerte celular
programada (175).

Los protooncogenes cuando son activados por mecanismos mutacionales, producen sefiales
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 mayona de los canceres humanos conocidos (pulmoén, colon y mama) se afectan
frecuentemente multiples genes supresores de tumores, indicando que el crecimiento maligno esta
sujeto a muchos niveles de control negativo.

El analisis a nivel molecular del proceso de carcinogénesis en multiples etapas, indica que la
evolucion neoplasica es significativamente mas complicada que un esquema relativamente sencillo
de 1niciacion, promocion y progresion, ya que tan solo la fase de la progresion representa muitiples
estadios donde un determinado producto quimico podria influir sobre el proceso neoplasico (158).

Existen tres mecanismos generales por los cuales una substancia puede influir sobre el

proceso carcinogenico:

a) Una substancia puede inducir alteraciones heredables en uno o mas genes criticos.

b) Este cambio heredable podria tener bases genéticas o epigenéticas (siendo estos ultimos
los menos conocidos).

¢) Facilidad de una expansion clonal de una célula iniciada o intermedia, la cual incrementa
las probabilidades de cambios adicionales, espontaneos (mutacionales o epigenéticos)
heredables (158).

7.2.  Clasificacion de carcinégenos en genotoxicos y no genotoxicos

La mayoria de los compuestos quimicos identificados como carcinégenos humanos o como
carcinogenos en modelos animales hasta el afio 1960 eran considerados genotoxicos (160).

Un carcinégeno genotoxico interactua directamente con el ADN, causando normalmente
modificaciones de sus bases. La modificacion puede deberse a una reaccion directa del xenobiotico

con el ADN o reaccion de sus metabolitos reactivos. Estos compuestos normalmente pueden
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detectarse en un test a "short-term", por su capacidad de inducir reparacion de ADN y causar
mutaciones en ensayos "short-term” "in vivo" e "in vitro" (176).

Un numero creciente de compuestos quimicos no interactuan con el ADN directamente, no
son mutagénicos en la mavoria de los ensayos a "short-term" y aumentan la incidencia de cancer en
animales de experimentacion (160,176).

Estos son denominados carcinogenos no genotoxicos o epigenéticos. Muchos carcinogenos
no genotoxicos ejercen un dafio potencial en las personas porque son producidos en grandes
cantidades (Ej: CCL, cloroformo, dietilhexilftalato, n-hexano, etc.) o son carcinogenos potentes
(Ej: TCDD, dietilestibestrol.etc.) (177).

Debido a que el crecimiento de las células normales esta fuertemente controlado a nivel
genético y epigenético, es razonable asumir que el proceso de carcinogénesisis en multiples etapas
involucra mecanismos genotoxicos y no genotoxicos.

La falta de indicadores especificos para los eventos no genotoxicos, hace que la
identificacion de estos carcinogenos sea dificil. Es importante enfatizar también, que los puntos
finales aparentemente "genotoxicos” (mutaciones, aberraciones cromosomicas, etc.) podrian ser
inducidos por agentes no genotoxicos a través de mecanismos indirectos (Ej: induccion de la
proliferacion celular y/o inestabilidad genomica, dafio oxidativo, deaminacion de S5-
metilcitosina)(178).

Los carcinogenos genotoxicos, a menudo, son considerados mas peligrosos que los no
genotoxicos, basandose en la suposicidn que los carcindgenos no genotdxicos tienen un valor
umbral para la actividad, mientras que este umbral no existe para el caso de los genotoxicos (178).

Existe la hipotesis que los compuestos no genotoxicos actuarian a dosis especificas y con
mecanismos especificos que harian aumentar la proliferacion celular, lo cual incrementaria la
oportunidad de aparicion de eventos mutagénicos en las células en division y por lo tanto también
el riesgo de desarrollo de cancer. Estos compuestos podrian dividirse en aquellos que interactuarian
a través de receptores especificos de la célula (Ej: ésteres de forbol y TCDD) y los que no lo harian
(Ej: sacarina sodica, ascorbato de sodio, melamina, fenobarbital, y d-limoneno). Para los
compuestos que no actuarian a través de receptores celulares especificos, algunos autores piensan
que se podria hablar de un nivel de umbral de respuesta (160).

En general, los efectos de los carcinogenos genotodxicos ocurren predominantemente a

dosis entre 20 y 800 mg/Kg; mientras que los no genotoxicos muestran un rango mas amplio de
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niveles de dosis, que varia desde dosajes tan pequefios como 20 mg/Kg a potencialmente mayores
como 3000 mg/Kg (177).

Los carcinogenos genotoxicos tienden a mostrar un mayor grado de concordancia
interespecies que los no genotoxicos. Los primeros tienen una mayor tendencia a producir sus
efectos, tanto en machos como en hembras.

Los genotoxicos tienen una mayor capacidad de induccion de neoplasias en una amplia
vanedad de tejidos y/u organos. Los no genotoxicos tienen menor tendencia a inducir tumores
raros (177).

Se ha postulado que los carcindgenos no genotoxicos podrian actuar por distintos
mecanismos. Una de las hipotesis corrientes es asumir que a causa de los efectos toxicos sobre la
celula, estos carcinogenos perturban los mecanismos de homeostasis que conducen a
proliferaciones celulares prolongadas, lo cual predispone al desarrollo de tumores. Sin embargo. no
es suficiente solo la proliferacion celular para que un compuesto no genotoxico cause cancer.

Se necesitan eventos adicionales para que la célula adquiera un cardcter maligno y se
convierta en invasiva y metastasica (177).

Una hipotesis alternativa, es que los carcindégenos no genotoxicos incrementan los procesos
de oxidacion, metilacion, deaminacion y depurinacién del ADN, excediendo las posibilidades de
reparacion celular. Una simultanea proliferacion celular favorece la fijacion de estas alteraciones en
el ADN.

Otra posibilidad es la capacidad que tiene este tipo de carcinogenos de inhibir la
comunicacion intracelular mediada por funciones "gap" y modulada por hormonas, factores de
crecimiento y neurotransmisores (177).

Como conclusion, los mecanismos de accion de los carcinbégenos humanos, como muchos
carcindgenos en roedores, incluyen procesos genéticos y epigenéticos. La carcinogésis es un
proceso en multiples etapas, multigénico y multicausal _omo tal, ambos factores, epigenéticos y
genéticos, son probablemente importantes. Por lo tanto no seria sorprendente el hecho de que
algunos carcinogenos tengan la capacidad de inducir ambos tipos de cambios. Estos mecanismos
no son mutuamente exclusivos, probablemente trabajan en conjunto para dar como resultado la

progresion neoplasica (158).
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7.3. EICCL como carcinégeno

El CCL es un toxico hepatico de respuesta heterogénea entre diferentes especies y cepas de
animales de experimentacion. Esto es valido tanto para los efectos agudos sobre el higado, necrosis
e higado graso (179). como también para efectos a largo plazo como la produccion de cancer
hepatico (179, 180, 190).

El CCly no resultd 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
raton (178-180), donde los tumores se observaron solo a niveles de dosis hepatotoxicas (181,182).

Entre las distintas cepas de ratones ensayadas,la C3H resulto ser muy susceptible y la cepa
BO6C3F1 (hibndo) desarrollé tumores localizados en higado y adrenales. La administracion
subcutanea repetida de CCL a las dosis hepatotoxicas produce cirrosis y neoplasia en el higado.

Como el CCL, no produce dafios genéticos, el dario tisular cronico debe representar un rof
importante en el desarrollo de tumores hepaticos (182).

Se observo que los tumores hepaticos aparecen principalmente en animales que han sufrido
un dano hepatico significativo y han experimentado una regeneracion hepatica extensiva. Esta
regeneracion celular podria volucrar por ejemplo, dafios espontaneos en el ADN o errores en la
replicacion 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 cancer por exposicion repetida al toxico de por
vida. Las ratas Japonesa y Osborne Mendel, en cambio, si reponden con localizacion no solo
hepatica, sino también en nifion y tiroides (184).

El desarrollo de carcinomas de higado en ratas tratadas con inyeccion subcutanea de CCL
esta relacionado con la severidad de la cirrosis y el tiempo de sobrevida. Las ratas Sprague Dawley,
Black y en menor extension las Wistar, mueren debido a cirrosis moderada o severa antes de poder
desarrollar carcinomas de higado.

Las ratas Japanese y Osbormne Mendel, por otro lado, son menos susceptibles al desarrollo
de cirrosis, sobreviven por periodos mas largos y presentan hepatocarcinomas y metastasis en
pulmon. Los carcinomas son semejantes a los inducidos por otros carcinégenos quimicos (184).

En ratas Bufallo se desarrollan pequefios hepatocarcinomas, por inyeccion subcutanea 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 hiperplasicas en ratas a las que se les administro CCL, se desarrollan a
partir de células del parénquima alrededor de las venas centrolobulillares. La hiperplasia de las
células del parénquima que precede a los carcinomas hepatocelulares, en ratas que recibieron otros
carcinogenos quimicos. involucra las células periportales (184).

Se observaron adenomas y carcinomas espontaneos de glandulas tiroideas en un pequefio
numero de ratas adultas de distintas cepas (185).

Pareceria que estos carcinomas en las ratas Osborne Mendel y Japanese estan relacionados
con la inyeccion del CCl,, ya que los controles no presentan lesiones en las glandulas
ttroideas( 186).

Fueron descriptas lesiones glomerulares en rifiones de ratas con cirrosis hepatica. Las ratas
Wistar con cirrosis inducida por el CClL, y a las que se le administr6 N-2-fluoenildiacetamida
desarrollan hiperplasia paratiroidea y niones multiquisticos (187).

En el caso de las ratas que son mas resistentes a la induccion de cirrosis sobreviven por
periodos de tiempo mas largos y desarrollan carcinomas. Otras ratas mueren tempranamente con
cirrosis severa y solo presentan lesiones hiperplasicas (184).

También, pudo observarse el desarrollo de hepatomas en truchas arco iris que recibieron
durante 20 meses una alimentacion conteniendo CCl; (91).

A pesar de que solo existen tres casos de cancer reportados en personas expuestas
cronicamente al CCl, por las evidencias obtenidas en estudios con animales la IARC (188) y la
EPA (189) han catalogado al CCL, como un probable carcindgeno humano.

El CCL pertenece a un grupo de substancias quimicas carcinogénicas que no parecen actuar
por mecanismos genotoxicos. Existen razones para clasificarlo como un carcinégeno epigenético o
no genotoxico (177).

Una de ellas es la falta de evidencia clara de efectos mutagénicos. Varios estudios de
genotoxicidad, han dado resultados negativos, débilmente positivos o contradictonos.

Los estudios de genotoxicidad "in vivo", generalmente reportaron resultados negativos. No
existen estudios equivalentes realizados en humanos con exposicion oral al CCL.

Los hepatocitos aislados de ratas tratadas con una unica dosis oral (100 mg/Kg) de CCL no
evidenciaron sintesis de ADN no programada. El efecto a otros niveles de dosts o exposiciones
repetidas no ha sido aun investigado (183).

En ratas expuestas oralmente al CCL, se encontré un incremento en la sintesis de ADN

asociada con una regeneracion de tejido, pero no un aumento de la sintesis de ADN no
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programada  Ademas, no se indujeron aberraciones cromosomicas, micronucleos o intercambio de
cromatides hermanas en hepatocitos de ratas, dentro de las 4 a 72 horas de la administracion 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 CCL, es un compuesto volatil, por lo tanto, requiere un sistema de ensayo
cerrado 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 erroneos.

Un factor importante que hay que tener en cuenta es que la activacion del CCL es un
proceso reductivo el cual procede mas eficientemente bajo condiciones anaerobias.

En los tests de mutagenicidad donde se utilizan sistemas de activacion exogenos (como por
ejemplo: sobrenadante de 9000 g o microsomas) y un ADN bacterial como indicador de
genotoxicidad (por ejemplo: test de Ames), los metabolitos reactivos del CCLy (¢CClz y CCl:0,¢)
interaccionarian principalmente con proteinas, lipidos y otros componentes del sistema de
incubacion, no llegarian a interactuar con el ADN y darian, por lo tanto, resultados negativos (91).

Como la activacion del CCl requiere cit P450, cuando se dispone de cit P450 endogeno,
existen mayores probabilidades de detectar la mutagenicidad. Este es el caso de los estudios
realizados con Sacharomyces cerevisiae, donde se observaron efectos genotoxicos débiles.
También se encontraron dichos efectos al estudiar, en hepatocitos de rata, la sintesis de ADN no
programada. Sin embargo, utilizando sistemas similares, otros autores anteriormente habian
reportado resultados negativos (91).

Basandose en que los mutagenos y carcindgenos inhiben la sintesis de ADN testicular del
raton, Seiler (91) obtuvo resultados positivos evaluando al CCl, con este tipo de test.

Los metabolitos reactivos del CCL; se unen covalentemente al ADN, tanto "in vitro" como
"in vivo", pero no existe correlacion 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 union
covalente al ADN hepatico ocurre en posiciones donde no se afecta el apareamiento normal de las
bases o en regiones de ADN que no se expresan (191).

Los radicales CCl:* y CCLO,* son capaces de reaccionar con timina (25), citosina (24), 5-

metilcitosina (27) o guanina y adenina, dando productos que potencialmente podrian causar un
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apareamiento anormal de las bases y/o provocar disturbios genéticos si no fuesen reparados
adecuadanente (91).

La administracion de CCLs provoca una disminucion en los niveles de los I-componentes del
ADN hepatico. Estos componentes parecen ser modificaciones normales del ADN, pero existe la
hipotesis de que una reduccion persistente en los niveles de los mismos, contribuiria con los efectos
carcinogenicos del CCly (91).

Algunas de las hipotesis postuladas para entender la carcinogénesis quimica por
mecanismos no genotoxicos, plantean como la causa fundamental, cambios en el modo de
expresion genetica durante el proceso carcinogénico (192).

Se sabe que las proteinas nucleares son responsables del contro! de la expresion genética y
estructura de los cromosomas (193). Los radicales *CCl; generados por el CCL y/o el CBrCl; son
capaces de dar aductos con aminoacidos (por ejemplo: fenilalanina, metionina y tirosina)
(23,29,90) y con proteinas nucleares (191).

Los efectos carcinogénicos del CCL, solo son observables con exposiciones repetidas y a
dosis relativamente altas del mismo (necrogénicas) (181,182). Este comportamiento es mas
frecuente en un carcinogeno epigenético que en uno genotoxico.

El CCl, a dosis necrogénicas induce una proliferacion celular de naturaleza compensatoria.
La proliferacion resultante de los hepatocitos es proporcional a la pérdida de los mismos (91).

Esta proliferacion celular incrementaria las oportunidades de inducir errores en el ADN
durante la replicacion celular; por lo cual, no solo intervendria en la etapa de iniciacion del cancer
sino también, podria facilitar el crecimiento clonal de las células preneoplasicas ya existentes.

Tanto la promocion como la progresion del tumor se encuentran asociadas con una
induccion en la replicacion celular.

Durante la proliferacion celular inducida por el CCly se pudo observar la expresion de
distintos genes (myc, fos, k-ras, H-ras, jun, p53) y factores de crecimiento (91).

Todas las interacciones de los metabolitos reactivos del CCL o de los intermediarios de
procesos de lipoperoxidacion, con bases del ADN, proteinas y/o lipidos nucleares, cumplirian un rol
importante en los efectos carcinogénicos hepaticos del CCL;. A ello se le sumaria la proliferacion
celular y la expresion de protooncogenes y factores de crecimiento celulares. Sin embargo, no se
puede precisar cual es el mecanismo de accion exacto de este tipo de carcinogeno (no genotoxico)

91).
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Objetivos

Los objetivos de esta tesis son los siguientes:

Verificar si el tetracloruro de carbono (CCly) se biotransforma en los nucleos hepaticos
dando lugar a la generacion de radicales triclorometilo *CCl:).

Este proceso de activacion conduciia a la formacion adicional de radicales
triclorometilperoxilo (CCl:0,*). Ambos radicales podrian interactuar via reacciones de
adicion y/o abstraccion de hidrogeno con componentes celulares criticos y producir efectos

dafiinos en la célula.

Intentar demostrar si como resultado de una potencial bioactivacion nuclear del CCl, se
inician procesos de lipoperoxidacion en la membrana perinuclear.

De ocurrir un proceso de lipoperoxidacion de este tipo, se alteraria la composicion de los
acidos grasos poliinsaturados y se generarian aldehidos reactivos en la vecindad del ADN y

proteinas nucleares, con consecuencias potencialmente graves a nivel celular.

Verificar si como resultado de una potencial activacion del CCL; a radicales libres «CCl; se
producen reacciones de adicion sobre los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos
de la membrana perinuclear.

Si este tipo de interacciones ocurriera, podrian afectarse los procesos de expresion de la

actividad genética (conocidamente regulada, en parte por los fosfolipidos).

Demostrar si como resultado de una potencial formacion de los radicales «CCl; y CCLiO»*
en la membrana perinuclear, se producen ataques de estos radicales sobre el colesterol
componente de la misma.

De verificarse este tipo de interacciones, podrian resentirse las funciones del colesterol en

dichas membranas o podrian generarse productos con actividad biologica relevante.

Todo proceso de bioactivacion nuclear hepatica del CCly que se evidencie sera comparado

con el proceso correspondiente ya conocido en el reticulo endoplasmico.
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De verificarse la existencia de una activacion nuclear del CCL a radicales «CCl: y la
posterior estimulacion p - parte de los mismos de procesos de poperoxidacion y
reacciones de adicion sobre los lipidos. se intentara establecer la existencia de algun tipo de
correlacion entre la intensidad de estos procesos y la susceptibilidad al sufrir los efectos
carcinogenicos hepaticos ejercidos por el CCl,.

Para ello se utilizaran dos cepas de ratas distintas, Sprague Dawley (no susceptible) y

Osbome Mendel (susceptible).
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Materiales y Métodos

L. MATERIALES

1.1. Animales

En los experimentos rcalizados 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 + 2°C
-Humedad relativa: 45 - 65%

-lluminacion desde las 6 a las 18 horas

Los animales fueron ayunados 12-14 horas antes de admunistrarseles CCL, o antes de ser
sacrificados para la aislacion de nucleos o microsomas hepaticos. Se les administro agua "ad

libitum"”.

En las experiencias "in vivo" el CCly (20% V/V en aceite de oliva virgen) se administro por

via intraperitoneal (ip) a una dosis de 5 ml de solucion por Kg. de peso de rata.

En los expenimentos donde se utilizo (“C)CCL‘, éste se administro via ip (6.86 x 10’
dpm/ml) al 5% en aceite de oliva virgen, a una dosis de S ml de solucion/ Kg. de rata.

Los animales se sacrificaron por decapitacion empleando una guillotina Harvard.

Los higados fueron removidos, pesados y procesados rapidamente.

Todas las manipulaciones del higado y las operaciones subsiguientes (aislacion de

microsomas y/o nucleos) se llevaron a caboa 2 -4 °C.

En las expenencias "in vitro”, las incubaciones se realizaron en viales tapados con septum
de siliconas y tapas de aluminio, en un bafio termostatico Dubnoff con agitacion mantenido a la

temperatura y tiempo indicados en los métodos correspondientes.
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1.2. Reactivos

El CCL,. tetracloruro de carbono, de bajo contenido de azufre (Mallinkrodt, USA) y el
CBrCl:, tnclorobromometano (Aldrich, USA). fueron destilados antes de ser utilizados, ya que
originalmente contienen muchos aditivos que obscurecerian el analisis cromatografico con

identificacion por espectrometria de masas (CG/EM).

