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Resumen

“"Mecanismo de acclién del hexaclorobenceno sobre la

transduccién de senales de receptores de factores de

crecimiento, en higado de rata”

Autora: Lic. Andrea Silvana Randi

Directora: Dra Diana Kleiman de Pisarev.

El hexaclorobenceno (HCB) es un téxico ambiental ampliamente distribuido
en la bidsfera. La exposicidon crénica de animales de laboratorio al HCB,
produce porfiria, induccién de enzimas microsomales hepdaticas, disfunciones
tiroideas, inmunosupresién, cambios en la funcidén reproductiva y en el
metabolismo lipidico e induccién de tumores tiroideoy hepdaticos.

En este estudio, hemos demostrado que el HCB, administrado a ratas
hembras por intubacién gdstrica, induce cambios en la funcidén de
membrana celular hepdatica. de manera dependiente del tiempo y de la
dosis. Nuestros resultados mostraron po primera vez, que la intoxicacién
crénica con HCB, producia una internadlizacién de los receptores de EGF
(REGFs), acompanado de cambios en la actividad de quinasas de tirosina
(PTKs) y de alteraciones en el contenido de fosfotirosina de numerosas
proteinas enddégenas de membrana y citosdlicas. Estas modificaciones
ocurrieron desde dosis muy bajas en las que no hay alteraciones en otros
parametros indicativos de toxicidad manifiesta, como porfiria y disminucién de
T4 sérica. En un modelo de intoxicacién aguda (24 horas post-tratamiento), el
HCB aumenta las actividades de Ornitina Decarboxilasa (ODC) y Proteina
quinasa C {PKC) dependiente de calcio y fosfolipidos, y el contenido de
espermina, y disminuye la actividad de PTKs de membrana. El contenido de
poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) se incrementd
significativamente a las 48 horas postiratamiento. Nuestros resultados
sugieren que el mecanismo de accién del HCB, estaria mediado por la

transduccion de sefales de receptores de factores decrecimiento.



Palabras claves: hexaclorobenceno, receptor de EGF, fosforilacidon de

proteinas, fosfotirosina, PTK, PKC, ODC, poliaminas.



Abstract

“Mechanism of action of hexachlorobenzene on growth factors

receptors signal transduction pathway in rat liver”

-Author: Lic. Andrea Silvana Randi.

- Director: Dra. Diana Kleiman de Pisarev.

Hexaclorobenzene (HCB) is an environmental pollutant widely detected in the
environment. Chronical exposure of laboratory animals to HCB elicits a number
of effects such as porphyria, microsomal enzyme induction, thyroid dysfunction,
immunosupression, reproductive changes, disruption of lipid metabolism and
induction of thyroid adenomas and liver tumors.

In the present study, we have demonstrated that administration of HCB to
female rats by gavage, induced time and dose-dependent alterations in the
hepatic membrane function. Our results showed that chronic exposure to
HCB. induced the internalization of EGF receptors (EGFRs), accompanied by
changes in protein tyrosine kinase activities (PTKs) and alterations of
phosphotyrosine content of several membrane and cytosolic endogenous
proteins. This changes were remarkable at very low doses, that did not induce
alterations in other parameters that are biological indicators of HCB exposure,
such as induction of porphyria and decreased serum 1 levels. HCB acute
treatment (24 hours postintoxication) induced an increase in Ornithine
Decarboxilase (ODC) activity and spermine content, as well as induction of
calcium and phospholipid dependent Protein Kinase C (PKC) activity, paralell
to an inhibition of (PTKs) activities. The polyamines content (putrescine,
spermidine and spermine) increased significantly 48 hours after one dose of
HCB administration acompanied by an increase of PTKs activities. Our results
suggest that HCB mechanism of action could be mediated by growth factors
receptors signal transduction pathway.

Key words: hexachlorobenzene, EGF receptor, protein phosphorylation,
phosphotyrosine, PTK, PKC, ODC, polyamines.
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PLAGUICIDAS, AMBIENTE Y SALUD.

e —————————

Los plaguicidas son productos quimicos que se utilizan en la agricultura para
combatir plagas, malas hierbas o enfermedades de las plantas. Estos
compuestos pueden obtenerse por extraccién de productos naturales o ser
sintéticos.

De distintos modos y en mayor o menor grado, diferentes grupos y sectores
de la poblacidon pueden estar expuestos a los plaguicidas. Algunas
exposiciones son deliberadas (suicidios u homicidios), mientras que otras son
accidentales, como la e xposicion profesional de personas que preparan,
mezclan o aplican plaguicidas, o la exposicidn no profesional, a partir del
agua, del dire o de los alimentos, tanto a corto como a largo plazo (OMS -
PNUMA, 1992).

Indicadores biolégicos de exposicion a los plaguicidas.

En general, la exposicién humana a los plaguicidas se estima midiendo las
concentraciones existentes en el medio ambiente (aire, agua y alimentos). En
algunos casos, sin embargo, puede obtenerse informacién sobre las
exposiciones analizando la concentracidn del plaguicida en los tejidos y
humores humanos. Esta forma de investigacidon, denominada vigilancia
biolégica, resulta especialmente Util en caso de exposicidn simultdnea por
distintas vias. La exposicién incidental a varios plaguici das y a sus metabolitos
persistentes y no persistentes, puede determinarse analizando el suero, la

grasq, la orina, la sangre o la leche.

HEXACLOROBENCENO: Usos y Patologias.

El Hexaclorobenceno (HCB) es un fungicida que fue usado para el
tratamiento de semillas (Figura 1), especialmente de cereales para combatir
Tilletia foetidae y Tilletia caries, asi como formando parte de otros fungicidas y
herbicidas como contaminante (WHO, 1974). También ha sido utilizado como
agente antimicrobiano para preserv acion de maderas (Courtney, 1979).
Actualmente se libera al medio ambiente como subproducto de procesos

industriales y de incineracién (Brucker -Davis, 1998). Se encuentra ampliamente



distribuido en el medio ambiente, es de alta persistencia, se degrada mu vy
lentamente y se acumula en los tejidos grasos de todos los seres vivos.
Diferentes autores en Espana (Garrido, 1990; De la Riva y Anadén, 1991) y en
ofros paises (Frank y col., 1985; Dogheim y col., 1988; Pinto y col., 1990) han
reportado la presencia de HCB en leche y productos de consumo diario . La
demostracidn de un incidente de contaminacion del pescado por
hexaclorobenceno en Brasil, hace patente la necesidad permanente de
reducir las fuentes de contaminacién y de vigilar la presencia de dichos
plaguicidas en los alimentos de origen animal (OMS-PNUMA, 1992). En un
estudio redlizado en las aguas del Rio de la Plata, por investigadores
argentinos y uruguayos, se encontraron cantidades de HCB mds altos que los
permitidos para la calidad de vida de lo s organismos acudticos (CARP, 1989).
Recientemente, investigadores santafesinos, observaron trazas de varios
pesticidas organoclorados (heptaclorociclohexano, HCB, aldrin, dieldrin,
endosulfan y DDT) en leche de vaca pasteurizada para el consumo humano
(Maitre y col., 1994), sin embargo, aunque algunos estaban en altas
concentraciones, las medias de estos valores fueron menores que el limite de

tolerancia dictado por FAO/OMS.

Figura 1.
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Estructura del Hexaclorobenceno.

La Environmental Pollution Agency (EPA, 1984) lo considera un compuesto de
toxicidad reconocida, presentando una Dosis Letal SO (DLso) de 10,000 cuando
se administra oralmente a ratas. En un episodio de intoxicacién aguda de

humanos en Turquia en 1955, 3000 a 4000 personas que habian consumido



granos contaminados con el pesticida, presentaron una serie de signos
téxicos, tales como porfiria y disfunciones tiroideas (Peters y col., 1982; 1987).
Luego de 2 o 3 décadas, se registrd un aumento de la incidencia de bocio (59
% en mujeres y 23,5 % en hombres) en dicha poblacién, encontrandose
elevados metabolitos de porfirinas en orina y niveles de HCB en leche (Peters y
col., 1987; Cripps y col., 1984).

Ademas de los efectos agudos, la administraciéon crénica de HCB produce
cdncer en animales de experimentacion (International Agency for Research
on Cancer, 1978). Estos efectos podrian ser mds relevantes que los agudos,
debido a que el HCB se presenta a nivel residual en el medio ambiente y se
acumula en higado, tejido adiposo blanco y marrdn, grasa periovdrica,
tiroides y adrenales.

Se ha considerado a los hidrocarburos aromaticos polihalogenados, y dentro
de éstos al hexaclorobeceno como “desorganizadores o destructores
enddcrinos”. En 1995, la EPA definié como "desorganizadores o destructores
endodcrinos”, a aquéllos agentes exégenos que interfieren con la produccién,
liberacion, transporte, metabolismo, unién, accién o eliminacién de hormonas
naturales dentro del organismo, responsables del mantenimiento de la
homeostasis y la regulacién de procesos de desarrollo (Kavlock y col., 1996).
Esta definiciéon incluye los efectos observados en individuos expuestos y en su

descendencia, a través de exposicidn tfransgeneracional.

Blotransformacién.

Muchos de los efectos tdxicos producidos por HCB requieren de su
biotransformacién en metabolitos oxidativos como el pentaclorofenol (PCP) y
la tetraclorobenzoquinona (TCBQ) o tetraclorohidroquinona (TCHQ) (van Raaij
y col., 1993b) (Figura 2). El PCP, el principal metabolito del HCB, adminis trado
de forma intfraperitoneal a ratas, causa una disminucién del 65% en los niveles
séricos de Ts , entre las é y las 24 horas; mientras que la TCHQ produce una
disminucién de la T3 sérica del 85% luego de 24 horas. Ambos, PCP y TCBQ
tienen una alta afinidad de unién a la proteina transportadora de hormonas

tiroideas, transtiretina (TTR) (van Raaij y col., 1993b; den Besten y col., 1991).



Parte de los metabolitos aparecen en la orina en forma de glucurénido- PCP o
glucurénido- TCHQ (Ahlborg y col., 1974; Ahlborg y col., 1978; Braun y col.,
1977). Debets y col. (1980) encontraron que el PCP acelera el
desencadenamiento de porfiria producido por HCB, incrementando la

excrecion de porfirinas urinarias totales.

Figura 2.
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HORMONAS TIROIDEAS.

La tiroides es una gldndula de secrecion interna que cumple inportantes
funciones en las diferentes etapas de la vida. Durante el periodo de desarrollo
del neonato regula y estimula el crecimiento &seo y neuromuscular (en
conjunto con la hormona de crecimiento) y la maduracion (mielinizacion) del
sistema nervioso central. En el adulto regula todos los metabolismos y la mayor
parte de las funciones de los diferentes érganos y sistemas. Para cumplir con
estas funciones, la tiroides produce sus hormonas, la tiroxina o tetraiodotironina
(T4) y la triiodotironina (Ts3). Estas hormonas son derivadas de la iodaciéon
secuencial del aminodcido tirosina. En la Figura 3 se muestran las hormonas

tiroideas y sus precursores.