El ("*C)CCl, tiene una actividad especifica de 4.10 mCvmmol (Du Pont New England
Nuclear, USA). La pureza del reactivo fue mayor que el 99% determinada por cromatografia gas-
liquido, utilizando una columna Carbowax 400 Amapak Porasi C a 65°C. La velocidad de
descomposicion radiolitica de! (“C)CCl, es menor del 1 % durante 18 meses almacenado como
liquido a -20°C. En nuestro laboratorio fue conservado a -70°C en la oscuridad.

Consecuentemente, el % de radiolisis del producto en este lapso de tiempo no fue significativo.

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Chemical Company, USA:
-peroxido de benzoilo (BzOO), contiene aproximadamente 30% de agua como
estabilizador.

-2,6-diterbutil-p-cresol (BHT)

-2,5-difemloxazol (PPO)

-isocitrico deshidrogensa tipo I de corazon porcino (ICDH)
-a-fenil-N-terbutilnitrona (PBN)

-DL-isocitrato de sodio tipo |

-Tris(hidroximetil)aminometano, Trizma base

-Sal sodica de NADP (fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido)

-Sacarosa

-albumina de suero bovino

-S-colesten-33-ol (colesterol)

Otros reactivos:
-Reactivo de Folin Ciocalteu, silica gel G tipo 60y 1,2-dimetoxietano (glime), columnas
Extrelut® 20 para la extraccion de sustancias lipofilas (Merck, Alemania).

-Acido tiobarbiturico ( Eastman Organic Chemicals, New York, USA)
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-Fenobarbital sodico (Laboratorio DORBI)

El resto de los reactivos y solventes utilizados fueron de la mejor calidad disponible.

Equij. 1amiento utilizado

- Cromatografo Hewlett Packard, modelo HP-5890, serie II con detector de llama (FID).
- Cromatografo Hewlett Packard, modelo HP-5890 A con detector selectivo de masas
Hewilett Packard modelo 5970 B.

- Contador de centelleo li¢, ...io Rackbeta 1214. Pharmacia Wallac O.Y. Finlandia.

- Espectrofotometro de simple haz, marca Gilford 240.

- Fotocolonimetro Klett-Summerson. Klett M.F.G. Company. USA.

- Aparato para preparacion de placas de TLC, con un grosor de capas variable de 100 a
2000 mm. Karl Kolb/ Gmbh & Co K.G. Scientific Technical Supplies. Alemania.

- Colector de zonas de TLC WS 19, (Karl Kolb/ Gmbh & Co K.G. Scientific Technical
Supplies. Alemania), con cartuchos de papel 9 x 40 mm (Macherey-Nagel. Alemania).

- Phmetro. Radiometer. Copenhagen. N.U. Dinamarca.

- Bario termostatico Dubnoff con agitador.

- Guillotina Harvard.

- Homogeinizador de teflon/vidrio tipo Potter-Elvehjem.

- Vortex super mixer 1291. Lab Line Instruments. Inc. Mel Rose Park. Ill. USA.

- Modulos calentadores: Reactivos-Therm Pierce. Rockord y Multi-Block Heater. Lab-
Line.

- Ultracentrifuga Beckman modelo L5-75.

- Ultracentrifuga Beckman modelo L.

- Centrifuga Damon modelo B-20A. Intemational equipment company (LIEC).

- Centrifugas de mesada modelo 350T-RB. Rolco.

- Rotavapor-R. Biichi.
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2. METODOS

2.1 Obtencion de microsomas

Se utilizo la tecnica de Castro y col. (194), esquematizada en la Fig. 24.

En el procedimiento, una vez extraido el higado, se lo homogeinizo con 4 veces su peso de
KCl 1.5%, en un homogeinizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem.

Luego se realizo una centrifugacion a 9000 g durante 20 minutos. El pellet se descarto y al
sobrenadante se lo sometio a una centrifugacion de 105.000 g durante una hora.

El precipitado obtenido es el pellet de microsomas, que posteriormente se resuspendio en el

volumen de buffer deseado.

Fig. 24
Obtencion de microsomas
Higado de rata
KCl1.5%
centrifugacion
(9000 g, 20 min.)
precipitado + l -+ sobrenadante
(se descarta)
centrifugacion
(105000 g, 1h))
precipitado « - sobrenadante
(se descarta)
pellet
de
microsomas

2.2.  Obtencion de nucleos purificados

La técnica utilizada es una adaptacion 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

Tns-HC1 30 mM. ph 7.5, KCl 2.5 mM, MgClL SmM).

-~

Luego se homogeinizo el higado con 3 volumenes de STKM 025 M en un

homogeneizador de teflon/vidrio tipo Potter-Elvehjem.

Fig. 2§

Obtencion de nicleos purificados

higado de rata
lavado y homogeneizado
con STKM 0.25 M

filltracion
2000 g, 20 min.
sobrenadante
precipitado
STKM0.25M
1000 g, S min.
sobrenadanten—v
precipitado
STKM 0.25
1000 g, S min.
sobrenadante «———+
precipitado

STKM 2.2 M, sobre
colchdén de STKM 23 M

80000 g, 20 min.
sobrenadante . {
precipitado
STKM025M, STKM22M,
sobre colchon de STKM 23 M
80000 g, 20 min.
sobrenadante ¥+
precipitado
STKM 1M
’ 2000 g, S min.
sobrenadante
precipitado
STKM 0.25M
1000 g, 5 min.
sobrenadante +———
v
Pellet de

nucleos purificados
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El homogenato fue filtrado a traves de una tela de nylon (100 mesh) y centngugado a 2000
g durante 20 minutos.

Se lavo cada pellet dos veces con STKM 0.2S M, centnfugando a 1000 g durante S
minutos, cada vez.

El precipitado se resuspendio en 34 ml de STKM 2.2 M y se deposito sobre un colchon de
4.5 ml de STKM 2.3 M (gradiente discontinuo) para realizar una ultracentrifugacion a 80000 g
durante 20 minutos.

El sobrenadante fue descartado y se limpio cuidadosamente el interior de los tubos con un
hisopo de gasa.

Se enjuago cada pellet con S ml de STKM 0.25 My se limpi6 nuevamente.

Se agregaron 11 ml de STKM 0.25 M. resuspendiendo con cuidado. Se mezclo con 22.5
ml de STKM 2.2 My se deposito sobre un colchon de 4.5 ml de STKM 2.3 M.

Se repitio la ultracentrifugacion a 80000 g por 20 minutos, descartando el sobrenadante y
limpiando el tubo como anteriormente.

Se resuspendio el pellet en 13 ml de STKM | M y se centrifugd a 2000 g durante 5
minutos.

Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 13 ml de STKM 0.25 M,
centrifugando a 1000 g por 5 minutos.

El pellet de nucleos asi lavado se utiliz6 resuspendido en el buffer adecuado.

La pureza de los preparados nucleares fue venficada por microscopia de contraste de fase.
Cuando se los examin6 por microscopia electronica, solo se encontraron trazas de contaminacion

con reticulo endoplasmico u otras organelas (6).

2.3.  Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas se realizO por el método de Lowry (199), siguiendo el
siguiente esquema de trabajo (Tabla 17):

Se agrego | ml de agua destilada, 5 ml de homogenato y 4 ml de la solucion C. Se espero
10 minutos y se agrego 0.4 ml de reactivo de Folin Ciocalteu (1:2).

Luego de esperar 30 minutos, se leyo la absorbancia en un colorimetro Klett con filtro

rojo.
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La solucion C esta compuesta por S0 ml de una solucion A mas 1 ml de una solucion B:
A 20% CO‘\ag en NaOHO I N
B. 059 SQ,;Cu 5 H,O entartrato | %o

Tabla 17

Determinacion de proteinas

Blanco Muestra
H,O destilada 1 ml 1 ml
Homogenato - Sl
Solucién C 4 ml 4ml
Se mezcla y se espera 10 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 calibracion realizada con albimina de suero bovino:

Absorbancia

mg de proteina =

pendiente

2.4. Interaccion de radicales *CCl; con PBN en microsomas "in vitro"

Para determunar la interaccion de los radicales *CCli con el PBN en microsomas, primero se
intento realizar incubaciones utilizando CCL, y distintas cantidades de mg de proteinas/ml, sin
obtener resultados satisfactorios por el analisis por CG/EM.

Luego, se realizaron incubaciones utilizando CBrCl;, ya que éste forma radicales «CCl:

mucho mas facilmente (56). En este caso se observo un compuesto que aparentemente contenia
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tres atomos de Cl, pero debido a la sensibilidad del metodo de deteccion, no se podia asegurar que
se trataba del aducto «CCl/PBN.

A raiz de todo lo expuesto. se decidio trabajar con ratas inducidas, va que en estas
condiciones se incrementa la biotransformacion y por consiguiente la produccion de radicales «CClx
(87).

Por lo tanto, para determinar la interaccion de los radicales *CCl: con el PBN se trabajo con

ratas macho Sprague-Dawley (95-110 g) previamente inducidas con fenobarbital.

La induccion se realizo durante 3 dias consecutivos aplicando una inyeccion diara
ntraperitoneal de fenobarbital sodico (80 mg/kg en sc. fisiologica), a una dosis de 5 ml’kg de rata
(76.87).

Luego se les retiro el alimento y al cuarto dia se las sacrificé y se extrajeron los respectivos
higados para su posterior analisis.

Se prepararon microsomas segun Métodos |

Tabla 18

Interaccion de radicales “CCl; con PBN en microsomas "in vitro'

C C G C, M
Microsomas - 1 mi 1 ml I ml Iml
Buffer KH,PO,
0.15M 2 ml 24 mi 13m  13ml 1 ml
Mg(CL, 0.15M 03ml 0.3 ml 03m 03ml 0.3ml
isocit NADP 03ml 0.3 ml - - 03 ml
PBN 50 mM 0.4ml - 04ml 04ml 04ml
CCL2 mM 5 ul Sul - Sul 5l
ICDH 10 pl 10 ul - - 10 i

C;: controles. M: mucstra

Se realizaron mezclas de incubacion ( con un volumen final de 3 ml) constituidas por:

suspension de microsomas (10.9 mg de proteinas/ml) (199) en buffer KH,PO4 0.15 M - ph 74,
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MgCl> 0.15 M, sistema generador de NADPH (*), PBN S0 mM ( en buffer KH,PO; con 20 % de
etanol) v CBrCl: 2 mM en etanol (Tabla I8).

*El sistema generador de NADPH (71,191,198) estuvo constituido por:

-1socit/NADP: 4.68 mg d-l isocitrato de Na/ml de buffer

-ICDH: 10 nl de i1socitnco deshidrogenasa tipo 1 de corazon bovino

La incubacion se realizo a 37°C durante 30 minutos, bajo atmosfera de nitrogeno y la

reaccion se detuvo en bafo de hielo.
2.5.  Extraccion del aducto formado entre los radicales «CCl; y el PBN

Para realizar la extraccion del aducto formado entre el PBN y los radicales «CCls, se

utilizaron dos tipos de procedimientos (Fig. 26).

Fig. 26
Extraccion del aducto formado entre los radicales *CCl; y el PBN

3 ml de incubacion

2mi I ml

3mi H20

Procedimie;;to I Procedimiento 11

-Procedimiento I: (41) (Fig . 27)
A 2 mi de la mezcla de incubacion se le agrego 6 ml de dodecilsulfato de sodio 0.4 M, se

agito 1 minuto con vortex y se centrifugo durante 10 minutos a 3000 rpm.
Al sobrenadante de la centrifugacion se le agrego 8 ml de etanol absoluto, se agitd | minuto

con vortex y se volvio a centrifugar durante 10 min a 3000 rpm.
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El sobrenadante de la centrifugacion se extrajo con 4 ml de hexano. agitando | minuto con
vortex v centrifugando durante 10 minutos a 3000 rpm Se separo la capa superior, la cual se

evaporo hasta sequedad con nitrogeno.

Fig. 27
Extraccion del aducto *CClyPBN

Procedimiento 1

2 ml de incubacion

6 ml dodecilsulfato de Na

3000 rpm, 10 min.

precipitado ¢ *sobrenadante

(se descarta)

8 ml Etanol absoluto

Y 3000 rpm, 10 min.

l |

precipitado sobrenadante
(se descarta)
4 ml Hexano
3000 rpm, 10 mun.
capalinferior cap;’supen'or
(se descarta)
N>

v
residuo evaporado

|

CG/EM
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-Procedimiento 11:(211) (Fig 28)

Se utilizo 1 ml de la mezcla de incubacion diluyendola con 3 ml de agua para realizar la
extraccion con Extrelut® 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 estacionania sobre la matnz
porosa. La elucion se realiza con solventes organicos 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 1 y 13. De

este modo resultan factibles las separaciones de compuestos acidos, neutros y basicos (211).

a) Extraccion en medio acido:

En un erlenmeyer de 50 ml se agrego la mezcla diluida, 15 ml de aguay I mide HCI I Ny
se esperaron 10 minutos.

La preparacion se agrego a la columna con una punta de tip para que no eluya muy rapido
el disolvente y luego se volco de la mezcla de una sola vez, esperando 10 minutos para que se
distribuya bien.

La extraccion se realizd con 40 ml de éter etilico, utilizando vacio de una trampa de agua
para acelerar el proceso.

Al terminar de extraer se realizo vacio en el cartucho para eliminar el resto de éter y se paso
una corriente de NHj hasta viraje del indicador (fenolftaleina al S % en etanol).

Luego se dejo pasar aire durante | minuto para eliminar el exceso de NH;.

Finalmente se coloco cada muestra en un balon y se la evaporé en un rotavapor.

b) Extraccion 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 CH,Cl,.

Las muestras se transfirieron a balones para su evaporacion en un rotavapor.
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c) Las muestras evaporadas se transvasaron cuantitativamente a viales, enjuagando el balon

4 veces con 500 ml de hexano. Luego se las evaporo a sequedad con cormiente de nitrogeno para su

postenor analisis por CG/EM.

Fig. 28

Extraccion del aducto «CCly/PBN

Procedimiento 11

Extracto <

4 ml de la mezcla de incubacion diluida
15 ml H,O
] ml HCl IN

esperar |0 minutos

columna Extrelut

esperar 10 minutos

———— 40 ml eter etilico

acido

v

evaporacion

0.5 ml hexano

v
CG/EM

NH:

aire
“—— 40 ml CH,Cl,

<
Extracto

basico
evaporacion

0.5 ml de hexano

CG/EM
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2.6.  Analisis cromatografico del aducto *CCly/PBN

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 (41) con deteccion de la cormiente ionica total (CG/EM-TIC) y la
identificacion de los productos de reaccion, se realizo en un cromatografo Hewlett Packard modelo

5970 B con detector de masas.

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

Modo de inyeccion: sin division de flujos (“splitless"), con un tiempo de purga de 0.2 min.
Columna: S % fenilmetilsilicona (Hewlett PackardX 12 m x 0.2 mm id, espesor del film 0.33
mm)

Gas portador: Helio (presion en la cabeza de la columna 100 KPa)

Temperatura de inyeccion: 250°C

Temperatura de la columna: 100°C durante 1 min., incrementando con una rampa de
velocidad de 10°C/min. hasta 320°C.

Temperatura de la interfase: 290°C

Temperatura de la fuente de ionizacion: 200°C c.a.

Energia de ionizacion: 70 ev.

Rango de barmdo: 50 - 400 am.u.

Velocidad de barndo: 1.22 scans/seg,.

Voltaje del electromultiplicador: 2400 - 2600 volts

2.7. Interaccion de radicales “CCl; con PBN en nucleos "in vitro"

Debido a que los nucleos no tienen una respuesta similar a los microsomas ante los agentes
inductores, para determinar la interaccion de los radicales *CClx con el PBN en nucleos, no se
realizo la induccion previa de las ratas con fenobarbital.

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (260- 270 g) y se prepararon los nucleos

purificados segun Métodos 2.
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La mezcla de incubacion (con un volumen final de 3 ml) contenia: la suspension de nucleos
punficados (6.5 mg proteina/ml) (199) en STKM 025 M (sacarosa 025 M, Tris/HCl SOmM
ph. 7.5, KCI 2.5 mM, MgCl, S mM), sistema generador de NADPH (71,191,198), PBN 50 mM (en
STKM 0.25 M con 20% de etanol) CBrCl: 2 mM en etanol (Tabla 19).

Tabla 19

Interaccion de radicales «CCl; con PBN en niicleos "in vitro"

C, C; G Cs M

Nucleos - 1 ml I mi 1 ml Iml
STKM0.25SM 2 ml 24ml 13ml 1.3ml | ml
Mg(CL0.15M 03 ml 0.3ml 03ml 0.3ml 03mi
isociyNADP 0.3 ml 0.3 ml - - 0.3 ml
PBNSOmMM  04ml - 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml
CBrCl;2mM 5l Sul - 5ul Sul
ICDH 10 pl 10 ul - - 10 pil

C,: controles, M: muestra

La incubacién se llevo a cabo durante 30 minutos a 37°C, bajo atmosfera de nitrogeno.
Luego la reaccion se detuvo en baiio de hielo.

La extraccion del aducto formado entre los radicales «CCl; y el PBN se realizo segun el
Procedimiento I, descripto en Métodos 5.

Para aumentar la sensibiidad de la deteccion del aducto *CClL/PBN, se utilizo
cromatografia gaseosa con espectrometria de masas y monitoreo selectivo de iones (CG/EM-SIM).

Las condiciones cromatograficas fueron las mismas que las utilizadas para la determinacion
en microsomas (Métodos 6).

El CG/EM-SIM se realizo con un voltaje de 3000 volts y un "dwell time" de SO miliseg,.

Basandose 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, 211, 264, 266, 268.
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2.8.

Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos se realizo segun la tecnica de Klaasen y Plaa (202). (Fig. 29)

Fig. 29

Extraccion de lipidos
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(se descarta) evaporacion
v
extracto
de
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Cada mililitro de homogenato o mezcla de incubacion se extrajo .gregando 19 ml de la
mezcla CHClzMeOH (2:1) con BHT (0.01 % P/V), agitando durante 1 minuto con vortex. Se dejo
reposar durante 15 min. vy se centrifugo 15 minutos a 800 g.

El sobrenadante se paso a otro tubo de centrifuga y se ajusto el volumen a 20 ml. Luego se
agregaron 4 ml de agua, se mezclo por inversion y se centrifugod durante S minutos a 800 g.

La capa superior se descarto y se lavo dos veces con 1 mi de la solucion A, centrifugando 5

minutos cada vez, 2 800 g,

Solucion A: capa superior de la mezcla de 25 ml de agua mas 95 ml de

CHCl¥MeOH (2:1)/BHT (0.01 % P/V)

Luego de los lavados, la capa inferior se seco con Na;SO, anhidro y se filtro.

Los extractos se evaporaron a sequedad

2.9.  Separacion cromatogrifica de lipidos en capa delgada

Para separar las distintas clases de lipidos se utilizO cromatografia en capa delgada
preparativa (204,205).

El extracto lipidico llevado a sequedad, obtenido segun Métodos 8, se disolvio en 0.2 ml de
CHCl¥MeOH (2:1)/BHT 0.01% P/V.

Se sembro la totalidad del volumen en una placa analitica de 0.25 mm de espesor. Para la
preparacion de las mismas (203) se utilizO 6 g de silica gel por cada placa, se agrego 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 1 hora a 110°C
para eliminar el exceso de agua.

El medio resolutivo utilizado para la elucion constd de: éter de petroleo (punto de
ebullicion 35-60°C)/éter etilico/acido acético (80/20/1).

La franja situada en el origen, que corresponde a la fraccion de fosfolipidos, se separd con
un colector de zonas para TLC WS19 (Karl Kolb - Alemania), para su posterior analisis.