Figura 3.
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Las hormonas tiroideas juegan un importante papel en una gran muitiplicidad
de procesos metabdlicos, alterando la concentracién y actividad de
numerosas enzimas, el metabolismo de sustratos, vitaminas y minerales; la
velocidad de secrecion y degradacion de otras hormonas y la respuesta tisular
a las mismas. Algunos de los efectos de las hormonas tiroideas son: a -
aumentar la termogénesis, b- inducir en forma general la sintesis de proteinas,
por incremento de la transcripcién y de la traduccién, ¢ - modular la absorcién
de carbohidratos en el tracto gastrointestinal y aumentar la captacién de
glucosa por los tejidos, d- modular la secrecién de insulina, e-aumentar la
lipdlisis en el tejido adiposo y el déficit de hormonas tiroideas disminuye el
metabolismo lipidico, con aumento del colesterol circulante y f- regular la
maduracién del sistema nervioso central.  Las acciones celulares no
gendmicas de las hormonas tiroideas, independientes de los receptores
nucleares tradicionales, fueron encontradas en la Ultima década (Davis y

Davis, 1998).

Las hormonas tiroideas pueden actuar: 1- a nivel nuclear, modulando la
transcripcion de genes especificos, 2- a nivel extranuclear, ya seaq,
mitocondrial, regulando las oxidaciones, fosforilaciones, sintesis de ARN,
proteinas y ATP y a nivel de la membrana plasmatica, modulando la actividad

de ATPasq, el transporte de compuestos, receptores adrenérgicos, etc.

Algunas de las caracteristicas que distinguen las acciones gendémicas de las
no gendmicas es que en estas Ultimas hay una actividad dominante de T s 0 Tar
mas que de T3 (Davis y col., 1983; Siegrist-Kaiser y col., 1990) y en algunos casos
los efectos son mucho mads rdpidos, observandose en segundos o minutos
(Hamis y col., 1991). Las acciones no genémicas pueden también involucrar
componentes de caminos de transduccién de sefales, tales como proteina
quinasa C (PKC) dependiente de calcio y fosfolipidos (Lawrence y col., 1989),
proteina quinasa A (PKA) (Lin y col., 1996), fosfatos de inositol (Davis y col.,
1993) o el complejo calcio-calmodulina (Davis y col.,, 1983). Ademas,
encontraron que ciertas acciones no nucleares de las hormonas tiroideas
parecen ser homeostaticas, como la regulacién del contenido intracelular de

iones especificos (Baskurt y col., 1990), la compartimentalizacién de iones



dentro de la célula (Rudinger y col., 1984) o la velocidad de transporte de
solutos como la glucosa (Segal e Ingbar, 1979). De todos estos mecanismos, el
mejor conocido es el de los receptores nucleares, aunque se han relatado
también la posible existencia de receptores en la membrana interna de las

mitocondrias y en la membrana plasmatica, pero requieren confirmacion.

Metabolismo de las hormonas tiroideas.

El metabolismo de las hormonas tiroideas ocurre a través de una variedad de
caminos y en diferentes érganos, a saber: deshalogenacion, conjugacién con
sulfatos y glucuronatos, desaminacién y decarboxilacién (Figura 4).  En el
hombre la via principal es la deshalogenacién secuencial, aunque la
conjugacién con glucuronatos y sulfatos tiene un rol importante. Las rutas
metabdlicas de ruptura del e nlace éter y desaminacién con decarboxilacién
oxidativa son de menor importancia.

La esterificacién de hormonas tiroideas por conjugacién con glucuronatos en
el higado, facilita su excrecién biliar, siendo una via importante del
metabolismo de hormonas tiroideas. La glucuronidacién estd mediada
principaimente por enzimas microsomales hepdticas con excrecidén biliar
directa (Curran y De Groot, 1991). Sin embargo, hay evidencias de sitios
extrahepdaticos de glucuronidacién, tales como rindn e intestino (Vis ser y col.,
1988).
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Metabolismo de las hormonas tiroideas.

Efecto de inductores de enzimas hepdticas sobre el metabolismo de
hormonas tiroideas.

La importancia relevante del higado en el metabolismo enzimdatico de
sustancias biolégicas y xenobidticos ha sido ampliamente reconocida.
Debido al rol fundamental del higado sobre el metabolismo de hormonas
firoideas, no es sorprendente que un nUmero de sustancias quimicas sintéticas
afecten indirectamente la funcién tiroidea por aumentar el metabolismo de

iodotironinas.

Se identificaron dos grandes sistemas enzimdticos involucrados en la
conjugacion de iodotironinas, localizados en el reticulo endoplasmdtico liso de
los hepatocitos, cuya actividad puede ser inducida por una varie dad de
xenobidticos. El primer sistema es el de los citocromos P450 u oxidasas de
funcion mixta, una gran familia de enzimas microsomales hepdaticas
responsables del metabolismo oxidativo de muchos compuestos enddgenos y
exdgenos. Este gran grupo enzimdtico posee una marcada heterogeneidad

de funciéon, aunque frecuentemente exhiben una superposicion significativa




de especificidades de sustrato (Nebert y Gonzdlez, 1987). El segundo sistema

de enzimas conjuga los productos oxidados por el primer sistema, con el
objetivo de facilitar su excrecién. Esta funcién la realizan fundamentalmente

las vridin difosfato glucuroniitransferasas (UDPGTs) con diferentes actividades y

especificidades entre especies y entre diferentes estadios del desarrollo fetal

(Dutton y Burchell, 1977). Existen al menos 3 grupos de isoenzimas de UDPGTs
responsables del metabolismo de hormonas tiroideas en rata: tipo 1,

bilirubina-UDPGT (produce glucurdnidos de bilirubina, de Ts y de Ts reversa)
inducida por fibratos; tipo 2, fenol-UDPGT (glucurénidos de fenoles, de T« y de
T3 reversa) inducida por metilcolantreno y compuestos tales como los PCBs,
dioxinas y HCB; y tipo 3 o androsterona-UDPGT (glucurénidos de androsterona
y de T3) que es poco influenciada por xenobidticos (Visser, y col., 1993; Visser,
1996).