Para poder ubicar las bandas correspondientes a las distintas clases de lipidos, las placas se
revelaron con I; ( Fig. 30) y posteriormente se decoloraron con bisulfito de sodio mas H,SO, o HCI

diluidos para que se desprenda SO,.
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Fig. 30

Cromatografia de lipidos en capa delgada

CHE

TG

FFA

CH
DG

MG
FL

sv de clucion: éter de petroleo(35-60°C)/éter ctilico/acido acttico (80/20/1).
CHE: Esteres de Colesterol: TG: Trigliccndos. FFA: Acidos grasos libres;
CH: Colesterol: DG: Diglicéridos. MG: Monoglicéndos. FL: Fosfolipidos

Las distintas bandas fueron entonces separadas con el colector de zonas para TLC WS19

para su posterior analisis.

2.10. Separacion cromatografica de Fosfolipidos en capa delgada

La franja de fosfolipidos separada anteriormente (Métodos 9) se extrajo dos veces con 2 ml
de CHCl/MeOH (2:1), agitando y centrifugando cada vez.

El sobrenadante se evaporo a sequedad, el extracto asi evaporado se disolvio en 0.2 mi de
CHCl/MeOH (2:1)/BHT (0.01 % P/V). La totalidad del volumen se sembré en una placa analitica
de 0.25 mm.

Las placas se eluyeron (3,206,207) en un medio resolutivo de cloroformo/metanol/agua
(65/25/4).

Para ubicar las bandas de los distintos fosfolipidos, las placas se revelaron con I, (Fig. 31) y

luego se decoloraron con bisulfito de sodio mas H,SO, o HCl diluido.
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Fig. 31

Cromatografia de fosfolipidos en capa delgada

DPG
PE
PC

SPH
LPC

sv. de elucion: cloroformo/metanol/agua (65/25/4)
DPG: Difosfatidilglicerol: PE: Fosfatidiletanolamina;
PC: Fosfatidilcolina; SPH: Esfingomielina; LPC: Lisofosfatidilcolina

Cada banda se separd con un colector de zonas para TLC para su posterior analisis.

2.11. Determinacion de la radioactividad incorporada (**C) de (‘*)CC\, a las distintas

fracciones de lipidos y fosfolipidos

Las distintas fracciones de lipidos y fosfolipidos colectadas (Métodos 9 y 10) se trasvasaron
a tubos para postenior extraccion de los mismos.

Dicha extraccion se realizo dos veces con 2 ml de CHCl/MeOH (2:1), agitando y
centrifugando cada vez.

El sobrenadante se evaporo a sequedad en viales de centelleo, previamente tarados
(calentados durante | hora a 40 °C y pesados). Luego se pesaron los miligramos de lipidos
obtenidos.

Para el conteo de la radioactividad incorporada (‘C) se agregé 10 ml de PPO (2,5-
difeniloxazol) (S °/=, V/V) y se conto durante 20 minutos en un contador de centelleo liquido

Pharmacia Wallac OY modelo Racbeta 1214.

115



Materiales y Métodos

2.12. Preparacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos de los fosfolipidos

Para poder analizar por CGL los acidos grasos correspondientes a la fraccion de
fosfolipidos, se los derivatizo a sus correspondientes ésteres metilicos segun la técnica de Lipsky
(207).

El procedimiento utilizado fue el siguiente:

Previo un TLC para la separacion de lipidos (Métodos 9), se extrajo la banda
correspondiente a la fraccion de fosfolipidos y se trasvaso en una ampolla de vidrnio de 10 ml.

Luego se agrego | ml de una mezcla de metanol/benceno (1:1) para desorber los lipidos de
la silica.

Posteriormente se adiciono (en baiio de hielo) 0.5 ml de 2,2-dimetoxipropano y 5 ml de
H,SOy al 5% (V/V) en metanol absoluto. A pesar de que 1 o 2 ml de alcohol acido serian
suficientes para hidrolizar 10 mg de matenal, se utilizan 5 ml como minimo para evitar una
€vaporacion excesiva.

Se burbujeo de 1 a 2 minutos con nitrogeno y luego se cerraron las ampollas bajo atmosfera
de N,. Para que se lleve a cabo la reaccion se colocaron las ampollas en una estufa a 70°C durante
16 horas.

Los esteres metilicos se extrajeron de la mezcla de reaccion siguiendo el siguiente
procedimiento (Fig. 32).

Luego de enfriar las muestras, se agregé 3.5 ml de agua bidestilada y se extrajeron por
agitacion con un volumen (7 mi) de éter de petroleo. Se centrifugo y se separ6é cuidadosamente la
capa superior (capa etérea).

Se extrajo dos veces mas con éter de petroleo (7 ml cada vez). Los extractos etéreos
reunidos se lavaron dos veces con 3.5 ml de agua bidestilada. Se desecho la capa inferior, se seco
con Na,SO; anhidro y se filtré.

Las muestras se evaporaron con nitrogeno y se guardaron en a - 70°C para posterior
analisis por CGL.
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Fig. 32

Extraccion de los ésteres metilicos
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3.5 ml H»O bidestilada
7 ml éter de petroleo

l

capa supernor capa inferior
2 x 2 ml éter de petrdleo
capa Lupen’or capa inferior
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2.13. Analisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos de los fosfolipidos por

Cromatografia Gas-Liquido

Los extractos obtenidos segun Métodos 12, se disolvieron en 1 ml de hexano para su

posterior analisis por cromatografia gas-liquido con detector de lama (CGL-FID).

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:
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Modo de inyeccion: sin division de flujos ("splitless"). con un tiempo de purga de 0.5 min.
Columna: S % fenilmetilsilicona (Hewlett Packard)(25 m x 0.32 mm id, espesor del film
0.52 mm)
Flujo de gases: Helio (carmer), 1.09 m{/min.
Hidrogeno, 33 ml/min.
Aire, 275 ml/mun.
Nitrogeno, 28 ml/min.
Volumen de inyeccion: | ml
Temperatura del inyector: 250°C
Temperatura del detector: 280°C

Temperatura de la columna: 120°C durante 1 min, incrementando con una rampa de

velocidad de 5°C/min. hasta 280°C.

Determinacion de acido araquidonico en microsomas, estudios "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (270-280 g) ayunadas. La preparacion de

microsomas se realizo segun Métodos |1 .

Cada pellet de microsomas se resuspendio en buffer KH,PO4 0.15 M - ph 7.4, dando una

concentracion de 4.59 mg de proteinas/ml de incubaciéon medidas por el método de Lowry (199).

Se realizaron incubaciones aerobias durante 1 hora a 37°C, en un bafio termostatico

Dubnoff-Shaker (Tabla 20).

Tabla 20

Determinacion de acido araquidénico en microsomas "in vitro"

Control -NADPH +NADPH

microsomas 1 ml I ml 1 ml
Buffer KH,PO, 0.15M 2ml 1.7ml 1.4ml
MgCl, 0.15 M - 03 ml 0.3 ml
isoc/NADP - - 0.3 ml
CCL 2 mM Sul S5ul
ICDH - - 10 ul

118



Materiales y Métodos

El medio de incubacion (Volumen final 3 ml) estuvo constituido por: suspension de
microsomas en buffer KH,PO, 0.15 M - ph 74, MgCl; 0.15 M, sistema generador de NADPH
(71.191.198) y CCly 2 mM en etanol.

La reaccion se detuvo en bario de hielo.

Luego se realizo la extraccion de los lipidos segun Métodos 8 vy la separacion de los
mismos por TLC (Métodos 9).

Se separo la banda correspondiente a la fraccion de fosfolipidos con un colector de zonas
de TLC WS 19y se prepararon los ésteres metilicos correspondientes (Métodos 12), para posterior

analisis por CGL (Métodos 13).

2.15. Determinacion de icido araquidonico en nicleos , estudios "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (270-280 g) ayunadas.

Los nucleos purificados se prepararon segun Métodos 2.

Para cada incubacion se utilizo un pellet de nucleos.

Se realizaron incubaciones aerobias durante 1 hora a 37°C en un bafio termostatico
Dubnoff-Shaker. (Tabla 21).

El medio de incubacion (Volumen final 3 ml) estuvo constituido por: nucleos purificados
(10.2 mg de proteinas/ml) en buffer STKM 0.25 M, MgCl, 0.15 M, sistema generador de NADPH
(71,191,198) y CCL 2 mM en etanol.

Tabla 21

Determinacion de acido araquidénico en nicleos "in vitro"

Control -NADPH +NADPH

niicleos I ml I ml I ml
Buffer STKM0.2SM 2 mi 1.7 ml 1.4ml
MgCl; 0.15M - 0.3 ml 0.3 ml
isoc/NADP - - 0.3 ml
CCL 2mM - 5 ul 5ul
ICDH - - 10
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La reaccion se detuvo en bafio de hielo.

Luego se realizo la extraccion de los lipidos segun Meétodos 8 vy la separacion de los
mismos por TLC (Metodos 9).

Se separo la banda correspondiente a la fraccion de fosfolipidos con un colector de zonas
de TLC WS 19y se prepararon los ésteres metilicos correspondientes (Métodos 12), para postenor

analisis por CGL (Metodos 13).

2.16. Determinacion de idcido araquidonico en microsomas y en ntcleos, estudios "in

vivo"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (270-280 g) ayunadas, a las cuales se les
administro una inyeccion intraperitoneal de CCL 20% en aceite de oliva virgen (dosts: S ml/kg de
rata). A los respectivos controles se les administro solo aceite de oliva.

Luego de 6 horas de intoxicacion las ratas fueron sacnficadas por decapitacion y se
extrajeron los respectivos higados para la preparacion de los nucleos purificados (Métodos 2) y

microsomas hepaticos (Métodos 1).

Los microsomas hepaticos fueron preparados a partir del sobrenadante de la primera

centrifugacion de nucleos (Fig. 33).

Fig. 33
higado

STKM 0.25M

fitracion

2000 g, 20 min.
sobrenadante precipitado
preparacion preparacion

de de

microsomas nucleos

Tanto los pellet de nucleos como los de microsomas se resuspendieron en 2 ml de STKM

0.25 M para extraer los lipidos correspondientes (Métodos 8), luego fueron procesados como en
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Meétodos 12, para posterior analisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos de fosfolipidos por

CGL (Meétodos 13).

2.17. Test del acido tiobarbitarico

Para la determinacion del malondialdehido (MDA) se utilizo el test del acido tiobarbiturico
(TBA) (208).

Para que la reaccion proceda en forma rapida y completa necesita un medio acido (ph < 4).
Se utilizo acido tncloroacético para dar el ambiente acido y a su vez precipitar las proteinas
presentes en las muestras.

Muchos carbohidratos en soluciones concentradas (por €j.: sacarosa 0.25 M) interfieren
con el método, dando una coloracion anaranjada, por lo tanto deben tomarse precauciones al
aplicar el TBA a fracciones subcelulares preparadas con soluciones de sacarosa.

El hierro cataliza la peroxidacion de los lipidos y aumenta los valores de acidos grasos
peroxidados determinados por el TBA. Por lo tanto, el hierro deberia removerse de todos los
reactivos o altermativamente podrian saturarse las soluciones con el agregado de FeSO; ImM al
acido tncloroacético (208).

El procedimiento utilizado fue el siguiente:

A 2 ml de la muestra se le agrego 1 ml de acido trcloroacético al 20% (conteniendo SO.Fe
1 mM) y luego se le agregaron 2 ml de acido tiobarbiturico 0.67% P/V.

La mezcla se calento 10 minutos en bafio de agua hirviendo.

Luego se dejo enfriar y se centrifugo6 para separar el precipitado.

Finalmente se leyo la absorbancia del producto coloreado presente en el sobrenadante, a

530 nm, en un espectrometro de simple haz marca Gilford 240.

2.18. Determinacion de la formacion de malondialdehido por accion del CCl, en

microsomas hepaticos "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los microsomas hepaticos se prepararon segun lo descripto en Métodos 1.
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Cada pellet de microsomas se resuspendio en buffer Tns/HC! 0.15 M /KH,PO; ImM.
dando una concentracion de | 35 mg de proteinas/ml de incubacion. determinadas por el método
de Lowry (199).

Se realizaron incubaciones aerobias durante 1 hora a 37°C en un bafio termostatico

Dubnoff-Shaker ( Tabla 12).

Tabla 12
Determinacion de la formacién de malondialdehido por accién del CCl, en

microsomas hepaticos "in vitro"

-NADPH +NADPH

microsomas 1 ml 1 ml
buffer Tris/HCl 0.15 M / 2mil 1.4 ml
KH;PO, ImM

Mg(Cl; 0.15M 0.3 ml
isocit/NADP - 03ml
CCL2mM Sul Sul
ICDH - 10 pl

El sistema de incubacion (con un volumen final de 3 ml) estuvo constituido por la
suspension de microsomas en buffer Tris/HCI 0.15 M / KH,PO, 1 mM (ph 7.4), MgCl, 0.15 M,
sistema generador de NADPH (71,191,198) y CCL, 2mM en etanol.

La reaccion se detuvo en bafio de hielo y se realizo la determinacion del MDA formado,

utilizando el TBA descripto en Métodos 17 .

2.19. Determinacion de la formacion de malondialdehido por accion del CCL en nucleos

hepaticos "in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osbome Mendel (240-260 g) ayunadas.
Los nucleos hepaticos se prepararon segun Métodos 1 y fueron lavados previamente dos

veces con una solucion de NaCl 0.14 M/NaSOs 5 mM, centrifugando durante 10 minutos a 800 g
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cada vez. Estos lavados se realizaron para eliminar restos de sacarosa que interferirian en el TBA,

produciendo una coloracion amarilla.
Cada pellet de nucleos se resuspendio en buffer TrisHCl 0.15 M /KH,POs 1 mM.

obteniendo una concentracion de 1.72 mg de proteinayml de incubacion, determinadas por el

método de Lowry (199).

Se realizaron incubaciones aerobias durante 1 hora a 37°C en un bafio termostatico

Dubnoff-Shaker (Tabla 23).

Tabla 23
Determinacion de la formacion de malondialdehido por accion del CCL en nucleos

hepiticos "in vitro"

-NADPH +NADPH
nucleos | ml I ml
buffer TrissHCVKH,PO; 2ml 1.4 ml
MgCl, 0.15 M - 0.3 ml
isocit/NADP - 0.3 ml
CCL2mM 5ul Sud
ICDH - 10

El sistema de incubacion (con un volumen final de 3 mi) estuvo constituido por los nucleos
en buffer TnHCl 0.15 M / KH,PO; | mM (ph 7.4), MgCl, 0.15 M, sistema generador de
NADPH (71,191,198) y CClL; 2mM en etanol.

La reaccion se detuvo en baiio de hielo y se realizo la determinacion del MDA formado,

utilizando el TBA descripto en  Métodos 17.

2.20. Union covalente de (**C) de (**C)CCL, a lipidos y fosfolipidos microsomales hepiticos

"in vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los microsomas hepaticos se prepararon segun lo descripto en Métodos 1.
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Para determinar la union covalente de ("*C) de ("*C)CCL a lipidos y fosfolipidos
microsomales hepaticos "in vitro", se realizaron incubaciones anaerobias durante 1 hora a 37°C en

un bafo termostatico Dubnoff-Shaker (Tabla 24).

Tabla 24

Unién covalente de ("'C) de (*'C)CCL, a lipidos y fosfolipidos microsomales hepaticos

"in vitro"
-NADPH +NADPH

microsomas | ml | ml
buffer Tris/HCl 50 mM 1.7ml 1.4ml
MgCL 0.15M 03ml 03 mi
isocit/NADP - 03ml
C)yccy 0.2 mM 20l 20 ul
ICDH - 10pl

El sistema de incubacion (con un volumen final de 3 mil) estuvo constituido por la
suspension de microsomas (3.8 mg proteina/ml) en buffer Tris’HCl 50 mM (ph 7.5), MgCl, 0.15
M, sistema generador de NADPH (71,191,198) y (**C)YCCL 0.2 mM en glime (2 x 10° dpm/ml),
bajo atmosfera de nitrogeno.

La reaccion se detuvo en bafio de hielo.

La union imreversible de '“C de metabolitos reactivos del CCly marcado, fue analizada
extrayendo las mezclas de incubacion con CHCly/MeOH (2:1YBHT (0.01% P/V) segun lo
descnipto en Métodos 8.

Luego se realizo la separacion en distintas clases de lipidos y fosfolipidos por TLC
(Metodos 9y 10).

Todas las fracciones de lipidos y fosfolipidos fueron cuantitativamente transferidas a viales
de centelleo para determinar la radioactividad incorporada utilizando un contador de centelleo

liquido (Métodos 11).
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2.21  Unién covalente de (*C) de (*C)CCL, a lipidos y fosfolipidos nucleares hepaticos "'in

vitro"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osborne Mendel (240-260 g) ayunadas.

Los nucleos hepaticos se prepararon segun lo descnipto en  Métodos 2.

Para determinar la union covalente de (**C) de (**C)CCl, a lipidos y fosfolipidos nucleares
hepaticos "in vitro", se realizaron incubaciones anaerobias durante | hora a 37°C en un baiio

termostatico Dubnoff-Shaker (Tabla 25).

Tabla 25

Unién covalente de (*C) de (‘*C)CCL, a lipidos y fosfolipidos nucleares hepaticos "in

vitro"
-NADPH +NADPH

nucleos 1 ml | ml
STKM 0.25 M 1.7 ml 1.4 mi
MgCL 0.15M 0.3 ml 0.3 ml
isociYNADP - 0.3ml
Hoecy 0.2 mM 20 pl 20 pl
ICDH - 1ou

El sistema de incubacion (con un volumen final de 3 ml) esta constituido por los nucleos
hepaticos (11.0 mg de proteinas/ml) en buffer STKM 0.25 M (sacarosa 0.25 M, Tns/HCl 50 mM -
ph 7.5, KCl 2.5 mM, MgCl, S mM), sistema generador de NADPH (71,191,198), MgCl, 0.15 M,
y (*C)CCls 0.2 mM en glime (2 x 10° dpm/ml), bajo atmésfera de nitrogeno.

La reaccion se detuvo en baiio de hielo.

La union irreversible de *C de metabolitos reactivos del CCL marcado, fue analizada
extrayendo las mezclas de incubacion con CHClyMeOH (2:1)BHT (0.01% P/V) segun lo
descnipto en Métodos 8.

Luego se realizo la separacion en distintas clases de lipidos y fosfolipidos por TLC

(Métodos 9 y 10).
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Todas las fracciones de lipidos y fosfolipidos fueron cuantitativamente transferidas a viales
de centelleo para determinar la radioactividad incorporada utilizando un contador de centelleo

liquido (Metodos 11).

2.22  Unién covalente de (*C) de (*C)CCL, a lipidos y fosfolipidos microsomales y

nucleares hepaticos "in vivo"

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley y Osbome Mendel (240-260 g) ayunadas, a las
cuales se les administro una inyeccion intraperitoneal de (*C)CCL al 5% en aceite de oliva virgen
(6.86 x 10’ dpmy/ml), a una dosis de 5 ml/kg de rata.

Luego de 3 horas de la admunistracion, los animales fueron sacrificados por decapitacion y
se removieron los higados para ser procesados.

Las fracciones microsomales y los nucleos purificados fueron obtenidos segun lo descripto

en Métodos 1y2.

La union irreversible de "C de metabolitos reactivos del CCls marcado, fue analizada
extrayendo las mezclas de incubacion con CHCly/MeOH (2:1)/BHT (0.01% P/V) segun lo
descripto en Meétodos 8.

Luego se realizo la separacion en distintas clases de lipidos y fosfolipidos por TLC
(meétodos 9y 10).

Todas las fracciones de lipidos y fosfolipidos fueron cuantitativamente transferidas a viales
de centelleo para determinar la radioactividad incorporada utilizando un contador de centelleo

liquido (Métodos 11).
2.23. Interaccion de los metabolitos reactivos del CCL con colesterol. Reaccion quimica.

El estudio de la reaccion quimica de los metabolitos reactivos del CCLs con el colesterol se
realizo 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 S horas, en ausencia o presencia de peroxido de benzoilo (BzOO) (1 mg o 0.1 mg),

utilizado como catalizador de la reaccion.(Tabla 26)
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Tabla 26

Interaccion de los metabolitos reactivos del CCly con colesterol. Reaccién quimica.

C G G M, M,
Colesterol - - 0.6 mu 0.6 mg 0.6 mg
BzOO 0.1 mg 1 mg - 0.1 mg I mg
CCL 0.5 mi 05m 05ml 05ml 0.5ml

C.. controles. M: mucstra

Las ampollas se cerraron en atmosfera de nitrogeno. para generar los radicales «CCls, o en
presencia de oxigeno, para generar los radicales CCl:O,e.

Luego del periodo de calentamiento, se enfriaron las ampollas y se evaporo el solvente con
nitrogeno.

Para poder realizar el analisis cromatografico se denvatizaron los extractos evaporados de
las muestras, realizando una sililacion con una mezcla de BSTFA (bis(tnmetilsilil)tnfluoro
acetamida) : acetintrilo (1:1)

Los 0.2 ml de la mezcla se mantuvieron a 70°C durante 15 minutos (200) (Fig. 34).

Fig. 34

Derivatizacion con BSTFA

Cf—lg
CH: — Si—CH3
& o
CF: — 4=N— Si— CH: + R— OH— R—O—Si(CH:)

i

BSTFA compucsto denvado
hidroxilado trimetilsililado

Se realizaron blancos simultaneos sin peroxido de benzoilo y sin colesterol. No fue posible

realizar blancos sin CCL, ya que éste es el unico solvente de la mezcla de reaccion. Ademas, 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 interfenrian en la reaccion.

El analisis cromatogra® ‘0 y la identificacion de los productos, por espectrometria 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 cromatograficas utilizadas fueron las siguientes (201):

Modo de inyeccion: sin division 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 inyeccion: 265°C

Gas portador: Helio ( presion en la cabeza de la columna, 100 KPa)

Temperatura de la columna: 70°C durante 2 min., incrementando hasta 140°C con una
rampa de velocidad de 70°C/min. y luego hasta 280°C a 10°/min.

Temperatura de la interfase CG/EM: 280°C

Temperatura de la fuente de ionizacion: 200°C c.a.

Voitaje del electromultiplicador; 2400-2600 volts.

El espectro se realizd con una energia de ionizacion 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 pequefia cantidad de los productos obtenidos bajo las condiciones
experimentales utilizadas, sdlo se pudo realizar el analisis por EM, no pudiéndose elucidar las

estructuras por otras técnicas como RMN (Resonancia magnética nuclear).

2.24. Interaccion de los radicales *CCly; y CCl;O,¢ con el colesterol endogeno de

microsomas hepaticos "in vitro".

Para analizar la reaccion entre los metabolitos reactivos del CCL; y el colesterol en un medio

biologico se realizaron incubaciones con suspensiones microsomales hepaticas, pero solo se
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detectaron trazas de los productos de oxidacion del colesterol. Por dicha razén se repitieron las

experiencias utilizando CBrCl: en lugar de CCL, ya que el primero forma radicales «CCly con

mayor facilidad (56).

Se utilizaron ratas macho Spragwe Dawley (240-260 g) ayunadas y los microsomas se

prepararon segun la técnica descripta en Métodos 1 .

Las mezclas de incubacion (Volumen final 3 ml) conteniendo, la suspension de
miscrosomas (6.5 mg de proteina/ml) en buffer KH,PO, 0.15 M - ph 7.4, MgCl, 0.15 M, sistema
generador de NADPH (71,191,198) y 7 pl de CBrCl;, se mantuvieron bajo una atmosfera aerobia a

37°C durante | hora (Tabla 27).

Simultaneamente se realizaron blancos sin CBrCl: o sin sistema generador.

Tabla 27

Interaccion de los radicales “CCl; y CChLO,e con el colesterol endogeno de

1"

microsomas hepaticos "in vitro"'.

C C: M
microsomas 1 ml 1 mi Iml
buffer KH,PO, 1.7 ml 1.7mi 1.4 ml
0.15M
MgCL 0.15M 03mi 0.3 mi 03 ml
isocit/NADP - - 03ml
CBrCl, - 7ul 7ul
ICDH - - 10 ul

C,: controles, M: muestra

La reaccion fue interrumpida en bafio de hielo.

Las mezclas de la reaccion se extrajeron con 12 ml de acetona, se filtraron y se evaporaron

a sequedad con nitrogeno.

Los extractos evaporados fueron derivatizados con BSTFA :acetonitrilo, como se describio

en Métodos 23.

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las mismas que en Métodos 23.
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2.25. Interaccion de los radicales *CCl; y CCl;0,¢ con el colesterol endégeno de nicleos

hepaticos "in vitro".

Para la determinacion de los productos formados por la interaccion de los radicales «CClz

con el colesterol endogeno de nucleos hepaticos "in vitro", se utilizaron ratas macho Sprague

Dawley (260-270 g) ayunadas v se prepararon los nucleos purificados segun Métodos 2 .

Las mezclas de incubacion (con un volumen final de 3 mi) contemendo los nucleos

purificados (12.9 mg de proteina/ml) (199) en STKM 0.25 M, MgCl; 0.15 M, sistema generador

de NADPH (71,191.198) y 7 ml de CBrCl,, se mantuvieron bajo una atmosfera aerobia a 37°C

durante una hora (Tabla 28).

Tabla 28

Interaccion de los radicales *CCly y CCl;0,¢ con el colesterol endogeno de nicleos

hepaticos "in vitro".

G G, M
nucleos 1 mi 1 ml Imi
STKM 0.25M 1.7 ml 1.7 ml [.4ml
MgCl, 0.15 M 0.3ml 0.3 ml 0.3ml
isocit/NADP - - 0.3ml
CBrCl, - Tl 7ul
ICDH - - 10 pl

C,: controles. M: muestra

La reaccion fue interrumpida en bafio de hielo.

Las mezclas de la reaccion se extrajeron con acetona segun Métodos 24.

Los extractos evaporados se derivatizaron con BSTFA:acetonitrilo (1:1) (Métodos 23) y se

analizaron por CG/EM utilizando las mismas condicones cromatograficas que en Métodos 23.

Para aumentar la sensibilidad de la deteccion se utilizo CG/EM-SIM, con un voltaje de

3000 volts y un "dwell time" de 20 milisegundos.
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Basandose en el espectro de masas de los productos de oxidacion 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 estadistico de los datos

A los resultados de cada experiencia se les aplico un arbol de decision para seleccionar el
procedimiento estadistico (209).

La significancia entre dos grupos fue establecida aplicando el test apropiado, ya sea
parameétnico (Test de t) o no parameétrico (Mann-Whitney).

Los calculos se realizaron utilizando un programa de computacion adecuado (210).
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1. INTERACCION DE LOS RADICALES «CCl; CON PBN EN MICROSOMAS
HEPATICOS "IN VITRO"

Se detecto la formacion de los radicales *CCl: en experencias realizadas con
microsomas "in vitro”, utilizando al PBN como atrapador de radicales libres (Métodos 4).

Por el analisis de cromatografia gaseosa con deteccion por espectrometria de masas
(CG/EM) (Metodos 6) se observo la formacion de un aducto entre los radicales *CCl: vy el

PBN.

Microsomas - PBN - CBrCI3 - NADPH (Extracto écido det Extrelut)
B
>3
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Fig 35.Cromatograma (CG/EM) obtenido del analisis de mezclas de incubacion contenicndo
microsomas. PBN. CBrCl: v NADPH. extraidas con Extrelut® (a) o hexano (b). Columna. 5%
fenilmetilsilicona. Temperatura programada desde 100 °C (1 min.) incrementando hasta 320 °C  con
una rampa dc velocidad de 10 °C/min. * aducto *CCly/PBN.

En la Fig. 35, se muestran los cromatogramas gaseosos de las muestras conteniendo

microsomas, NADPH y CBrCl:, extraidas con hexano (Fig. 35 b) y extraidas con Extrelut® en
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medio acido (Fig. 35 a). segun lo descripto en Métodos 5. Aparentemente el hexano resulta
ser mas efectivo para la extraccion del aducto. En el extracto basico del Extrelut® solo 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 presento el compuesto.

La presencia del *CCl: se vio claramente en los fragmentos con my/z: 207/9/11 y

264/6/8
Scan 322 (7.538 min)
120001 \
log SUBTRACTED SCALED
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]
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]
e e .
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Mass/Charge

Fig. 36. Espcctro de masas del aducto *CCl; /PBN. EI M™ no fue observado pero se pudo determinar
basandose en el (M-15)" (m/z 264) y fue confirmado con los iones de m/z 207/9/11 (M- *NHC(CH,)5)
y m/z 162 (M - «CCl,). El pico basec a m/z 106 corresponde a la pérdida de C4Hg desde ¢l ion (M -
’CC];)

El aducto CCl:/PBN detectado no resulto 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 algun tipo de artefacto relacionado con el procesamiento de la muestra y/o la

técnica de deteccion empleadas.
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Enla Fig 37 se muestra la formula del aducto detectado y un esquema de las posibles

rupturas que presenta durante la deteccion por espectrometria de masas.

CHye
4o +
Ph— CH— NH— C(CHs)s — 7 o Ph __CH —_NH=C(CHs): mvz 264

HCI

CCl; CH, CCl,
M+ 279
CCi, CCle +
| Ph — € — NH=C(CH,):
Ph— CH — NH* I
CCl; m/z 228

+
Ph — CH= NH — C(CHi)» m/z 162

+CiHe vz 57 \oiuzc = C(CHa)s
W, *NH —@ C(CH»)»

+
Ph—— CH = NH;

v m/z 106
Ph — CH — ccl,
m/z 207 HCI
+
Ph — C=CCl,

miz 171

Fig. 37. Esquema de fragmentacion del aducto *CCly / PBN

INTERACCION DE LOS RADICALES «CCl; CON PBN EN NUCLEOS
HEPATICOS "IN VITRO"

Al igual que en los microsomas, en los preparados nucleares puede evidenciarse la
formacion de los «CCl; utilizando PBN como atrapador de radicales libres (Métodos 7).
Sin embargo, para aumentar la sensibilidad de la deteccion se debio recurrir a CG/EM

con monitoreo selectivo de iones (Métodos 7).
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Fig. 38. Cromatograma (CG/EM-SIM) obtenido del anélisis dc mezclas de incubacion conteniendo
nuclecos. PBN. CBrCl; y NADPH. Columna. 5% fenilmetilsilicona. Temperatura programada desde
100 °C (I min.) incrementando hasta 320 °C con una rampa de velocidad de 10 °C/min.

* aducto CCly/PBN.

En la Fig. 38, se muestran los cromatogramas (CG/EM-SIM) correspondientes a las
incubaciones conteniendo nucleos purificados y CBrCl; en ausencia (Fig. 38 a) y en presencia
de NADPH (Fig. 38 b). En ambos casos se detecto la presencia del aducto «CCli/PBN, siendo

mas acentuada la produccion del mismo en las incubaciones con NADPH.

3. DETERMINACION DE ACIDO ARAQUIDONICO EN MICROSOMAS
HEPATICOS, ESTUDIOS "IN VITRO"

El analisis de los metil ésteres de los acidos grasos provenientes de incubaciones de

microsomas hepaticos, se realizo utilizando CGL-FID, segun lo explicado en Métodos 14.
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En la Fig. 39 se muestra el cromatograma obtenido de una mezcla de incubacion

conteniendo los microsomas hepaticos. NADPH y CCl,

26.512
(18:2)

2¢. 444
116:0)

25,930 (18:2)

Fig.39. Cromatograma (CGL/FID) obtenido dec una mezcla de incubacién conteniendo los
microsomas hepaticos. NADPH v CCl, Columna 5 % fenilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp.
Columna 120 °C (1 min.) incrementando hasta 280 °C. con una rampa dc velocidad de 5 °C/min.

16:0 ac. palmitico. 18:2 ac. linoleico. 18:0 ac. estearico. 20:4 ac. araquidonico.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 29 .
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Tabla 29

Determinacion de los metilésteres de los acidos grasos de los fosfolipidos en

microsomas hepaticos "in vitro"

16:0 18:2 18:0 20:4

Control 20412097 11.66+0.23 39.41+0.08 28.21+0.82
-NADPH 16.58z0.16 11.90+0.13 38.35+0.05 32.56+0.62

+NADPH 2457235 12.28+0.16 41.68£0.11 19.99+0.95

Las mezclas de incubacion contiencn microsomas hepaticos (4.63 mg. prot./ml) ¢n buffer KH-PO, 0.15 M (ph
7.4). MgCl. 0.15 M. sistcma gencrador de NADPH v CCl, 2 mM. Las mucstras fueron proccsadas scgun
Mctodos 14. Los datos sc expresan como % dc metiléster de dcido graso v ci resultado de cada grupo ¢s el
promcdio + la desviacion estandar de 3 mucstras individuales. Condiciones cromatograficas: CGL-FID.
columna 5 % fenilmctilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp. Columna 120 °C (1 min.) incrcmentando hasta 280
°C. con una rampa de vclocidad de 5 °C/min.
16:0 ac. palmitico. 18:2 ac. linoleico. 18:0 ac. estearico, 20:4 ac. araquidénico.
P <0.05 4. control vs. -NADPH

16:0. control vs -NADPH y -NADPH vs. +NADPH
P <0.01 20:4 control vs. -NADPH
P <0.005 18:0. control vs. -NADPH v control vs. +NADPH
P <0.001 18:0. -NADPH vs. +NADPH

20:4, -NADPH vs. +NADPH

De los resultados expresados en la tabla 29 surge que existe una disminucion en el
contenido de acido araquidénico de un 29.1 % y un aumento en el contenido de acido

estearico (5.7%) y acido palmitico (20%).

4. DETERMINACION DE ACIDO ARAQUIDONICO EN NUCLEOS
HEPATICOS, ESTUDIOS "IN VITRO"

El analisis de los metilésteres de acidos grasos por CGL-FID, en incubaciones con
nucleos hepaticos, se realizo segun lo explicado en Métodos 15.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 30.
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Tabla 30

Determinacidn de los metilésteres de los acidos grasos de los fosfolipidos en

nacleos hepaticos "in vitro"

16:0 18:2 18:0 20:4

Control 23 38+022 7.64+0.31 42.97+1 98 26.55=1.12
-NADPH 251520.78 8 97137 41.33+1.36 23.87+0.37

+NADPH 25.89+0.56 8.44+0 .88 44 49+2 11 19.18+0.72

Las mesclas de incubacion conticnen miclcos hepaticos (7.9 mg. prot./ml) en buffer STKM 0.25 M. MgCl.
0.15 M. sistema gencrador de NADPH y CCl, 2 mM. Las muestras fueron proccsadas scgun Métodos 15. Los
datos sc cxpresan como % dc metiléster de acido graso v el resultado de cada grupo es cl promedio + la
desviacion cstandar de 3 mucstras individuales. Condiciones cromatograficas: CGL-FID. columna 5 %
fenilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp. Columna 120 °C (I min.) incrementando hasta 280 °C. con una
rampa dc velocidad de 5 °C/min.

16:0 ac. palmitico. : +.2 dc. linoleico. 18:0 ac. cstcarico. 20:4 ac. araquidonico.

P < 0.005 16:0. control vs. +NADPH

P < 0.0005 20:4. control vs. +NADPH v -NADPH vs. +NADPH

Al igual que en las incubaciones microsomales, en las incubaciones con nucleos
hepaticos, se observo una disminucion del contenido de acido araquidonico del 27.8%. Hubo
un aumento de solo el 10.7% en el contenido de acido palmitico y no se detecto un aumento

significativo en el contenido de acido estearico.
5, DETERMINACION DE ACIDO ARAQUIDONICO, ESTUDIOS "IN VIVO"

El analisis de los metilésteres de acidos grasos por CGL-FID (Métodos 16) de
microsomas y nucleos hepaticos de ratas macho Sprague Dawley, tratadas con CCl, al 20 %,
mostro una disminucion en el contenido de acido araquidonico (Tabla 31).

En las experiencias "in vivo" se detecto una disminucion del 20,84 % en el contenido
de acido araquidonico en nucleos hepaticos y solo del 6.9 % en microsomas hepaticos. Esto
no fue evidenciado en las experiencias "in vitro". Estos resultados aparentemente reflejarian
que los procesos de reparacion resultan ser mas rapidos y/o importantes en microsomas que en

nucleos.
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Tabla 31
Determinaciéon de metilésteres de icidos grasos en microsomas Yy nicleos

hepaticos "in vivo"

16:0 18:2 18:0 20:4
Microsomas
Control 14.82+0.14 13.37+0.18 35.52+1.06 36.29+1.03
cCl, 15.99+0 67 13.2840.10 36.06+0.79 33.78+0.51°
Nucleos
Control 1941 £006 10.65+0.65 3527+0.08 33.63 £1.67
CCL 2401 £342 1285+044" 3652047 2662+397

Las ratas fucron tratadas con CCl, al 20% cn aceite de oliva. ip.(5 ml/kg): a los controles s¢ les administré sélo
accite de oliva. Los animales s¢ sacrificaron a las 6 hrs. de la administracion del CCl,. Los higados fucron
procesados segun Métodos 16. Los datos se expresan como % de metiléster de acido graso v el resultado de
cada grupo cs cl promedio + la desviacion estandar de 3 muestras individuales. Condiciones cromatograficas:
CGL-FID. columna 5 % fenilmetilsilicona (25 m x 0.32 mm). Temp. Columna 120 °C (1 min.) incrementando
hasta 280 °C. con una rampa dc velocidad de 5 °C/min.

16:0 ac. palmitico. 18:2 ac. linoleico. 18:0 4c. estearico. 20:4 4c. araquidoénico.

" P<0.05 control vs. CCl,
“P<0.0l control vs. CCl,

6. DETERMINACION DE LA FORMACION DE MALONDIALDEHIDO EN
MICROSOMAS Y NUCLEOS HEPATICOS "IN VITRO"

Como se esperaba, el CCl, promueve la formacion de MDA, tanto en microsomas
como en nucleos hepaticos de ratas macho Sprague Dawley.
Los resultados se expresan en la Tabla 32 y se obtuvieron siguiendo la metodologia

presentada en Métodos 18y 19.
La formacion de MDA fue significativamente menor en las incubaciones nucleares aue

en las microsomales. En ambos casos s6lo una pequeiia fraccion de MDA fue observabie en

ausencia de NADPH.
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Tabla 32

Determinacion de la formacion de malondialdehido en microsomas y nucleos

hepaticos "in vitro"

-NADPH +NADPH
nicleos 0.090 =0.010° 0856 +0018"
microsomas 0239+ 0093 ] 485+ 0248°

Las me/clas de incubacion contenicndo microsomas o nucleos hepaticos. sistema generador de NADPH cuando

sc lo requeria v CCly 2 mM fucron incubadas a 37 °C durante | h v procesadas scgun lo descripto cn Métodos
I8 v 19. Los valores sc expresan cn absorbancia a 530 nm. Los rcsultados son cl promedio + la desviacion
standar dc 4 mucstras individualcs.