La glucuronidacién es una reaccién biosintética en la cual, un grupo
funcional adecuado de la molécula aceptora (sustrato) es conjugado con
dcido glucurénico (GA). Esta reaccion, procede de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

R-XH + UDP-GA - R-XGA + UDP + H20
La conjugacién con dcido glucurdnico es la responsable de la desactivacion
y eliminacién de diversos tipos de xenobiéticos y compuestos enddgenos,
siendo por ello de importancia en el metabolismo de drogas (y sus metabolitos
oxidados), quimicos ambientales, carcinégenos, hormonas esteroideas, acidos
biliares y bilirubina (Miners y Mackenzie, 1991). Esta remarcable versatilidad
del proceso de glucuronidacién reside en que existe como una familia

multigénica.

Trabagjos previos realizados en nuestro laboratorio, mostraron que ratas
tratadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 30 dias, presentaban niveles
disminuidos de T4 sérica, sin alteraciones en los niveles de Ts y un incremento en
los niveles de TSH (Kleiman de Pisarev y col., 1990}). El metabolismo periférico
de la tiroxina (T4 (Kleiman de Pisarev y col., 1989) y la deshalogenacién

hepdatica de la misma (Kleiman de Pisarev y col., 1990), estaban aumentados



en las ratas intoxicadas. Sin embargo, el estudio de la actividad de enzimas
hepdticas hormono-tiroideo dependientes, tales como la enzima mdlica,
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y L-glicerol- 3-fosfato deshidrogenasa,
indicaban que el estatus tisular tiroideo no estaba alte rado (Kleiman de Pisarev
y col., 1995).

PORFIRIAS.

Las porfirias son desérdenes metabdlicos originados a partir de defectos en el
camino biosintético del hemo (Figura 5). Muchas formas son hereditarias
autosdémicas dominantes, pero algunos tipos son recesivas y otras son
adquiridas a través de la exposicidn a drogas porfiinogénicas y oftros
quimicos. Se pueden clasificar en porfirias agudas y no agudas. En algunas
circunstancias, mds de una enzima puede estar afectada (Moore, 1993).
Como una consecuencia de los defectos enzimdticos, se produce una
actividad incrementada de la enzima inicial que regula la velocidad de esta
via biosintética en el higado: 5 - aminolevulinato sintetasa (ALA-S), con una
sobreproduccion y una excrecién incrementada de portf irinas y/o precursores

de porfirinas.
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Figura 5.
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El camino biosintético del hemo, levemente modificado por Moore y col., (1987).

La Porfiria Cutdnea Tarda (PCT) puede producirse por exposicion a
hidrocarburos aromaticos polihalogenados, fundamentalmente a
hexaclorobenceno y 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, los cuales inactivan a
la enzima Uroporfirindgeno Decarboxilasa (UROD) causando porfiria
experimental en animales (Sweeney, 1986; Altomare y Capella, 1995). Esta
enzima citosdlica, la guinta en el camino metabdlico del hemo, cataliza la
conversién de uroporfiindgeno a coproporfiinégeno por decarboxilacion
secuencial de las cuatro cadenas laterales de carboximetilo del
uroporfirinédgeno, formando intermediarios hepta, hexay pentacarboxilicas, los

cuales sirven como sustratos para la enzima.




Qg O

Uroporfirindgeno |l > Coproporfirinégeno Il + 4
CO2

Este tipo de porfiria, se caracteriza por la acumulaciéon y excrecion de
uroporfirinas y porfiinas dcidas heptacarboxilicas (porfirinas  altamente
carboxiladas), que cuando la enfermedad es severa, se acumulan en la piel,
produciendo una grave fotosensibilidad y lesiones cutdneas (Kennedy vy
Wigfield, 1990) (Figura 6).

Figura 6.
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Efectos metabdlicos de la deficiencia de UROD. Se muestran las reacciones
catalizadas por la UROD vy la Uroporfirinégeno il sintasa (UROGEN SIN). La actividad
disminuida de UROD conduce a la acumulacién de sus sustratos y metabolitos.
Urogen, coprogen, isocoprogen: uro-, copro- € isocoproporfiindgeno; 5,6,7 CO2H:
porfirindgenos penta, hexa y heptacarboxilicos; HMB: hidroximetilbilano, EN: ciclizacién
no enzimdtica.

Los hidrocarburos aromdaticos polihalogenados (HAP) inducen a la familia de
citocromos P450IA (CYPIA) (Francis y Smith., 1987). En roedores, los citocromos

P450lA2 catalizan la oxidacion microsomal dependiente de NADPH de




uroporfirinégeno a uroporfirinas (Lambrecht y col., 1992). Un posible
mecanismo de inactivacién de UROD en hepatocitos, podria ser debido a la
alta proporcién de productos de oxidacidon no porfiicos generados en
presencia de hiero. En condiciones normales, la proporcién de UROGEN Il
oxidado a uroporfirina y productos de oxidacion no porfiricos en presencia de
hierro, estd aumentada por la induccién del citocromo P4501A2 y por la
acumulacién intracelular de uroporfirindgeno secundaria a la deficiencia de
UROD (Elder, 1998).