*P<0.05 naclcos vs. microsomas (-NADPH)

h

P <001 nucleos vs. microsomas (+NADPH)

“P<0.001 -NADPH vs. -NADPH (nuclcos)

7.1,

-NADPH vs. +NADPH (microsomas)

INTERACCION DE METABOLITOS REACTIVOS DEL CCl; CON EL
COLESTEROL. ESTUDIOS EN SISTEMAS MODELOS QUIiMICOS

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 analisis por cromatografia

gaseosa con deteccion de masas de los productos de reaccion entre el CCl, y el colesterol,

bajo condiciones aerobias y en ausencia de peroxido de benzoilo.
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Fig. 40. Cromtograma (CG/EM) obtenido del andlisis de la mezcla de reaccion entre el colesterol ¥
cl CCl, bajo condiciones aerobias. luego de la trimetilsililacion. a) sin per6xido de benzoilo. b) con 0.1
mg (0.83 Mm) de¢ peréxido de benzoilo. 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. 1. colesten-2.4.6-trieno: I1. colesten-3.5-dieno: 111. A*-
3—cctocolesteno: 1V, cetocolesterol. V. 5.6-f-cpoxicolesterol. VI, clorocolesterol; VII, probable derivado
de A’-3-esterol: Ch. colesterol

Se observaron 7 productos, los cuales se esquematizan en la Tabla 33.

Los espectros de los picos I y II, que corresponden a derivados de colesterol

deshidratado, se muestran en la Fig. 41a y 41b, respectivamente. El primero (pico I) 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 Esto sugiere que el pico | corresponderia a un colesten-2.4,6-trieno.
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Fig. 41. a) Espectro de masas dcl pico | de la Fig.40a. El M™" se observd a m/z 366 v se confirmé
con el (M-15)" a m/z 351. b) Espectro de masas del pico 1l de Ia Fig. 40a. E} M se observo a m/z
368 y fuc confirmado con el (M-15)" a m/z 353.

El espectro del pico II (Fig. 41b) 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 A*-

3-cetocolesteno.
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Fig. 42. Espectro de masas obtenido del pico 111 de la Fig.40 a. EI M™ y el (M - 15)" fucron
obscrvados a m/z 384 v 369 respectivamente. La pérdida de celena a partir del M™ conduce al m/z
342. Otros fragmentos importantcs son: m/z 327 (pérdida de cetcna a partir del M - 15 ). m/z 260 (M
- 124) v m/z 124 (caracteristico de A' -3 - cetonas). El pico basc a m/z 229 corresponde a la pérdida
dc 155 a.m.u. desde ¢l M, posiblemente debido a 1a escision de la cadena lateral mas el anillo D (M -
C:H,- - 42).

Del espectro de masas del pico IV (Fig. 43a) se deduce que dicho compuesto es un
cetocolesterol, pero no fue posible establecer la posicion 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
retencion que presenta (197) se corresponderia mejor con su isomero, el 5.6-8-
epoxicolesterol.

El espectro de masas del pico VI, indica que éste es un clorocolesterol (Fig. 44). La
presencia de un pico base a m/z 129 (caracteristico de A’-3-esteroles) sugeriria que el atomo
de ClI no se encuentra ubicado sobre los carbonos 1,2 0 3 del anillo A de la molécula de

colesterol (201,213,214).
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Fig. 43. a) Espectro de masas obtenido del pico IV de la fig.40 a. El M no pudo ser observado pero
se pudo determinar a partir del i6n (M - 15)" a m/z 457 v confirmado con el de m/z 383 ( pico base.
pérdida de TMSO») v m/z 368 (pérdida de TMSO- desde el M - 15 ). El ion a m/z 247 corresponde a
una cstructura con los anillos C y D mas la cadena lateral ( C4H,- ). b) Espectro de masas obtenido del
pico V de la fig 40 a. E1 M aparece a m/z 474 v ¢l pico base corresponde al ion con m/z 367 (
pérdida de TMSOH vy 2 tudrogenos desde el M - 15). Otros fragmentos importantes son m/z 459 (M -
15) v m/z 385 (pérdida de TMSO).

En la Fig. 40b se muestra el cromatograma obtenido del analisis de los productos de
reaccion entre los metabolitos del CCl, y el colesterol, en una reaccion catalizada por una baja
concentracion de peroxido de benzoilo (0.1 mg, 0.83 M)en condiciones aerobias.

Se puede observar que el colesterol reacciona intensamente dando los picos LII, Il y
IV. Se observa un pequeiio pico adicional impuro (pico VII). Este presenta un pico base a m/z
393 y un fragmento a m/z 129. El pico VHI probablemente sea un derivado de A’-3-esterol,

pero de su espectro no es posible dilucidar su estructura.
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Fig. 44. Espcctro de masas obtenido del pico V1 de la fig.40a. EI M sc cncontré en mv/z 492/4 v el
pico basc a m/z 129 (caracteristico de A* - 3- csteroles). Otros fragmentos importantes son m/z 457
(pérdida de cloro). m/z 402/4 (pérdida de TMSOH). m/z 387/9 (pcérdida de TMSOH desde el M - 15).
m/z 367 (pérdida dc TMSOH desde el m/z 457). m/z 363/5 (M - 129) y ¢l m/z 327 (pérdida de HCl
desde ¢l m/z 363/5).

Cuando la reaccion se llevo a cabo en presencia de una concentracion mayor de
peroxido de benzoilo (8.25 mM) se observo una pérdida total de colesterol, pero sin la

aparicion de ningun producto volatil.
7.2. Resultados obtenidos en condiciones anaerobias

Cuando la reaccion descripta previamente se llevo a cabo bajo atmosfera de nitrogeno,
el analisis por cromatografia gaseosa con deteccion de masas, reveld una distribucion distinta
de los productos de reaccion. La reaccion resultd ser menos intensa que la observada bajo una
atmosfera aerdbica.

Cuando se omite el peroxido de benzoilo de la mezcla de reaccion, s6lo se obtuvieron
los dos colesteroles deshidratados (picos I y II), previamente observados en la reaccion bajo

atmosfera aerobia, pero en menor abundancia. (Tabla 33).
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Tabla 33

Interaccion de los metabolitos reactivos del CCl, con el Colesterol. Estudios en

sistemas modelos quimicos.

Sistema Aerobio Sistema anaerobio
- BzOO 111 I, 11

I

IV.V

VI
BzOO 0.83 mM I1I 1, 11

I VIII, IX

1A%

Vil
Bz0O 8.25 mM - I, 11

B-oo : peroxido de benroilo

1: colesterol deshidratado con un doble enlace extra ( colesten-2.4.6-trieno)
[1: colesterol deshidratado (colesten-3.5-dicno)

I: A - 3 - cetocolesteno

IV: cetocolesterol

V: 5.6 - B- epoxicolcsterol

VI: clorocolesterol

VII: probable derivado de un :A* - 3 - esterol

VIl v IX :cetocolesteroles isoméricos

X::A'- 3.6 - dihidroxicolesterol

En la Fig. 45 se muestra el cromatograma correspondiente al analisis de los productos
de reaccion formados en presencia de una baja concentracion de catalizador (0.83 mM). En
este caso, se detectaron los picos I y II, dos derivados isoméricos de cetocolesterol (VIII y
IX) y un componente adicional (pico X) cuyo espectro de masas (Fig.46) refleja la existencia
de un grupo hidroxilo extra en la molécula de colesterol. El pico base del espectro presente a
m/z 403 (M - 143 a.m.u.), corresponde a la pérdida de una molécula que contiene los atomos
de carbono del anillo A. Este tipo de fragmentacion difiere significativamente de la
fragmentacion tipica que conduce a m/z 329 (M~ - 129). Este espectro es muy similar al de un

A*-3,6-diOTMS comparado con los espectros de la base de datos NIST.
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Fig. 45. Cromatograma (CG/EM) obtenido del analisis dc la mezcla de reaccion entre cl colesterol ¥

cl CCl, .

cn presencia de 0.1 mg (0.83 Mm) dc peroxido de benzoilo. bajo condiciones anacrobias.

lucgo de la trimetilsililacion. Columna. 5% feniimetilsilicona. 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 dec velocidad de 10 °C/ min. 1. colesten-2.4.6-trieno; 1. A’-3-cetocolesteno: VIII v 1X.
cctocolesteroles isoméricos: X. A* - 3.6 - dihidroxicolesterol: Ch. colesterol
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Fig. 46. Espcctro dc masas obtenido del pico X de la Fig.46. E1 M™ sc encontrd a m/z 546. El pico
basc a m/z 403 corresponde a la pérdida del anillo A (M-143). Otros fragmentos sc encontraron a m/z
531 (M-13). nvz 456 (pérdida de TMSOH). m/z 441 (pérdida de TMSOH a partir del M-15) v mv/z
351(pérdida dc TMSOH desde ¢l i6n con m/z 441).
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Con una concentracion de catalizador mayor ( 8 25 mM). utilizada en expenmentos

con otros blancos lipidicos (216). la reaccion fue n- .cho mas intensa. El colesterol

practicamente se consumio en su totalidad v solo aparecieron dos productos volatiles (I y II),

pero en muy baja cantidad

47

Las estructuras de los productos de oxidacion observados, se esquematizan en la Fig.

Fig. 47
Estructura de los productos de oxidacion del colesterol observados durante los

estudios en sistemas modelo quimicos con los metabolitos reactivos del CCL,

| HO 0 v
N HO X
HO
O/C@\/\/ |
m "o v

I: colesterol deshidratado con un doblc cnlace extra ( colesten-2.4.6-tricno). 11: colesterol deshidratado
(colesten-3.5-dicno). 1II: A™ - 3 - cetocolesteno. 1V: cetocolesterol. V: 5.6 - B- epoxicolesterol. X: A* -
2.6 - dihidroxicolesicrol
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INTERACCION DE RADICALES «CCly y CCl;0:» CON EL COLESTEROL
ENDOGENO DE MICROSOMAS HEPATICOS "IN VITRO"

Los resultados se obtuvieron utilizando la metodologia descripta en Métodos 24.
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Fig. 48. Cromatograma (CG/EM) obtenido del anélisis de la reaccion entre ¢l colesterol endogeno de
microsomas ¥ ¢l CBrCl; . luego de la trimetilsililaciéom. a) solo microsomas. b)CBrCl; sin NADPH. ¢)
CBrCl, con NADPH. 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 dc velocidad de 10 °C/ min. A v B: cetocolesteroles: C: A*-3.7-dihidroxicolesterol. D: 5.6-B-
cpoxicolesterol. E: S.6-x-cpoxicolesterol; F: cetocolesterol. Ch: colesterol

149



Resultados

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 endogeno de
suspensiones microsomales hepaticas, tanto en ausencia como en presencia de NADPH.

El cromatograma correspondiente a la incubacion conteniendo solo 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 fue posible precisar la posicion del mismo.
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Fig. 49 . Espectro de masas obtenido del pico A de la fig. 48a. EI M se observa a m/z 472 v ¢l pico
base a m/z 129 (caracteristico de A*-3-csteroles). Otros fragmentos importantes se encuentran a my/7.
457 (M-15). m/z 444 (pérdida de CO). m/z 382 ( M-TMSOH). m/z 367 (pérdida dc TMSOH desdc el
M-15)y m/z 343 (M-129).

El espectro de masas del pico B (Fig.50) sugiere que éste tiene la estructura de un
denivado del colesterol conteniendo dos grupos carbonilos. La presencia de un fragmento a
m/z 357, que corresponde a M - 129 amu, indica que los grupos carbonilos no estan

presentes en el anillo A de la molécula de colesterol (201,213,214).
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Fig.50. Espectro de masas obtenido del pico B de la fig.48a. EI M ~ fuc cncontrado a m/z 486. El
pico base a m/z 357 corresponde a M-129. Otro fragmento importante s¢ cnoontro a m/z 396
(pérdida dc TMSOH).

En la Fig. 48b, se muestra el cromatograma de las incubaciones conteniendo
microsomas hepaticos y CBrCl: en ausencia de NADPH. En este caso se encontro el pico B y
tres nuevos picos C, Dy 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 129 (caracteristico de A’ - 3- esteroles),
sugiere que el grupo hidroxilo adicional no esta presente en el anillo A (201,213,214).

Este espectro es simular al de un A°-3,7-diOTMS (7- hidroxicolesterol sililado) ( Fig.51)

comparado con la base de datos NIST.
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Fig. 51

Estructura del 7-hidroxicolesterol

HO OH
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Fig. 52. Espectro de masas del pico C de la Fig. 48b. El M™ se encontro en m/z 546. El pico basc
nv/z 456 corresponde a la pérdida de TMSOH a partir del M™". Otro fragmento importante ¢s ¢l m/z

129 ( caracteristico de A*-3-esteroles).

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 isomero a o el B; solo es
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posible diferenciarlos por su tiempo de retencion, va que ambos presentan el mismo tipo de
rupturas (197). Comparado con una muestra testigo, el pico E resulto ser el 5.6-a-
epoxicolesterol De lo expuesto puede inferirse que el pico D sena el 5,6-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 reaccion

quimica (pico V, Fig. 40a).
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Fig. §3. Espectro de masas obtenido del pi. D de la Fig. 48b. El M sc encontré a m/z 474. El pico
basc . m/z 384 corresponde a la pérdida de TMSOH. Otros fragmentos importantes : m/z 459( M-15)
v m/z 369 (pérdida de TMSOH a partir del M-15).
En presencia de NADPH, se observaron los picos B, C, D, E y uno adicional, el F (Fig.
48¢).

Los picos C, D y E resultaron ser mas intensos que en ausencia de NADPH.
El pico F corresponde a un 7- cetocolesterol (ésto fue confirmado con una muestra

testigo del mismo).
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Fig. 54
Estructura del 7-cetocolesterol
HO )
9, INTERACCION DE LOS RADICALES CCl, y CCL30.» CON EL

COLESTEROL ENDOGENO DE NUCLEOS HEPATICOS "IN VITRO"

El analists por CG/EM-SIM de los productos de reaccion entre los metabolitos
derivados del CBrCl; con el colesterol enddgeno de nucleos purificados, tanto en ausencia

como en presencia de NADPH se muestra en la Fig. 55 .

En el cromatograma correspondiente a la incubacion conteniendo solo los preparados
nucleares (Fig. 55a) s6lo se detectd el pico correspondiente al colesterol, sin evidenciarse la

presencia de ningun producto de oxidacion del mismo.

En la Fig. 55b, se muestra el cromatograma correspondiente a las incubaciones que
contienen los nucleos punficados y CBrCl: en ausencia de NADPH. Se observaron tres

productos de oxidacion (1,2 y 3).
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Fig. 55. Cromatograma (CG/EM) obtenido del anlisis de la reaccion entre el colesterol endogeno de
nucleos v el CBrCl, . lucgo de la trimctilsililacion. a) solo nucleos. b)CBrCl; sin NADPH. ¢) CBrCl,
con NADPH. Columna. 5% fenilmetilsilicona. temperatura programada 70 °C (2 min.)
incrementando hasta 140 °C a una rampa dc velocidad de 70 °C/ min. y luego hasta 280 °C con una
rampa de velocidad de 10 °C/ min. |: cetocolesterol: 2: 5.6-3-epoxicolesterol: 3: 7-cctocolesterol: Ch:
colesterol
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Del espectro de masas del pico | (Fig. 56) se deduce que este compuesto seria un

cetocolesterol. pero no fue posible determinar la posicion exacta del grupo carbonilo.
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Fig. §6. Espcctro de masas obtenido del pico 1 de la Fig 55b. EI M fuc cncontrado a mv/z 474. El
pico basc corrcsponde a m/z 105. Otros fragmentos importantes fucron: m/z 459 (M-15) v m/z 384
{pcrdida 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.

I Scan B:2 (22.836 min)
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Fig. 57. Espectro de masas obtenido del pico 2 de la Fig. 55b. El M fue cncontrado a m/z~ 474, El
pico basc (m/z 384) corresponde a la pérdida de TMSOH. Otros fragmentos importantes fueron:

m/z 4539 (M-15) v m/z 369 (pérdida dc TMSOH del M-15) .
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El pico 3 corresponde a u. -cetocolesterol (confirmado con una muestra testigo del
mismo) v tambien se lo habia encontrado en las incubaciones de microsomas (Pico F. Fig.
48¢)

En presencia de NADPH. se detectaron nuevamente los picos 1, 2 y 3 (Fig. S5c¢), los

dos primeros con mavor intensidad .

10.  UNION COVALENTE DF "“C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL
(*C)CCl,, A LIPIDQOS Y FOSFOLIPIDOS MICROSOMALES HEPATICOS
DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY"IN VITRO"

Para estudiar la union covalente de ('*C)CCls a lipidos y fosfolipidos microsomales
hepaticos de ratas macho Sprague Dawley, se utilizo la metodologia descripta en Métodos
20

Las suspensiones microsomales son capaces de activar al CCl, a metabolitos reactivos
que se unen covalentemente a los lipidos y fosfolipidos, tanto en presencia como en ausencia
de NADPH.

La activacion en presencia de este cofactor resulto ser 26.45 veces mas intensa que en

ausencia del mismo (Tabla 34) .

Tabla 34
Unién covalente de ''C de metabolitos derivados del (‘*C)CCl,, a lipidos vy

fosfolipidos microsomales hepaticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

dpm/mg lipido
-NADPH +NADPH
Lipidos 453.2+ 154.4 11989.3 = 1322.9°
Fosfolipidos 150.0 £ 27.1 6590.8 £ 1516.0 "

Las mesclas de incubacion conteniendo los microsomas hepaticos.sistema gencrador de NADPH v ('C)CCl,
0. 2mM (2 10" *~m/ml). fucron procesadas como sc describio cn Mcétodos 20. Cada resultado ¢s el promedio =
la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

“p <0.001
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1. DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE "C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL ("*C)CCly A LiPIDOS MICROSOMALES HEPATICOS DE
RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

Los metabolitos reactivos del CCly producidos por las suspensiones microsomales de
ratas macho Sprague Dawley, son capaces de unirse covalentemente a todas las clases de
lipidos analizadas (Metodos 20), tanto en ausencia como en presencia de NADPH (Tabla
35).

La mayor proporcion de la marca incorporada se observo en la fraccion

correspondiente a los fosfolipidos.

Tabla 35
Distribucién de la Union covalente de '*C de metabolitos derivadoes del (*'C)CCl,,

a lipidos microsomales hepaticos de ratas macho Sprague Dawley, "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH
Fosfolipidos 345+£53 513+50°
Monoglicéridos 192+ 152 09+03°
Diglicéridos 4615 23+04°
Colesterol 3710 23+03°
Acidos Grasos Libres 10916 212+19°
Triglicéridos 55£19 156+33°
Esteres de Colesterol 216+64 64+09°"

La me/clas de incubacion conteniendo los microsomas hepaticos. sistema gencrador de NADPH v (*'C)CCl,
0.2mM (2 10° dpm/ml). fucron procesadas como se describio en Métodos 20. Los resultados se cxpresan como
% de¢ dpm incorporada a cada clasc de lipidos v surgen del andlisis de 6 mucstras individuales.

“p<0.05

"p <00l

Tp <0.001

En presencia de NADPH la distribucion de la marca incorporada a las distintas

fracciones lipidicas, cambio en relacion a la observada en ausencia del mismo.
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Al agregar NADPH a las incubaciones, se observo una marcada tendencia a aumentar
la union covalente a fosfolipidos. acidos grasos libres v triglicéndos, mientras que disminuyo la
union covalente a monogliceridos. digliceridos y colesterol y existio una intensa disminucion

en la union covalente a ésteres de colesterol (Tabla 35).

12. DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE "“C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL (YC)CCl, A FOSFOLIiPIDOS MICROSOMALES
HEPATICOS DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

Se pudo observar union covalente de metabolitos reactivos del CCl, a todas las clases

de fosfolipidos analizadas (Métodos 20), en ausencia y en presencia de NADPH (Tabla 36).

Tabla 36
Distribucion de la Union covalente de "*C de metabolitos derivados del (**C)CCl,

a fosfolipidos microsomales hepaticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

% dpm
-NADPH +NADPH
Lisofosfatidilcolina 15726 185+1.7
Esfingomielina 26.1+3.9 36.2+28°
Fosfatidilcolina 11.5+58 23.1+87°
Fosfatidiletanolamina 15751 105+52
Difosfatidilglicerol 273+ 127 101+£39°

La mesclas de incubacion conteniendo los microsomas hepaticos. sistema generador dc NADPH v ('* C)CCl,
02mM (2 10° dpmv/ml). fueron procesadas como se¢ describié cn Métodos 20. Los resultados se expresan como
% de dpm incorporada a cada clase de fosfolipido v surgen del analisis dc 6 muestras individuales.

‘p<0.05

"p <0.001

En ausencia de NADPH la mayor parte de la union covalente se observé asociada a las

fracciones de esfingomielina y difosfatidilglicerol.
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En presencia del cofactor, mientras que la unidon covalente a difosfatidilglicerol
disminuvo, la correspondiente a esfingomielina v fosfatidilcolina aunicnto apreciablemente

(Tabla 36)

13. UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL
("C)CCl,, A LIPIDOS Y FOSFOLIPIDOS NUCLEARES HEPATICOS DE
RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

La union covalente, proveniente de ('*)CCl,, a lipidos y fosfolipidos nucleares
hepaticos de ratas macho Sprague Dawley. se analizo con la metodologia expuesta en
Metodos 21.

Los preparados nucleares fueron capaces de generar metabolitos reactivos del CCly,
que se unen covalentemente a los lipidos y fosfolipidos, tanto en presencia como en ausencia
de NADPH.

La union covalente a lipidos nucleares resultd ser 6.5 veces mayor en presencia de este

cofactor. (Tabla 37)

Tabla 37
Unién covalente de '*C de metabolitos derivados del ("'C)CCl,, a lipidos y

fosfolipidos nucleares hepaticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

dpm/mg lipido

-NADPH +NADPH
Lipidos 139.8 £6.7 902.0 + 137.7°
Fosfolipidos 176+ 143 2004+ 485°

Las mesclas de incubacion conteniendo los nicleos hepaticos. sistema gencrador de NADPH v ('* C)CCl,
02mM (2 10" dpm/ml). fucron procesadas como se describio ecn Métodos 20. Cada resultado es ¢l promedio +
la desviacion estandar de 6 mucstras individuales.

*p<0.00]

“p<00]
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La relacion entre la activacion microsomal v la nuclear. capaz de gencrar union

covalente a lipidos y fosfolipidos en presencia de NADPH. resulté ser un factor de 13.3.

micntras solo fue de 3.2 en ausencia del mismo (Fig. 58).

14.
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Fig.58. Unién covalente de (" C)CCl, a lipidos y fosfolipidos microsomales y nucleares. las
mezclas de incubacién conteniendo los nicleos y microsomas hepdticos. sistema generador de
NADPH y (" C)CCl, 02mM (2 10" dpnvml). fueron procesadas como se describié en Métodos 20.
Cada resultado es ¢l promedio * la desviacién estandar de 6 muestras individuales.

p< 0.01 : lipidos ¥ fosfolipidos (-NADPH) microsomas vs nicleos

p< 0.001 : lipidos y fosfolipidos (+NADPH) microsomas vs nicleos

~ 14

DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE "“*C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL (*C)CCl,, A LIPIDOS NUCLEARES HEPATICOS DE
RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

Los preparados nucleares de ratas macho Sprague Dawley. fueron capaces de activar

al CCl,. dando metabolitos reactivos que se unen covalentemente a todas las fracciones

lipidicas analizadas ( Mc¢todos 21). en ausencia y en presencia de NADPH. Los resultados se

exponen en la Tabla 38 .
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Tabla 38
Distribucion de la Union covalente de ''C de metabolitos derivados del

(*C)CCl,. a lipidos nucleares hepiticos de ratas macho Sprague Dawley "in

vitro"
% dpm

-NADPH +NADPH
Fosfolipidos 59.1+1.5 849+08°
Monoglicéridos 18+09 2.1 1.1
Diglicéridos 22205 15+09
Colesterol 26+19 32+19
Acidos Grasos Libres 2113 19+21
Triglicéridos 3507 24+£15
Esteres de Colesterol 28.7+0.5 40+14°

La me/clas de incubacion contenicndo los preparados nuclearcs. sistema generador de NADPH v (' C)CCl,
02mM (2 10" dpm/ml). fucron procesadas como se describio cn Métodos 21. Los resultados s¢ expresan como
%o de dpm 1ncorporada a cada clasc de lipidos v surgen del analisis de 6 muestras individuales.

p < 0.00]

Al igual que en el caso de las incubaciones con microsomas, el mayor porcentaje de la
marca se incorporo a la fraccion de fosfolipidos.

Existi6 una fraccion menor incorporada a ésteres de colesterol y el resto se distnbuyo
casi uniformemente entre las otras clases de lipidos.

En presencia de NADPH aument6 marcadamente la union covalente a fosfolipidos,

mientras que existio una significativa disminucion de la misma en la fraccion correspondiente a

los esteres de colesterol.

15. DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL (*C)CCl,, A FOSFOLIPIDOS NUCLEARES HEPATICOS
DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY "IN VITRO"

Todas las clases de fosfolipidos nucleares de ratas macho Sprague Dawley analizadas

(Métodos 21), sufrieron union covalente de metabolitos reactivos del CCl; (Tabla 39).
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Tabla 39
Distribucion de la Unién covalente de *C de metabolitos derivados del (‘*C)CCl,,

a fosfolipidos nucleares hepaticos de ratas macho Sprague Dawley "in vitro"

% dpm
-NADPH +NADPH
Lisofosfatidilcolina 61+ 38 6.7+ 08
Esfingomielina 73+ 36 183192
Fosfatidilcolina 339150 430223
Fosfatidiletanolamina 235+ 63 168+ 83
Difosfatidilglicerol 266+ 100 147+ 95

La mevclas de incubacion contenicndo los preparados nucleares hepaticos. sistema generador de NADPH v
('C)CCl, 02mM (2 10" dpmy/ml). fucron procesadas como se describié en Métodos 21. Los resultados sc
cxpresan como % de dpm tncorporada a cada clase de fosfolipido v surgen del analisis dc 6 muestras
individuales.

La mayor proporcion de la marc se encontro asociada a las fracciones de
fosfatidilcolina, difosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina, con una tendencia de la misma a
aumentar para el caso de la fosfatidilcolina y a disminuir para el difosfatidilglicerol y

fosfatidiletanolamina, en presencia de NADPH.

16.  UNION COVALENTE DE (*C) DE METABOLITOS REACTIVOS DEL
("'C)CCl4 A LIPIDOS Y FOSFOLIPIDOS MICROSOMALES Y NUCLEARES
"IN VIVO"

Al 1gual que en las experiencias "in vitro", en las ratas Sprague Dawley tratadas con
CCly 1p.. se pudo observar union covalente a lipidos y fosfolipidos microsomales y nucleares

hepaticos analizados (Métodos 22). Los resultados se expresan en la Tabla 40.

163



Resultados

Tabla 40
Union covalente de (''C) de metabolitos reactivos del ("'C)CCI, a lipidos vy

fosfolipidos microsomales y nucleares "in vivo"

dpm/ mg de
lipido
Nucleos Microsomas
Lipidos 1263+ 140 1202+ 18.5
Fosfolipidos 745+ 149 863+179

Las ratas fueron tratadas con (' 'C)CCl, ip. al 5% en aceite de oliva (6.86 10” dpm/ml). a una dosis de 5 mi/Kg
de rata. Los animales sc sacrificaron a las 3 h dc la intoxicacion. Las muestras fueron procesadas segin lo
descripto cn M¢étodos 22. Cada resultado es el promedio + la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

17.  DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE "“C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL ("'C)CCl,, A LiPIDOS NUCLEARES Y MICROSOMALES
HEPATICOS 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 41.

La mayor proporcion de unidén covalente siguid encontrandose en la fraccion
correspondiente a los fosfolipidos.

Se encontro una banda adicional (X) de naturaleza desconocida, ubicada entre los
acidos grasos libres y los triglicéridos, la cual también sufrié union covalente de metabolitos
reactivos del CCls, tanto en nicleos como en microsomas (Tabla 41); ésto no ocurrié en las

experiencias "in vitro".
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Tabla 41

Distribucién de la Unién covalente de '*C de metabolitos derivados del (‘*C)CCl,,

a lipidos nucleares y microsomales hepaticos de ratas macho Sprague Dawley"in

vivo"
% dpm
Nicleos Microsomas
Fosfolipidos 56794 69334
Monoglicéridos 46+ 1.1 5309
Diglicéridos 5428 2101
Colesterol 3616 81+02
Acidos Grasos I.ibres S1+24 11£05
X 09+08 05+0.1
Triglicéridos 92+54 8915
Esteres de Colesterol 6927 4601

Las ratas fucron tratadas con (' 'C)CCl, ip. al 5% cn aceite de oliva (6.86 10° dpm/ml). a una dosis de 5 ml/Kg
de rata. Los animales se sacrificaron a las 3 h de la intoxicacién. Las muestras fucron procesadas segun lo
descripto cn Mctodos 22. Cada resuitado es ¢l promedio £ la desviacion estandar de 6 mucstras individuales.

18. DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL (*C)CCly, A FOSFOLIiPIDOS NUCLEARES Y
MICROSOMALES HEPATICOS DE RATAS MACHO SPRAGUE DAWLEY
"IN VIVO"

Se observo union 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 analisis de las distintas fracciones de fosfolipidos nucleares surgio que la mayor
proporcion de radioactividad ('*C) fue incorporada a la fraccion de difosfatidilglicerol,
mientras que en el caso de los fosfolipidos microsomales estuvo asociada con la

esfingomielina.
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Tabla 42

Distribucion de la Unién covalente de "*C de metabolitos derivados del (‘*C)CCl,
a fosfolipidos nucleares v microsomales hepaticos de ratas macho Sprague

Dawley "in vivo"

% dpm
Nucleos Microsomas
Lisofosfatidilcolina 16838 59+ 12
Esfingomielina 17029 325+ 94
Fosfatidilcolina 141+£09 260+ 89
Fosfatidiletanolamina 122+25 21.1£129
Difosfatidilglicerol 37.5£54 145+42

Las ratas fucron tratadas con (' 'C)CCl, ip. al 5% cn accitc de oliva (6.86 10 dpm/ml). a una dosis de 5 ml/Kg
de rata. Los ammales sc sacnificaron a las 3 h de la intoxicacion. Las muestras fueron procesadas segun lo
descripto en M¢ctodos 22. Cada resultado cs el promedio + la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

19. DETERMINACION DE LA FORMACION DE MALONDIALDEHIDO EN
MICROSOMAS Y NUCLEOS HEPATICOS DE RATAS OSBORNE MENDEL
“IN VITRO”

En incubaciones realizadas con nucleos o microsomas hepaticos de ratas Osborne
Mendel, también se pudo observar que el CCl; promueve la formacion de malondialdehido.

Los resultados se expresan en la Tabla 43 y se obtuvieron siguiendo la metodologia
presentada en Métodos 18 y 19.

La formacion de malondialdehido fue significativamente mayor en las incubaciones de
nucleos y microsomas de ratas Osborne Mendel en presencia de NADPH (Tabla 43).

En ausencia de NADPH solo se observa una menor producion de MDA en nucleos

comparado con la producida en microsomas (Tabla 43).
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Tabla 43

Produccion de malondialdehido en ratas Osborne Mendel “in vitro™

-NADPH +NADPH
nucleos 0074 +0028"° 0.806+0077°
microsomas 0176 = 0.049 0862 =x0045°

Las me/clas de incubacidn contenicndo microsomas o nuclcos hepaticos de ratas macho Osborne Mendel.
sistema gencrador de NADPH. cuando se lo requeria v CCL, 2mM. fueron incubadas a 37 °C durante | hy se
procesaron scgun lo descripto cn Métodos 18 v 19. Los valores se ¢cxpresan ¢n absorbancia a 530 nm. Los
resultados son ¢l promedio = la desviacion cstandar de 4 muestras individualces.

*P <005 nuicleos vs. microsomas (-NADPH).

"P <0001 -NADPH vs -~NADPH

Comparando las distintas cepas de ratas, Sprague Dawley y Osborme Mendel, se pudo
observar que la lipoperoxidacion promovida por el CCl, en microsomas hepaticos de las ratas
Osborne Mendel fue 58.05 % mayor que la obtenida en preparaciones equivalentes utilizando

ratas Sprague Dawley (Fig. 59).
s ®Wom

Absorbancia

°
o

o _.. :

-NADPH + NADPH
Fig. §9. Produccion de malondialdehido en microsomas. Las mezclas de incubacion contenicndo
microsomas hepaticos de ratas macho Spraguc Dawley (SD) u Osborne Mendel (OM). sistema
generador dc NADPH. cuando se lo requeria v CCly 2mM. fueron incubadas a 37 °C durante 1 h y sc
procesaron scgun lo descripto en Métodos 18 v 19. Los valores sc expresan en absorbancia a 530 nm.
Los resultados son cl promedio + la desviacion 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. 60).

lso Bom

0.8

© Absorbencia ©
o

b

o .

-NADPH + NADPH

Fig. ou. Produccién dc malondialdehido en nucleos hepaticos. Las merclas de incubacion
contenicndo nuclecos hepaticos de ratas macho Sprague Dawley (SD) u Osborne Mendel (OM). sistema
generador de NADPH. cuando se lo requeria vy CCly 2mM. fueron incubadas a 37 °C durante | hy s¢
procesaron scgun lo descripto en Métodos 18 v 19. Los valores se expresan en absorvancia a 530 nm.
Los resultados son ¢l promedio + 1a desviacion estandar de 4 muestras individuales.

20 UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL
("*C)CCl, A LIiPIDOS Y FOSFOLIPIDOS MICROSOMALES HEPATICOS DE
RATAS OSBORNE MENDEL "IN VITRO"

Al igual que las ratas Sprague Dawley, las ratas Osborne Mendel fueron capaces de
activar al CCly a metabolitos reactivos que se unieron covalentemente a los lipidos y
fosfolipidos microsomales hepaticos, en ausencia y en presencia de NADPH.

Los resultados se exponen en la Tabla 44 y fueron obtenidos utilizando la metodologia

presentada anteriormente en Métodos 20.
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Tabla 44
Unién covalente de “C de metabolitos derivados de (“C)CCl,y a lipidos ¥

fosfolipidos microsomales hepaticos de ratas macho Osborne Mendel ''in vitro"

dpm / mg de

lipido
-NADPH +NADPH
Lipidos 4711 2326 19888.8 + 1383.1
Fosfolipidos 181.2 = 8.1 [172.5+ 5585

I.a mezclas de incubacion conteniendo las fracciones microsomales. sistema generador de NADPH v (*C)CCl,
(210 "dpm/ml) 0.2mM _fueron procesadas como se describié en Métodos 20. Cada resultado es el promedio
+ la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

"P<0.001

La activacion microsomal resultd ser 42.2 veces mayor en presencia de NADPH
(Tabla 44). La rclacién entre la activacion que conduce a union covalente a lipidos en
presencia de NADPH. fue 1.66 veces mayor en microsomas de ratas Osborne Mendel que en

las Sprague Dawley (Fig. 61)

Miles dpm/mg de
lipidos
BN

Fig. 61. Union covalente de (“C)CCl, a lipidos v fostolipidos microsomales (SD: Sprague Dawley.
OM: Osborne Mendel). Las mezclas de incubacion conteniendo las [racciones microsomales. sistema
generador dc NADPH v (''C)CCI, (2 10" dpm/ml) 0.2mM _ fueron procesadas como se describid en
Métodos 20. Cada resuftado es el promedio # la desviacién estandar de 6 muestras individuales.

p < 0.001 : lipidos (-NADPID OM vs SD. p < 0.05: fostolipidos (+NADPH) OM vs SD.
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21.  DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE ""C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL (“C)CCl, A LIiPIDOS Y FOSFOLIiPIDOS
MICROSOMALES HEPATICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL
"IN VITRO"

Los metabolitos reactivos del CCly producidos por los microsomas hepaticos de ratas
macho Osborne Mendel. son capaces de unirse a todas las clases de lipidos (Tabla 45) y

fostolipidos (Tabla 46),analizadas segun Meétodos 20, en ausencia y en presencia de NADPH.

Tabla 45

Distribucion de la unién covalente de '*C de metabolitos derivados del (**'C)CCl,

a lipidos microsomales hepaticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH
Fosfolipidos 32.7+8.1 58.1+2.4°
Monoglicéridos 4132 3107
Diglicéridos 45%10 19+0.2*
Colesterol 5809 2102
Acidos Grasos Libres 122+09 20.0+0.7°
Triglicéridos 88+21 133+1.1°
Esteres de Colesterol 27713 33+£0.3°

Las meczclas de incubacion conteniendo los preparados microsomales. sistema gencrador de NADPH v
('C)YCCLy ( 2 10 * dpm/ml) 0.2mM fucron procesadas segun lo descripto en Métodos 20. Cada resultado sc
cxprcsa como % de dpm incorporada a la clase de lipido v es el promedio + la desviacion cstandar de 6
muestras individualcs.

P <005

"P <00l

CP<0.00]
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Tabla 46

Distribucién de la Union covalente de *C de metabolitos derivados del (*C)CCl,

a fosfolipidos microsomales hepaticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

% dpm
-NADPH +NADPH
Lisofosfatidilcolina 15240 19640
Esfingomielina 253+59 37922
Fosfatidilcolina 194+30 249+33°
Fosfatidiletanolamina 119+58 49+08
Difosfatidilglicerol 269+94 12517

I.as mevclas de incubacion contenicndo los microsomas. sistema generador de NADPH v (''C)CCl, (2 10 °
dpmyml) 0.2mM. fueron procesadas scgun lo descripto cn Métodos 20. Cada resultado sc expresa como % de
dpm incorporada a la fraccién de fosfolipido v surge del promedio = la desviacién cstandar de 6 muestras
individuales.

P <0.05

“P<0.01

La mayor proporcion de la marca se incorporo a la fraccion de fosfolipidos (Tabla 45).
Particularmente €sta aumento en presencia de NADPH, al igual que la union covalente a
actcos grasos libres y triglicéridos.

Todas las clases de fosfolipidos analizadas interaccionaron con los metabolitos
reactivos del CCl,, dando union 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 NADPH existio una marcada
tendencia a aumentar la unidon covalente a fosfolipidos, mientras que disminuyé
significativamente la union covalente a ésteres de colesterol (Fig. 62), en ambas cepas de ratas.

La unién covalente a acidos grasos libres y triglicéridos, aumentd en presencia de
* DPH, mientras que la union a monoglicéridos, diglicéridos y colesterol tendio a disminuir,

tanto en las ratas Osborne Mendel como en las Sprague Dawley (Fig. 62).
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Fig. 62. Unién covalente de (''C)CCl, a lipidos microsomalcs (SD: Sprague Dawley. OM: Osborne
Mecndel). Las mczclas de incubacidn conteniendo los microsomas. sistcma generador dc NADPH v
¢ 'C)CCL ¢ 2 10 ® dpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas scgun lo descripto cn Métodos 20. Cada
resultado sc cxpresa como % de dpm incorporada a la fraccion de fosfolipido v surge del promedio +
la desviacion cstandar de 6 mucstras individuales.PL: fosfolipidos. MG: monoglicéridos. DG:
diglicéndos. CH: colesterol. FFA: icidos grasos libres. TG: triglicénidos. CHE: ésteres de colesterol. p
< 0.01 (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 (PL.CHE) OM (+NADPH) vs SD (+NADPH)

El analisis de las distintas clases de fosfolipidos mostro que en ausencia de NADPH, la
mayor parte de la union se asocio a las fracciones de difosfatidilglicerol y esfingomielina (Fig.
63).