Relacion entre los efectos sobre las hormonas tiroldeas y la produccién
de porfiria por Hexaclorobenceno.

En nuestro laboratorio, hemos demostrado, que la T4 juega un importante rol
en la induccién de porfiria (Sopena de Kracoff y col., 1994), sugiriendo que la
disminucion de Ts sérica después de la exposicidon al HCB es un mecanismo
compensatorio que lo protege de este efecto. El desencadenamiento de
porfiria y de las alteraciones en el metabolismo de hormonas tiroideas son
efectos que ocumen a dosis y tiempos diferentes, siendo estos Ultimos
pardmetros mds sensibles en dosis y tiempo a la exposicién al HCB (Kleiman de

Pisarev y col., 1989).

RECEPTOR DE HIDROCARBUROS AROMATICOS (RHA).

Durante varias décadas, los cientificos se preguntaban si dentro del
organismo, existian respuestas adaptativas que minimizaran la toxicidad de los
contaminantes ambientales. En experimentos con roedores, se encontré que
los hidrocarburos aromdaticos policiclicos inducian la actividad de un ndmero
de enzimas microsomales hepdaticas, lamadas en forma general “hidroxilasas
de hidrocarburos aromaticos” (HHA) (Conney y col.,1956). Como las enzimas
activadas fueron capaces de oxidar a estos compuestos bajo una re -
exposicion a corto plazo, se pensd que servirian como respuesta adaptativa a
dichos téxicos. El andlisis de la regidn 5' regulatoria del gen del CYP1A1 reveld
la existencia de un cierto nUmero de elementos enhancer que responden a

dioxinas (DRE}, que fueron requeridos para la induccién, y donde se une una



proteina citosdlica llamada “receptor de hidrocarburos aromaticos” (RHA) o
“receptor Ah" (Ahr} en respuesta alligando (Denison y col., 1988).

Existirian al menos 2 caminos de transduccién de la sefal para el AHR: 1 - el
camino de la respuesta adaptativa y 2- el camino de la respuesta téxica.
Schmidt y Bradfield, {1996) definen como respuesta adaptativa, a la induccién
de enzimas que metabolizan xenobidticos, por unién del AHR-ligando al DRE,
debido a que dichas enzimas juegan importantes roles en el metabolismo de
quimicos fordneos, convirtiéndolos en productos de excresién inocuos. Pero,
una complicacién inesperada de éste sistema de detoxificacién, es que
transforma a los compuestos inductores en compuestos electrofilicos que
pueden combinarse con macromoléculas celulares, conduciendo a funciones

celulares alteradas y genotoxicidad.

El camino de respuesta téxica, en cambio, se basa en que muchos efectos
mediados por el receptor Ah tienen un impacto negativo sobre el individuo
expuesto. Algunos de estos efectos son: promocién de tumores, activacion
persistente del receptor de hormonas tiroideas, regulacién negativa (“down
regulation”) del receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (REGF),
inmunosupresidon, inhibicibn de la gluconeogénesis, teratogénesis/
embriotoxicidad, disminucién de los niveles séricos de tiroxina, porfiria, sefal
alterada del receptor de estrégenos, utilizacion del tejido adiposo marrdn,
metabolismo lipidico desregulado, disminucidén del peso corporal, disfunciones
cardiacas, etc. Schmidt y Bradfield (1996} plantean la existencia de

mecanismos de accidn distintos para las respuestas adaptativas y téxicas.

Sin embargo, los mismos autores, proponen un camino endégeno para el
receptor Ah, en que éste podria tener funciones constitutivas o independientes
de ligando en procesos bioldgicos diferentes del que ya conocemos activado

por ligando.



MECANISMO DE ACCION DE LOS TOXICOS TIPO DIOXINA.

Los téxicos “tipo dioxina™ incluyen a dibenzo- p-dioxinas polihalogenadas,
dibenzofuranos, bifenilos policlorados, naftalenos, azo y azoxybencenos e
hidrocarburos aromaticos polihalogenados, los cuales poseen
toxicolégicamente, propiedades muy similares, siendo la 2,3,7.8 -
tetraclorodibenzo- p-dioxina (TCDD), el compuesto mds téxico de esta familia
(Poland y Knutson, 1982; Fisher y col., 1989). Son compuestos extremadamente
estables, tanto en el ambiente como en los organismos vivos, 10 que los hace
persistentes y produce la bioacumulacién en la cadena alimentaria. Debido a
que son altamente lipofiicos e insolubles en agua, se co ncentran en los
sedimentos de rios y lagos y son incorporados dentro del tejido graso de

peces, aves, reptiles y mamiferos (Birnbaum, 1994).

Las razones mads destacadas que llevaron a los cientificos a interesarse por el
estudio del modo de accién de este grupo de quimicos son: a- su alta
toxicidad, b- su amplia distribucién en los ambientes, c- producen una
multiplicidad de efectos tdéxicos en diferentes especies de vertebrados, d - las
personas tienen una sensibiidad similar a los animales de experimentacién
para estos téxicos y e- son buenas pruebas moleculares para el estudio de

mecanismos de toxicidad celular.

Segun demostrdé Birnbaum (1994) para la TCDD, los efectos de este tipo de
compuestos, pueden agruparse en tres clases de alteraciones (Tabla 1): a-
metabélicas, produciendo cambios en los niveles enzimdticos; b- en la
homeostasis hormonal, desencadenado por cambios en los niveles
hormonales y sus receptores y c¢- en el crecimiento y diferenciacién ,
producidos a partir de cambios en los factores de crecimiento y sus

receptores.
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Tabla 1.

Efectos biolégicos del TCDD (Birnbaum, 1994).

A- induccién enzimdtica — Alteracién del metabolismo
-CYPI1A]
-CYP1A2
- DT-diaforasa
- UDP-glucuroniltransferasa
- Glutation-S-transferasa
- Aldehido deshidrogenasa
- Ornitina decarboxilasa
- Tirosina quinasa
- Deoxinucleotidiltransferasa terminal
- Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
- Inhibidor del activador de plasminégeno 2

B- Moduiacion de hormonas y receptores - Homeostasis alterada
- Andrégenos
- Estrogenos
- Receptor de estrogenos
- Glucocorticoides
- Receptor de glucocorticoides
- Insulina
- Gastrina
- Hormonas tiroideas
- Melatonina

C- Modulacién de factores de crecimiento y receptores — crecimiento y
diferenciacion alterad os
- Vitamina A
- EGF
- TGFa
- Receptor de EGF
- TGFp
- INFa
-1Lp
- c-Ras
- c-erbA

Los téxicos tipo dioxina podrian tener dos caminos de accién.

Matsumura (1994) propuso que los téxicos tipo dioxina, en particular la TCDD,
después de su ingreso a la célula a través de la membrana plasmdatica, se

unen al receptor citosdlico Ah que forma parte de un complejo junto con las



proteinas de shock térmico (HSP) 90, 70 y 50 y una proteina quinasa de tirosina,
la SRC. Seguidamente a esta unién, el dim ero Ah-TCDD se separa del resto del
complejo y se transloca al nucleo, formando un heterodimero con la proteina
translocadora nuclear del receptor Ah (ARNT). Este heterodimero modula la
expresion de genes que poseen en sus promotores elementos XRE (elementos

que responden a xenobidticos) o DRE (elementos que responden a dioxinas).

La accién mds comun de todos los quimicos “tipo dioxina” es la inducciéon
de enzimas que metabolizan xenobidticos en varios tejidos, particularmente en
higado (Nebert, 1979). El fendmeno de induccidon mds estudiado ocurre sobre
el citocromo P4501A1 {CYP1A1) y en menor medida 1A2. Se ha demostrado,
que los genes que codifican para estos citocromos, poseen una secuencia
especifica en el ADN, 5'- GCGTG - 3' a menudo llamada XRE 6 DRE, al cual se
une el complejo formado por ARNT y el receptor citosélico Ah unido a su
igando, causando de esta manera la activacién de su expresion para
producir mayor cantidad de ARNm para la sintesis de la proteina CYPIA}

(camino 1, FiguraZ).

Cuando el receptor Ah se separa del complejo HSP, libera a la proteina SRC
activandose su quinasa de tirosina (PTK). La activaciéon de SRC en el citosol,
podria desencadenar fosforilaciones directas sobre oftras proteinas
importantes del citosol, membrana p lasmatica (receptores de factores de
crecimiento) y otras organelas intracelvlares para producir cambios
funcionales (camino 2, Figura 7). La PTK interna de la SRC, podria actuar como
desencadenante de la via de transduccidén de senales de receptores de
factores de crecimiento, a través de RAS y la activacién de proteinas quinasas

activadas por mitdgenos (MAPKs), que podrian fosforilar factores de

transcripcién, tales como la proteina activadora - 1 (AP-1). Segun Matsumura
(1994) ambos caminos 1 y 2, podrian igualmente afectar procesos
transcripcionales.

El camino de transduccién de senales de receptores de factores de
crecimiento, induce respuestas mitogénicas en células, directamente

activando a “genes de respuesta temprana”. Este mensaje de transduccié n,
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resulta en cambios de la fosforilacién de factores transcripcionales nucleares,
que son capaces de reaccionar directamente con los genes de respuesta
temprana (a veces designados como “inmediate early genes” o genes IE), a
través de sitios sobre el ADN de respuesta a AP-1 y AP-2, elemento de
respuesta a AMPc (CRE), MYC y ofros sitios de respuesta sobre regiones
promotoras de estos genes, regulando sus expresiones (Herschman, 1991). Asi,
una vez activada esta via, no requiere de ninguna interaccién de re ceptor
activado por ligando - ADN (por ejemplo interaccién TCDD - XRE) para modular
la expresidon de genes de c-fos, c-jun, jun-D y c-myc (genes de respuesta

temprana, codifican para factores de transcripcion).

Figura 7.

GENES CON XRE
FACTORES DE
TRANSCRIPCION
NUCLEAR

FOSFORILACION DE

GENES IE PROTEINAS

Esquema hipotético del camino de fosforilacién de proteinas activado por los téxicos
tipo dioxina. Después de entrar a la célula a través de la membrana plasmatica
(circulo externo) el téxico encuentra al complejo del receptor Ah (Ahr) que consiste en
proteinas “heat shock" (HSP) 20, 70 y 50, una proteina quinasa de tirosina, SRC y el Ahr.
Después de la unién, el receptor Ah unido al téxico, abandona el complejo y se mueve
hacia el interior del nicleo (circulo interno), con la ayuda de un segundo factor de
transcripcidon (ARNT) (camino 1). Al mismo tiempo, la partida de Ahr unido al ligando
del complejo de proteinas HSP, libera a SRC y de esta manera activa su proteina
quinasa interna (camino 2), activando al camino de transduccién de sefales de




factores de crecimiento (camino 2') a través de la activacién de la proteina RAS y
MAPK produciendo la fosforilacién de factores de transcripcion tales como AP1. Estos
factores activan genes de respuesta temprana (genes IE). La activacion de SRC en el
citosol, al mismo tiempo, podria ocasionar la fosforilacion de otras proteinas
importantes de la membrana plasmdtica (por ej. receptores de factores de
crecimiento), del citosol y de ofras organelas intracelulares {camino 2'') induciendo
cambios funcionales.