En presencia de NADPH, se pudo observar que mientras la union covalente a
difosfatidilglicero! disminuyo, existio un incremento en la union covalente a esfingomielina,

fosfatidilcolina y en menor intensidad a lisofosfatidilcolina, en ambas cepas de ratas (Fig 63).
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Fig. 63. Unién covalente de (''C)CCl, a fosfolipidos microsomales (SD: Spraguc Dawley. OM:
Osborme Mendel). Las mezclas de incubacidén conteniendo los microsomas. sistema generador de
NADPH v ('C)CCl,( 2 10 ® dpm/ml) 0.2mM, fueron procesadas segun lo descripto en Métodos 20.
Cada resultado s¢ expresa como % de dpm incorporada a la fraccion de fosfolipido v surge del
promedio + la desviacion estandar dc 6 muestras individuvales. LPC: lisofosfatidilcolina. SHP:
csfingomiclina. PC: fosfatidilcolina. PE: fosfatidilctanolamina. 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).

UNION COVALENTE DE "“C DE METABOLITOS DERIVADOS DE
(**C)CCl, A LIPIDOS Y FOSFOLIPIDOS NUCLEARES HEPATICOS DE
RATAS OSBORNE MENDEL "IN VITRO"

Por medio de la activacion nuclear del CCl, se obtuvo union covalente de metabolitos

reactivos del mismo a lipidos y fosfolipidos nucleares de ratas Osborne Mendel, tanto en

presencia como en ausencia de NADPH. Los resultados obtenidos (utilizando la metodologia

expuesta en Métodos 21) se presentan en la Tabla 47 .
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Tabla 47
Union covalente de “C de metabolitos derivados del (**C)CCl, a lipidos y

fosfolipidos nucleares hepaticos de ratas macho Osborne Mendel ''in vitro"

dpm/ mg de
lipido
-NADPH +NADPH
Lipidos 208.4 = 54.1 1961.4 + 244 1"
Fosfolipidos 84.9 £ 40.2 1022.7 +204.5

La mezclas de incubacién conteniendo los preparados nucleares. . sistema generador de NADPH vy (“C)CCl,
( 210 "dpm/ml) 0.2mM. fueron procesadas como se describié en Métodos 21. Cada resultado es el promedio +
la desviacion estandar de 6 muestras individuales." P < 0.001. " P < 0.005

La union covalente a lipidos nucleares de ratas Osborne Mendel fue 6.45 veces mayor
en presencia de NADPH (Tabla 47).

La activacion nuclear en presencia de NADPH fue 2.17 veces mds intensa en las ratas
Osborne Mendel comparada con las ratas Sprague Dawley. micentras que en ausencia del

cofactor fue solo 1.49 veces mayor (Fig 64).
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Fig. 64. Union covalente de CFOICCT a dipidos s fostolipidos nucleares (SD: Sprague Dawley. OM:
Osborne Mendeh. La mezclas de incubacion conteniendo los preparados nucleares. sistema generador
de NADPH v v ¢ "O)CCL 0 2 10 “dpnvmb 0.2mM. fueron procesadas como se describié en Métodos
21. Cada resultado es el promedio £ la desviacion estandar de 6 muestras individuales P < 0.01: lipidos
SD v OM (+NADPID. P < 0.01: fosfolipidos SD vs OM (-NADPH).

174



Resultados

23.  DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS
DEL (“C)CCl, A LIPIDOS Y FOSFOLIPIDOS NUCLEARES HEPATICOS
DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN VITRO"

Se pudo observar union covalente de metabolitos reactivos del CCly, a todas las clases
de lipidos (Tabla 48) v fosfolipidos (Tabla 49) nucleares hepaticos de ratas macho Osborne

Mendel (analizadas segun Métodos 20 y 21), en ausencia y en presencia de NADPH.

Tabla 48
Distribucién de Ia unién covalente de "*C de metabolitos derivados de (**C)CCl, a

lipidos nucleares hepaticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro"

% dpm

-NADPH +NADPH
Fosfolipidos 33.0+96 482+79
Monoglicéridos 42+03 59+13
Diglicéridos 27+09 52+05°
Colesterol 3622 158+11.0
Acidos Grasos Libres 1708 84+ 11.7
Triglicéridos 23+04 82:08°
Esteres de Colesterol 524+63 83+20°

Las mezclas de incubacién contcnicndo los preparados nucleares. sistema generador de NADPH y (''C)CCl, (2
10 “dpnvml) 0.2mM. fucron procesadas segun lo descripto en Métodos 20. Cada resultado se expresa como %
de dpm incorporada a la clasc de lipido v ¢s el promedio * la desviacion estandar de 6 mucstras individuales.
"P<0.05

"P<0.00]
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Tabla 49

Distribucién de la Union covalente de "*C de metabolitos derivados del ('*C)CCl,

a fosfolipidos nucleares hepaiticos de ratas macho Osborne Mendel "in vitro”

% dpm
-NADPH +NADPH
Lisofosfatidilcolina 1713 4725
Esfingomielina 15+07 35+04°
Fosfatidilcolina 11.0+56 404 38"
Fosfatidiletanolamina 358x79 325+£1.3
Difosfatidilglicerol 499= 144 188+58*

Las mc/clas de incubacion conteniendo los preparados nucleares. sistema generador de NADPH v (' 'C)CCl, (2
10 “ dpm/ml) 0.2mM. fucron procesadas segun lo descripto cn Métodos 21.Cada resultado se cxpresa como %
de dpm incorporada a la fraccion de fosfolipido v surge del promedio + 1a desviacién cstandar de 6 mucstras
individuales.

‘P<003

PP <0005

En ausencia de NADPH, la mayor proporcion de union covalente se encontro asociada
a la fraccion de esteres de colesterol y fosfolipidos. En presencia de NADPH, aumento la
union covalente a fosfolipidos, diglicéridos y triglicéndos, mientras que disminuyo
marcadamente la union a ésteres de colesterol (Tabla 48).

Todas las fracciones de fosfolipidos analizadas sufrieron union 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 disminuyé significativamente la union covalente a
difosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina (Tabla 49).

Comparando las cepas de ratas (Sprague Dawley y Osborme Mendel), el
comportamiento en las incubaciones nucleares resulto ser distinto al observado en las
preparaciones microsomales, en las cuales casi no se observo diferencias entre las cepas.

En presencia de NADPH en ambas cepas de ratas, se vid una tendencia significativa de
aumento de la union covalente a fosfolipidos, acidos grasos libres y tnglicéridos y una

marcada disminucion en la union covalente a ésteres de colesterol.
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La union covalente a monogliceridos y digliceridos aumento levemente en las ratas
Osborne Mendel y permanecio inalterada en las Sprague Dawley (Fig 65).

En presencia de NADPH. la union covalente al colesterol libre aumento marcadamente
en los micleos de ratas Osborne Mendel, mientras que permanecio constante en las ratas
Sprague Dawley ( Fig 65).
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Fig.65. Unién covalente de (''C)CCL, a lipidos nucleares (SD: Sprague Dawley. OM: Osborne
Mendel). Las mezclas de incubacién contcniendo los preparados nuclearcs. sistcma gencrador de
NADPH v (''C)CCl, ( 2 10 ® dpm/ml) 0.2mM. fucron procesadas segun lo descripto en  Métodos
21.Cada resultado se expresa como % de dpm incorporada a la fraccion de fosfolipido v surge del
promedio £ la desviacion cstandar de 6 mucstras individuales. PL: fosfolipidos. MG: monoglicéridos.
DG: diglicéndos. CH: colestcrol. FFA: dcidos grasos libres. TG: tnglicéridos. CHE: cdsteres de
colesterol. P < 0.0001 (PL.CHE) SD (-NADPH) vs (+NADPH). P < 0.01: (DG. TG. CHE) OM ¢(-
NADPH) vs (+NADPH). P < 0.01: (PL MG. CHE) OM (-NADPH) vs SD (-NADPH). P < 0.05: (MG.
DG: TG: CHE) OM (+NADPH vs SD (+NADPH)

El analisis de las distintas clases de fosfolipidos mostro que en ausencia de NADPH, el
principal blanco de union resulto ser el difosfatidilglicerol en las ratas Osborne Mendel o la
fosfatidilcolina en las ratas Sprague Dawley (Fig 66).

Al agregar NADPH en ambas cepas de ratas, la union covalente a difosfatidilglicerol

disminuyo y la union asociada a fosfatidilcolina aumento (Fig. 66).
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Fig. 66. Union covalente de (' C) CCl, a fosfolipidos nucleares (SD: Sprague Dawley. OM: Osborne
Mendel). Las mezclas de incubacion conteniendo los preparados nucleares. sistema generador de
NADPH v ("'C) CCL,(2 10°) 0.2mM. fucron procesadas scgun lo descripto en Métodos 21.Cada
resultado se expresa como % de dpm incorporada a la fraccion de fosfolipido v surge del promedio =
la desviacion estandar de 6 muestras individuales. LPC: lisofosfatidilcolina. SHP esfingomielina, 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).

UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS DERIVADOS DEL (“C)CCL
A LIiPIDOS Y FOSFOLIPIDOS MICROSOMALES Y NUCLEARES
HEPATICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN VIVQ"

Al igual que en las experiencias "in vitro", las ratas macho Osborne Mendel tratadas con

CCl, fueron capaces de activar al CCL; a metabolitos reactivos que se unieron covalentemente a los

lipidos y fosfolipidos microsomales y nucleares hepaticos (analizados segun lo descripto en

Metodos 20y 21) (Tabla 50).
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Tabla 50
Unién covalente de "*C de metabolitos derivados del ("*C)CCl, a lipidos y
fosfolipidos microsomales y nucleares hepaticos de ratas macho Osborne

Mendel "in vivo"

dpm / mg de lipido

Nicleos Microsomas
Lipidos 198.4+58.1 176.0£26 .4
Fosfolipidos 53.7£16.8 117.2£19.9

Las ratas fueron tratadas con CClip al § % en aceite de oliva (6.86 10 dpnm/ml) a una dosis de 5 ml/kg de rata
y fueron sacrificadas a las 3 h de la administracion del CCly. Los higados fueron procesados como se describid
en Métodos 20 v 21. Cada resultado es el promedio % la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

"In vivo" la intensidad de la union covalente al total de lipidos microsomales fue
mayor cn las ratas Osbomnce Mendel respecto a las ratas Sprague Dawley. El anilisis
estadistico de los datos de las expeniencias con nicleos de ratas intoxicadas. sélo mostré una

tendencia a ser significativamente mayor cn las ratas Osborne Mendel (Fig 67).
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Fig. 67. Union covalente de ¢'O1CCH a lipidos v fostolipidos microsomales v nucleares (SD:
Sprague Dawley. OM: Oshorne Mendely. Las ratas tueron tratadas con CCLoap al 8 7 en aceite de
oliva (6.86 10 dpnvmb o una dosis de 3 ml/kg de rata v fueron sacrificadas a las 3 b de la
administracion del CClLL Los higados fueron procesados como se describic en Mdétodos 20y 21 Cada
resultado es el promedio = la desviacion estandar de 6 muestras individuales. p < 0.05  lipidos
microsontales ONM v SD.p < 0.05 ¢ tostolipidos nucleares OM vs SD
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25,  DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL (*C)CCL A LiPIDOS MICROSOMALES Y NUCLEARES
HEPATICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN VIVO"

Se pudo observar que en las ratas Osborne Mendel tratadas con CCL,, la mayor proporcion

de la union covalente se evidencio en la fraccion de fosfolipidos (Tabla 51).

Tabla 51
Distribucion de la unién covalente de "*C de metabolitos derivados del (**C)CCL a

lipidos microsomales y nucleares hepaticos de ratas macho Osborne Mendel "in

vivo"'

% dpm

Nucleos Microsomas
Fosfolipidos 347151 66.7+2.1
Monoglicéridos 7.5£0.4 S6+18
Diglicéridos 2.6£13 22405
Colesterol 15.2+13.6 6.2+33
Acidos grasos libres 49+2.4 1.5+0.2
X - 1.5¢1.1
Triglicéridos 8.8+5.1 49+08
Esteres de colesterol 88+13 2.1+0.7

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 fueron sacrificadas a las 3 h de la administracion det CCL;. Los higados fueron procesados como se describié en
Mctodos 20 y 21.Cada resultado es el promedio + la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

En microsomas de ratas Osborne Mendel, también se encontro una banda (X) adicional, de
naturaleza desconocida, ubicada entre las fracciones de acidos grasos libres y triglicéridos, la cual
sufnio union covalente de metabolitos reactivos del CCL; (Tabla S1).

Comparando las cepas de ratas Sprague Dawley y Osborme Mendel, tanto en nucleos
como en microsomas, la fraccion lipidica mas afectada por la union covalente resulto ser la de

fosfolipidos en ambas cepas de ratas (Fig. 68a y 68b).
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Fig. 68. Union covalente de (' C)CCL: a lipidos a) nuclcares b) microsomales. Las ratas fueron
tratadas con CCL, ip al 5 % cn aceite de oliva (6.86 10" dpm/ml) a una dosis de S ml/kg de rata v fueron
sacrificadas a las 3 hrs. de la administracion del CCL,. Los higados fueron procesados como se describié en
Métodos 20 v 21.Cada resultado es ¢l promedio + 1a desviacion estandar de 6 muestras individuales. PL:
fosfolipidos. MG: monoglicéridos. DG: diglicéridos. CH: colesterol, FFA: acidos grasos libres. X:
desconocido. TG: tnglicéridos. . HE: ésteres de colesterol. SD: Sprague Dawtey. OM: Osborme Mendel
a: p<0.05(PL. MG) OM vs SD. b: p < 0.05 (TG. CHE) OM vs SD.
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La union a triglicéridos v ésteres de colesterol de los microsomas de ratas Osborne Mendel,

fue significativamente menor que en las ratas Sprague Dawley (Fig. 68b).

En los nucleos. la union covalente a fosfolipidos v monoglicéridos fue significativamente

mavor en las ratas Osbome Mendel (Fig. 68a).

26.  DISTRIBUCION DE LA UNION COVALENTE DE “C DE METABOLITOS
DERIVADOS DEL ("C)CCl, A FOSFOLIPIDOS MICROSOMALES Y
NUCLEARES HEPATICOS DE RATAS MACHO OSBORNE MENDEL "IN

VIVO"

Todas las clases de fosfolipidos microsomales y nucleares (analizadas segiin Métodos 20 y

21 ) de ratas macho Osborne Mendel tratadas con CCly, sufrieron union covalente de metabolitos

reactivos del mismo (Tabla 52).

Tabla 52

Distribucién de la unién covalente de "C de metabolitos derivados del (**C)CCL a

fosfolipidos microsomales y nucleares hepaticos de ratas macho Osborne Mendel "in

vivo"

% dpm

Nucleos Microsomas
Lisofosfatidilcolina 7.6£6.7 5.9+1.1
Esfingomielina 13.5£5.9 29.9£1.6
Fosfatidilcolina 9.3+58 17.3£2.5
Y 12.2+69 24 844 8
Fosfatidiletanolamina 10.2+£12 194+11.2
Difosfatidilglicerol 18.5+4.1 57809

Las ratas fucron tratadas con CCL ip al 5 % en aceite de oliva (6.86 10° dpm/ml) a una dosis de 5 mlkg de rata. Las
ratas fueron sacrificadas a las 3 h de la administracion del CCl,. Los higados fueron procesados como se descnbio en
Meétodos 20 v 21. Cada resultado es ¢l promedio + la desviacion estandar de 6 muestras individuales.
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Tanto en microsomas como en nucleos de ratas Osbome Mendel, se encontré union
covalente 1 una fraccion hpidica de naturaleza desconocida, ubicada entre la fraccion de
fostatidilcolina v fosfatidiletanolamina (Tabla 52). ésta no se observo en las experiencias
equivalentes "in vitro"
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Fig. 69. Unién covalente de ("'C)CCL, a fosfolipidos a)niiclcos b) microsomas. Las ratas fucron tratadas
con CCl, ip al 5 % cn accite de oliva (6.86 10 dpmv/ml) a una dosis de 5 mlkg de rata. Las ratas fucron
sacrificadas a las 3 h de la administracion del CCl,. Los higados fueron procesados como se describio en
Meétodos 20 v 21. Cada resultado es el promedio + la desviacion estandar de 6 muestras individuales.

LPC: lisofosfatidilcolina. SHP: esfingomielina. PC: fosfatidilcolina. Y: desconocido. PE:
fosfatidiletanolamina. DPG: difosfatidilglicerol. ay b: p < 0.05 (Y. DPG) : OM vs SD

PE DPQ
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El analisis de las diferentes clases de fosfolipidos atacados por los metabolitos reactivos del
CCl,.. mostro que la fraccion de fosfolipidos nucleares mas afectada es la correspondiente al
difostatidilglicerol. en las distintas cepas de ratas empleadas (Osborne Mendel < Sprague Dawley)

(Fig 692) v a esfingomielina en los fosfolipidos microsomales (Fig 69b).
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Discusion

Los resultados obtenidos en nucleos hepaticos evidencian la formacion de un radical libre
(atrapado por el "spin trap" PBN). La estructura del aducto formado, detectado por CG/EM, solo
es explicable s1 el radical libre en cuestion es el «CCla.

La obtencion de un aducto entre los radicales *CCl: y el PBN en nucleos hepaticos
permitié tener una evidencia directa de la activacion nuclear del CCL. El aducto formado cotncide

con el detectado en el reticulo endoplasmico.

Como resultado de la bioactivacion nuclear del CCL, se evidencio que los metabolitos
reactivos del mismo (*CCl: y potencialmente CCl:0,*) desencadenan procesos de lipoperoxidacion.
Estos se producen via reacciones de abstraccion de hidrogeno de los acidos grasos poliinsaturados,
conduciendo a una disminucion en el contenido de acido araquidonico de la membrana perinuclear
y a la formacion de aldehidos reactivos, como por ejemplo el malondialdehido.

La disminucién de acido araquidonico se observo en incubaciones aerobias tanto de
microsomas como de nicleos hepaticos y también pudo observarse “in vivo” a las 6 horas de la
intoxicacion por CCL.

A su vez, se determiné la formaciéon de malondialdehido, promovida por el metabolismo
aerobio del CCl, en microsomas y en nucleos hepaticos. La cantidad producida del mismo resulto
ser mas elevada en microsomas que en nucleos. Esto esta relacionado con el mayor contenido de
cit P450, en la primera organela que en la segunda; lo cual conduce a una mayor biotransformacion
del CCL a nivel microsomal que nuclear.

El hecho de que una fraccion 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
*CCly y CCLO,* (86).

Estos dos radicales libres son los que inician los procesos de lipoperoxidacion promovidos
por el CCl, . Se considera que los «CCl; tienen una mayor tendencia a producir reacciones de
adicion que de abstraccion de H. Los CC1;0,¢, en cambio participan principalmente en los procesos
de abstraccion de hidrogenos y poco o nada en reacciones de adicion (64,65).

Se sabe que el MDA sufre reacciones de entrecruzamiento con proteinas, lo cual produce la
inactivacion de enzimas. También reacciona con el ADN dando bases de Schiff (142).

Por lo tanto, la produccion de MDA en las cercanias del ADN y proteinas nucleares

favoreceria la interaccion con los mismos, produciendo efectos dafiinos para la célula.
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Como resultado de la bioactivacion nuclear del CCL . se producen reacciones de adicion
sobre todas las clases de lipidos analizadas. Particularmente se afectan los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos, junto con el colesterol y ésteres de colesterol.

Al alterarse la estructura de los lipidos de la membrana, se modifican las propiedades y
funciones de la misma, produciéndose cambios en la fluidez, transporte de sustancias y
modificandose la funcion de las proteinas y receptores asociados a la membrana (216).