Por ofro lado, estd bien estudiado que el receptor Ah también podria
fosforilarse cuando se une al TCDD, antes de entrar al nicleo y dimerizar con
ARNT. Poelinger y col {1993) demostraron que el receptor Ah defosforilado no
puede unirse @ ARNT y tampoco es capaz de interactuar con el ADN. También
trabajaron con animales tratados in vivo con TPA (12-O- tetradecanailforbol
13-acetato) para regular negativamente a la proteina quinasa C (PKC), y
observaron que ,tanto la unién del Ahr-TCDD al ADN como la funcién del XRE
fueron inhibidas, indicando el rol critico de la fosforilacion de proteinas en este
marco. Debemos hacer hincapié en el concepto de que el mismo evento de
unién al ligando, desencadena la activacién de proteinas quinasas, y las

candidatas mds probables son la ppé0 k€ y la PKC (Matsumura 1994).

El TCDD es un agonista fuerte del receptor Ah, mientras que el HCB al ser un
agonista débil (Hahn y col., 1989), podria actuar sobre algunos pardmetros
celulares, por mecanismos independientes de este receptor, segun el tiempo y

la dosis de exposicion.

FOSFORILACION DE PROTEINAS.

Proteinas como moléculas de comunicacion.

Entre los eventos involucrados en la comunicacidn intracelular, la
fosforilacién de proteinas ocupa una posicidén central, en la cual éste parece
ser el mecanismo mds variable y versatil para el cambio del “estado interno”
de una proteina de una manera reversible. Por otro lado, la fosforilacién de
proteinas provee el principal cédigo binario para el procesado de senales
ambientales e intercelulares. Estas senal es exdgenas estan discriminadas por

proteinas receptoras, localizadas en la superficie celular o en el citoplasma, las
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cuales directa o indirectamente modvulan la maquinaria intracelular para la

fosforilacién de proteinas (Figura 8).

Las proteinas transductoras de sefales, estan compuestas por lo menos, por
dos partes: un médulo receptor para la discriminacion de la sehal de entrada
(dominio regulatorio) y un mdédulo transmisor para la emisién de la sefial de

salida (dominio funcional). El ejemplo mds estudiado es la proteina G.

Las moléculas efectoras estdn directamente controladas por receptores
activados, éstas incluyen enzimas como guanilato ciclasas, proteinas quinasas
y GTPasas (proteinas-G), pero también canales idnicos y secuencias
gendmicas regulatorias. Las moléculas efectoras modulan las sefales y las
traducen dentro de un lengugje intracelular de moléculas de sefal (los
segundos mensagjeros) y de interacciones moleculares. Los segundos
mensajeros controlan la funcién de otras proteinas efectoras “rio abajo”, en
particular proteinas quinasas, pero también canales idnicos, componentes del
citoesqueleto, etc. Algunos representantes bien conocidos son: los nucledtidos
ciclicos (AMPc, GMPc), diacilglicerol (DAG), inositol fosfato (IP3) y Ca?*.

La fosforilacion conduce a una importante modificaciéon de la estructura de
una proteina. El grupo fosfato se une covalentemente a un residuo
aminoacidico como serinqg, treonina y tirosina {(unién éster), histidina y lisina
(unidn amida), cisteina (unién tioéster) o acido glutdmico y dcido aspdrtico
{unién anhidrido mixto). La fosforilacién usada con propdsitos de sefial, ha sido
distinguida a partir de la formacién de proteinas fosforiladas como estados de

transicién de corta vida en catdlisis enziimatica.
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Figura 8.
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Caminos estédndar de transduccién de senales celulares. Los receptores activados por
una senal son capaces de contactar a moléculas transductoras y/o efectoras tales
como quinasas de tirosina, proteinas G, canales idnicos, y secuencias de ADN de
genes regulatorios. En ciertos casos, receptor y efector pueden estar localizados en la
misma molécula proteica. Las moléculas efectoras modulan la sehal de entrada en
amplitud y frecuencia y la traducen al lenguaje celular. Estos Ultimos usa n
interacciones directas entre proteinas, una variedad de segundos mensagjeros y
modificaciones covalentes de proteinas, en particular fosforilacion. (A) Esquema
mostrando ligandos que activan 3 tipos de receptores de membrana, con actividad
de quinasa de tirosina, acoplado a proteina G y acoplado a canal idnico y un
ligando que activa receptores nucleares. (B) 1- Esquema muy simplificado del A, 2-
Como la variabilidad de senales celulares es tan grande, no hay caminos lineales, sino
patrones complejos de interacciones de retroalimentacion y interconexion entre vias

(“cross-talking”), resultando en patrones de excitacion difusos.
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La fosforilaciéon de proteinas sefal, estd catalizada por enzimas especificas,
las proteinas quinasas, y defosforiiadas por proteinas fosfatasas
correspondientes (Figura 9). Varios cientos de proteinas quinasas han sido
encontradas hasta ahora y se cree que las células eucaridticas pueden
expresar mas de 1001 proteinas quinasas diferentes (Hunter, 1987). Se ha
estimado que, por encima del 5 % del genoma humano podria codificar para

proteinas quinasas y fosfatasas (Cohen, 1993).

Figura 9.
PROTEINA QUINASA
>
PROTEINA

PROTEINA--P

<

PROTEINA FOSFATASA

Fosforilacién de proteinas dependiente de ATP y defosforilaciéon catalizadas por

proteinas quinasas y fosfatasas.