Como los fosfolipidos constituyen el componente lipidico por excelencia de las membranas,
las consecuencias de introducir en los acidos grasos poliinsaturados un radical *CCls , transformaria
una cadena hidrocarbonada absolutamente no polar en un elemento de polandad mayor que la de
muchos de los grupos de proteinas a los cuales el fosfolipido se encuentra asociado (ej.: RCOOH o
RCONHR). Ello podria tener como consecuencia una inversion de capas en la estructura tipo
sandwich de lipidos y proteinas que constituyen la unidad de membrana y evidentemente acarrearia
grandes transtornos en sus funciones (217).

Los fosfolipidos cumplen roles muy diversos y criticos en el metabolismo y funcion celular.
Se sabe que éstos intervienen en el proceso de transduccion de la sefial, regulan la funcion genética,
estructura de los nucleosomas, sintesis de ARN y activacion de la a ADN polimerasa
(124,129,130,132). Por lo tanto, cualquier alteracion que se produzca en los mismos, influira tanto
sobre los procesos fisiologicos normales como sobre diversos procesos patologicos, incluyendo la

carcinogeénesis.

Se observo que el colesterol de la membrana perinuclear es blanco de reaccion de los
radicales *CCl; y CCLO5e.

Si bien en las experiencias donde se utilizo "*CCL, se obtuvo unién covalente al colesterol y
ésteres de colesterol, al analizar la interaccion entre el colesterol y los metabolitos reactivos del
CCL por CG-EM, no se encontro ningun producto conteniendo C del CCL o CBrClx (como por
ejemplo *CCl:). La mayoria de los productos formados son el resultado de reacciones de oxidacion
en la molécula del colesterol, via abstraccion de hidrogenos mediada por radicales libres.

Cuando se producen los radicales *CCl; y CCl;0,¢, particularmente cuando se utiliza un

medio biologico y donde predomina la presencia de oxigeno, la molécula de colesterol
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triclorometilado representaria solo una fraccion menor de los productos de reaccion que resultan
del ataque simultaneo de los radicales *CCl: y CCl:0,e.

El no haberse detectado un derivado de colesterol triclorometilado puede deberse a que la
sensibilidad de la espectrometria de masas resulta ser menor que la de la deteccion por
radioactividad.

Las alteraciones que los radicales «CCl: y CCl:O,* producen en la estructura del colesterol
perturban sus funciones biologicas. En efecto, el colesterol es un componente importante de las
membranas, influye sobre su permeabilidad y estabilidad y modula la actividad de las proteinas
asociadas a la misma. También esta involucrado en la biosintesis de acidos biliares y hormonas
esteroideas y sexuales (como por ejemplo la progesterona)(112,116,117,134).

El colesterol, ademas desempeiia un rol importante en los procesos relacionados con el
crecimiento celular e influye directa o indirectamente sobre la expresion genética.(108,110)

Los esteroles oxigenados derivados del colesterol no solo estan vinculados con lesiones
aterosclerdticas y otras patologias sino que algunos productos de oxidacion presentan estructuras y
actividad biologica semejantes a derivados del forbol u hormonas activas.(115)

Por todo lo expuesto, las alteraciones que se observaron en la estructura del colesterol
podrian hacer resentir las funciones del mismo en la membrana nuclear, la sintesis hormonal, la

expresion genética y provocar efectos dafiinos para la célula.

Del estudio de la correlacion entre la lipoperoxidacion promovida por el CCL, determinada
por la produccion de MDA, y la susceptibilidad a sufrir cancer hepatico por accion 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 hepaticos en ambas cepas de ratas se
correlacionaria mejor con la susceptibilidad relativa a suffir cirrosis hepatica que con la de presentar
cancer hepatico inducido por el CCL.

Las ratas Sprague Dawley son mas susceptibles que la Osborme Mendel a la accion
cirrogénica del CCL, pero no presentan ningun 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
hepaticos de ambas cepas de ratas, sugerira que la formacion de MDA en nucleos no seria
determinante en la velocidad de produccion de los efectos ejercidos por el CCL a largo plazo.

Esto no significaria que la formacion de MDA o la lipoperoxidacion no sean relevantes en
los procesos de cirrosis o carcinogeénesis, ya que ambos procesos se desarrollan en multiples etapas.
Por lo tanto, un efecto determinado de un toxico o sus metabolitos, podria ser relevante para
alguna de las etapas de dichos procesos, pero sin ser determinante en la velocidad de produccion de
los mismos, considerando el proceso total. Por ejemplo, la lipoperoxidacion y la produccion de
especies activadas de oxigeno desemperian un rol importante durante la etapa de promocion de la

carcinogenesis (218).

Los resultados de las experiencias "in vitro" de union covalente de “CCl, a lipidos y
fosfolipidos, en las distintas cepas de ratas, muestran la mejor capacidad de las ratas Osbomne
Mendel de suffir union covalente tanto en microsomas como en nicleos hepaticos. Esto resulta ser
importante, ya que la umion covalente a lipidos refleja la intensidad del proceso de activacion del
CCl, en una organela dada.

La mayor intensidad de produccion de radicales «CCl; en las cercanias del ADN y/o
proteinas nucleares, para el caso de las ratas Osborne Mendel, podria tener algun tipo de relacion
con la susceptibilidad de sufrir los efectos carcinogénicos por accion del CCl,. Ello no seria extrafio
ya que el ADN y las proteinas nucleares resultan ser los blancos criticos de reaccion final de un
carcinogeno o sus metabolitos en un tejido susceptible(122,123,173).

En contraste, las ratas Sprague Dawley presentan respuesta cirrogénica pero no producen
cancer hepatico por exposicion al CCly (184).

Si bien en las experiencias "in vivo" también se encontré mayor union covalente a lipidos
microsomales de ratas Osborne Mendel, solo puede decirse que existe una tendencia similar en los
lipidos nucleares hepaticos.

De todas maneras, el hecho de haber encontrado diferencias cualitativas en el perfil de
distribucion de la marca incorporada, podria ser significativo.

L.a mayor parte de la union covalente de los metabolitos reactivos del CCL, en ambas cepas

de ratas ocurre en la fraccion de fosfolipidos, colesterol y ésteres de colesterol.
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La contribucion relativa de cada clase de lipido depende "in wvitro", de la presencia o
ausencita de NADPH. Esta diferencia de comportamiento estaria relacionada con los distintos
sistemas de activacion enzimaticos del CCl,, presentes tanto en microsomas como en nucleos
hepaticos.

El sistema de activacion NADPH vy cit P450 dependiente, esta inmerso en entorno
fosfolipidico (principalmente fosfatidilcolina) y en consecuencia, los radicales *'*CCl. altamente
reactivos formados de esta manera, tendrian mayor tendencia a interactuar con estos fosfolipidos
que con otras clases de lipidos (87,216).

La activacion 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
suffir cirrosis hepatica (Sprague Dawley), mientras que la union covalente a colesterol y ésteres de
colesterol es mas intensa en la cepa de ratas con alta susceptibilidad a sufrir cancer hepatico por
accion del CCl, (Osborne Mendel).

Este tipo de correlaciones podrian ser relevantes ya que, como se dijo anteriormente, los
fosfolipidos estan involucrados en la regulacion de la funcion genética, estructura de nucleosomas,
sintesis de ARN y activacion de la a ADN polimerasa (124,129,130,132).

Ya que los lipidos nucleares forman parte del sistema de modulacion de la sefial intracelular
mediada por la proteinquinasa ¢ (enzima involucrada en la fosforlacion de proteinas
nucleares)(124), resulta de interés el hecho de haber encontrado union covalente a todas las
fracciones de lipidos y fosfolipidos nucleares. Aun mas, se encontr6 union covalente a fracciones de
lipidos especificas asociadas con la cepa Sprague Dawley (cirrogénicamente susceptible) y otras
fracciones especificas para la cepa Osborne Mendel (carcinogénicamente susceptible).

Se sabe que en microsomas la union covalente se da preferentemente con los acidos grasos
poliinsaturados, cuyas propiedades fisicoquimicas resultan ser dramaticamente alteradas.(216) Ya
que la membrana nuclear deriva de la membrana del reticulo endoplasmico(125), no es extrafio que
este hecho se verifique también en niicleos hepaticos. Esto podria ser importante para explicar los
efectos carcinogénicos en el caso de las ratas Osbome Mendel, teniendo en cuenta que la
composicion de los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos nucleares modularian la

proliferacion celular (215).
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El hecho de haber encontrado mayor union covalente a colesterol y ésteres de colesterol en
las ratas Osbome Mendel, podna relacionarse con los resultados obtenidos al estudiar las
interacciones entre los radicales «CCl: v/o CCl: O, + Como se expuso anteriormente, este tipo de
interacciones dio lugar a la formacion de productos de oxidacion del colesterol y a la formacion de
ceto derivados con estructuras potencialmente semejantes a los ésteres de forbol u hormonas
activas (115). Esto podria ser de relevancia, ya que el colesterol resulta ser importante para los
procesos de crecimiento celular y directa o indirectamente desempefia un rol en la expresion

genetica (108,110).
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Conclusiones

. La obtencion de un aducto entre el PBN y los radicales «CCl: en nucleos hepaticos
permitio tener una evidencia directa de la activacion nuclear del CCl, a radicales

triclorometilo

. Se obsernvo que como resultado de la bioactivacion nuclear del CCl, se inician procesos
de lipoperoxidacion en la membrana perinuclear. Esto provoca la alteracion de la composicion
de los acidos grasos poliinsaturados (especialmente el acido araquidonico) y la formacion de
aldehidos reactivos (como por ejemplo el malondialdehido) en la vecindad del ADN vy

proteinas nucleares, con consecuencias potencialmente graves a nivel celular.

. La activacion nuclear del CCl, da lugar a reacciones de adicion entre los radicales
*CCls v los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana perinuclear. Este
hecho podria afectar los procesos de expresion de la actividad genética (conocidamente

regulada en parte por los fosfolipidos).

. Los metabolitos reactivos del CCl, formados 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 oxidaciéon del colesterol y ceto derivados con estructura y
actividad biologica semejantes a los ésteres de forbol. Este tipo de interacciones podrian hacer
resentir no solo las funciones del colesterol en la membrana peninuclear sino que tambien

podran influir los procesos de crecimiento celular y/o la expresion genética.

. El proceso de lipoperoxidacion de la membrana perinuclear no seria el determinante en
la velocidad de produccion de los efectos del CCly a largo plazo, pero podria tener

participacion en parte del proceso de carcinogénesis producido por el CCl,.

. La mayor intensidad de produccion de los radicales *CCli en las cercanias del ADN
y/o proteinas nucleares, la union covalente de metabolitos reactivos del CCly a fosfolipidos
especificos y la mayor union covalente a colesterol y ésteres de colesterol en las ratas Osborne
Mendel, podria tener relacion con la susceptibilidad a sufrir los efectos carcinogénicos

ejercidos por el CCl,. \ « -
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Abreviaturas
16:0 acido palmitico
18:0 acido estearico
18 2 acido linoleico
20:4 acido araquidonico
20:5n-3 acido eicosopentaenoico
226 acido cis4,7,10,13.16,19-docohexaenoico
22:6n-3 acido docosaenoico
A Angstrom (10"’ m)
ADN acido desoxirribonucleico
ADP adenosindifosfato
amu atomic mass units
ARN acido nbonucleico
ATP adenosintrifosfato
BHT 2 6-diterbutil-p-cresol
BSTFA bis(tnmetilsilil tnfluoroacetamida
BzOO peroxido de benzoilo
°C grados centigrados
ca collisional activation
("C)ecl, tetracloruro de carbono radioactivo
CGL cromatografia gas liquido
CH colesterol
CHE esteres de colesterol
cit P450 citocromo P450
col. colaboradores
DG diglicéridos
-diOTMS derivado ditrimetilsililado
dpm desintegraciones por minuto
EM espectrometria de masas
EPA Environmental Protection Agency
EPR espectroscopia de resonancia paramagnética nuclear
ev electronvolt
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Abreviaturas
FAD flavinadenindinucleotido oxidado
FFA acidos grasos libres
FID detector de 1onizacion de llama
Fig. figura
FL tosfolipidos
FMN Flavinmononucleotido
g gramo
GABA acido gamaaminobutilico
glime }.--dimetoxietano
gly glicolipidos
h hora
HNE 4-hidroxi-2-nonenal (4-hidroxinonenal)
HPLC cromatografia liquida de alta resolucion
IARC Internation Agency for Reserach
ICDH 1socitrico deshidrogenasa
id diametro interno
ip intrapentoneal
1so0c/NADP  sistema generador d¢ NADPH
Kg ilogramo
KPa kilopascal
Le radical lipidico
L-T: L-tniodotironina
LO- radical alcoxilo
LOO- radical lipoperoxilo
LP lipoperoxidacion
LPC lisofosfatidilcolina
m metro
M molar
M ion molecular
nvz masa/carga
MDA malondialdehido
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Abreviaturas
mg miligramo
MG monogliceridos
min minutos
mj mililitro
mm milimetro
mM milimolar
N normal
NADP nicotinamida adenindinucleotido fosfato oxidado
NADPH nicotinamida adenindinucleotido fosfato reducido
NIST National Institute of Standars and Technology
nm nanometro
OM Osborne Mendel
PAPS fostoadenosina fosfosulfato
PBN fenil-N-terbutilnitrona
PC fosfatidilcolina
PE fosfatidiletanolamina
PI fosfatidilinositol
PPO 2,5-difeniloxazol
PS fosfatidilserina
PUFA acidos grasos poliinsaturados
RE reticulo endoplasmico
REL reticulo endoplasmico liso
RER reticulo endoplasmico rugoso
RMN resonancia magnética nuclear
rpm revoluciones por minuto
s segundos
SD Sprague Dawley
SHP esfingomielina
SIM monitoreo selectivo de iones
SKF 525 A 2-dimetilaminoetil-2,2-difenilvalerato. HCI
SNC sistema nervioso central
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Abreviaturas
STKM sacarosa en Tns-HC1 50mM, KCl 2.5 mM, MgCl> 5 mM
TBA acido tiobarbitunco
TCDD tetraclorodibenzo-p-dioxina
TG triglicéridos
TIC cormente ionica total
TLC cromatografia en capa delgada
TMSOH trimetilsilanol
Tns Tns(hidroximetil)Jaminometano
ucC union covalente
ubp undindifosfato
UDPG difosfato de uridinaglucosa
ug microgramos
uv espectrofotometnia ultavioleta
VS versus
v/v volumen en volumen
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Los resultados presentados en este trabajo de Tesis dieron origen a las siguientes
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Carbon tetrachloride promoted malondialdehyde formation in liver microsomal and
nuclear preparations from Sprague Dawley or Osborne Mendel male rats. SL Fanelh
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,

155-166, 1995.

Cholesterol interaction with free radicals produced from carbon tetrachloride or
bromotnichloromethane by either catalytic decomposition or via liver microsomal
activation. SL Fanelli, GD Castro and JA Castro. Chemico-Biological Interactions, 98,

223-236, 1995.

Alteraciones producidas en lipidos nucleares hepaticos durante la intoxicacion por
CCL. SL Fanelli y JA Castro.

XXIV Reunion Anual SAFE (Sociedad Argentina de Farmacologia Experimental).
Buenos Aires, Noviembre 23 al 25 de 1992.

Alteraciones producidas en lipidos nucleares y microsomales hepaticos durante la
intoxicacion por CCL,. SL Fanelli y JA Castro.

IV Jornadas de Farmacia y Bioquimica Industrial (JORFY'93). Buenos Aires, 31 de
Mayo al 5 de Junio de 1993.

Union covalente a lipidos y fosfolipidos y formacion de malondialdehido en nucleos y
microsomas hepaticos de ratas macho Sprague Dawley y Osbome Mendel durante la

intoxicacion por CCl, . SL Fanelli y JA Castro.
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Ataque por radicales libres triclorometilo y triclorometil peroxilo al colesterol y otros
lipidos nucleares. SL Fanelli, CJ Stamato y JA Castro.
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IX Sociedad Argentina de Neurologia (SAN), V Asociacion Argentina de Biologia del
Desarrollo (AABD). [guazu. Misiones, Argentina, 26 al 29 de Octubre de 1994.

Reaction of cholesterol with trichloromethyl and trichloromethylperoxyl radicals in a
model system. A structural analysis. SL Fanelli, GD Castro y JA Castro.

VII International Congress of Toxicology (IUTOX), Seattle, USA, 2 al 6 de Julio de
1995.

Nuclear activation of carbon tetrachlonnde or trichlorobromomethane to
trichloromethyl free radicals and their interaction with lipids. J. A. Castro, S.L. Fanelli
and G.D. Castro.

Experimental Biology'96, Bethesda, USA, 14 al 17 de Abril de 1996.

Formacion de radicales libres triclorometilo a partir de la activacion nuclear del
tetracloruro de carbono o triclorobromometano. Estudio de su interaccion con lipidos.
SL Fanelli, GD Castro y JA Castro.
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Vllla Martelli, junlo 5, 1996

Sres. Miembros de la Subdireccion de Doctorado
del Departamento de Quimica Blolégica
Facultad de Clencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires

De mi mayor consideracion:

La Licenciada Silvia L. Fanelli ha realizado los trabgjos que conforman su Tesis
"Alteraciones en los lipidos nucleares hepaticos deblda a la activacién in situ del
tetracloruro de carbono a radicales libres”.

Al hacerlo, puso en evidencia poseer gran habilidad experimental, criterio y
capacidad de comprensidn para la resolucién de los problemas planteados.

En relacién con la parte experimental, senalo que la Licenciada Fanelli ha
puesto a punto algunas técnicas complejas como la de "“spin traping” de los
radicales libres «CCls con el “spin trap” PBN segulda de cromatografia gaseosa
capilar del aducto resultante, cromatografia gaseosa capilar de productos de
oxidacidn de colesterol y de acidos grasos y técnicas de separacidn de clases de
lipidos y clases de fosfolipidos. También empled procedimientos de preparacién de
ndcleos altamente purificados.

Como fuera enunciado en informes anterlores el objetivo de este trabagjo era
verificar que el el ndcleo de la céiuia hepdatica puede verificarse una activacién
del CCis a «CCls y que éstos asi como los CChO2¢ que el anterior genera en
presencia de oxigeno, son capaces de promover alteraciones biologicamente
significativas en los lipidos nucleares. Ellas derlvarian de las reacciones de adiciéon
a dobles ligaduras de los PUFA y de reacciones de abstracclén de H de los mismos
y del colesterol de su membrana con la resultante promocién de un proceso de
peroxidacién de lipidos nucleares y la generacléon de especies reactivas por
oxidacién de los PUFA y del colesterol.

Se intentd verificar una potencial correlaclon de los efectos observados con
la susceptibilidad de distintas especles al cncer por CCla.

Los resultados obtenidos en funcidén del plan llevado a cabo fueron de alto
interés y fueron la consecuencia de un trabajo intenso y de una particuiar aptitud
para llevarlo a cabo.

Como consecuencia de los estudios realizados se abren para el futuro .
perspectivas de investigacion toxicoldglca de particular interés en relaclén a las
relaciones entre alteraciones en los lipidos producidos por tdéxicos y los efectos de
l0s mismos.

En conclusidn, la tarea reallzada por la Licenclada Sivia L. Fanelli que ha
dado lugar a esta tesis configura un conjunto de resultados que constituye un
aporte interesante respecto del conocimiento de las alteraciones lipidicas en los
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ndcleos hepdticos durante procesos de Intoxicacién que generan radicales libres y
su potencial relacién con la carcinogénesis. Creo ademds que el curso de estos
estudios la Lic. Fanelli evidencié poseer un potencial significativo para desarrollar

un futuro como investigadora.
/}/L(“a“ b2, >
Dr. José A. Castro ,

Sin otro particular, los saluda atentamente.
Director de Tesis -
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