Proteinas quinasas: caracteristicas comunes y diversidad.

Las proteinas quinasas eucaridticas que catalizan la formacién de ésteres de
fosfato estan clasificadas en dos familias: 1- quinasas especificas de
serina/treonina y 2-quinasas especificas de tirosina. Sin embargo, esta
clasificacién parece no ser estricta ya que se encontraron enzimas de
especificidad dual, para ser/treo y tir como la proteina quinasa activada por
mitégenos, MAP-quinasa-quinasa (MAPKK o MEK), un componente de la

cascada de sefales mitogénica (Auruch y col., 1994; Seger y Krebs, 1995).
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Las principales familias de quinasas de serina/treonina |, son:

- a) proteinas quinasas dependientes de nucledtidos ciclicos (PKA, PKG); b)

dependientes de fosfolipidos (familia de PKC): c)} reguladas por Ca?*-
calmoduling; d) ribosomales $6 (RSK); e} dependientes de ciclinas (cdk, cdc2 -
kinasa); f) activadas por mitégenos (MAPK); g) Raf- quinasas; h) caseina
quinasa CK2 y glucégeno sintetasa quinasa 3; i) receptores transmembrana

(familia del receptor de Factor de Crecimiento Tumoral B ,TGFB/activina); j)

receptores serpenting; k) caseina quinasa 1 (CK1); I} quinasas dependientes de

ADN (Marks, 1996).

Las familias de quinasas de tirosina, han sido divididas en dos subgrupos
grandes:
- a) proteinas quinasas de tirosina citoplasmdaticas, incluyendo las subfamilias
de SRC, Quinasa de SRC celular (CSK), SYK, BTK, Quinasa Janus (JAK), Quinasa
de Adhesidn Focal (FAK), ABL, y quinasas simil FPS -FES.
- b) proteinas quinasas de tirosina de receptores transmembra na, incluyendo
al Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), Factor de Crecimiento Derivado
de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF), Receptor

de Insulina (RI) y subfamilia del Rl y quinasas relacionadas (Marks, 1996).

Las “ectoquinasas” son proteinas unidas a membrana con su dominio
catdlitico del lado extracelular, por ejemplo, la caseina quinasa 1y 2, que
fosforilan tanto sustratos del fluido sanguineo como proteinas ancladas a
membrana, y la PKA que fosforila al péptido atrial natriurético y a las citokinas
de Factor de Crecimiento de Fibroblastos b (FGFb) y el Factor de Necrosis
Tumoral (TNFa) (Vilgrain y Baird, 1991; Skubitz y Gueli, 1991).

¢ Cémo se controla la actividad de ias proteinas quinasas ?

Para muchas proteinas quinasas, la regulacién de su actividad involucra un
mecanismo llamado “control intraestérico” (Kemp y Pearson, 1991). Esto es
una secuencia peptidica, llamada dominio de pseudosustrato, la cual cubre
el sitio activo debido a una analogia estructural con la secuencia consenso de

fosforilacion del sustrato, excepto que no contiene aminodcidos suceptibles
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de fosforilacidn. Después de la activacion de la enzima, la secuencia de
seudosustrato se separa del sitio catalitico, dando acceso a la proteina
sustrato. Ejemplos de esto son la PKC y la PKA. Para muchas otras proteinas
quinasas, se necesita la autofosforilacién o la fosforilacién por otra quinasa
separada, para la activacién; tal es el caso del receptor de EGF o de insviina.
Oftro tipo de mecanismo de control intraestérico, ha sido encontrado para
ciertas tirosinas quinasas, por ejemplo de la familia SRC. Aqui la enzima esta
fija en un estado inactivo, por una interaccién intramolecular entre un residuo
fosfotirosina del extremo carboxilo terminal y u n dominio homdlogo al SRC
(SH2) y se activa por una defosforilacién a partir de una fosfatasa de tirosina,

ademads de una autofosforilacién en otro sitio de la enzima.

El problema de la especificidad de sustrato.

Muchas proteinas contienen un gran numero de supuestos sitios de
fosforilacién, los cuales pueden ser fosforilados selectivamente por diferentes
proteinas quinasas, posiblemente en una secuencia de orden jerdrquico. La
autofosforilacién ocurre en varias quinasas de tirosina y en la proteina quin asa
de Ca? y calmodulina Il. Esta reaccién, se encontré que constituye un
importante paso en la activacién enzimatica, mientras que para la mayoria de
las proteinas quinasas de serina/treonina esta funcién no ha sido encontrada.
Ademds, muchas proteinas quinasas son sustratos de otras proteinas quinasas.
Existen muchos ejemplos indicando este “cross-talk™ entre diferentes quinasas,
siendo un importante mecanismo regulatorio y un paso crucial en la formacion

de las redes de procesamiento de senales intracelulares.

La actividad de proteinas quinasas eucaridticas estd modulada por una
extraordinaria variedad de senales de entrada (Figura 10), en particular por
receptores y otras proteinas regulatorias, primeros y segundos mensajeros,
dcidos nucleicos, y modificaciones covalentes como la fosforilacién. Por estos
recursos de “cross-talkking” de la senal, la red de fosforilacién de proteinas estd
interconectada con otros caminos del procesamiento de la senal intracelular.
El ejemplo mds simple de acoplar s efiales extracelulares directamente con la

fosforilacién de proteinas intracelulares, esta ejemplificado por las proteinas
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receptoras con actividad intrinseca de quinasa o fosfatasa. Los mejores
ejemplos son los receptores con actividad de quinasa de tirosina (RTKs), que
son activados por interacciones especificas con varios factores de

crecimiento e insulina.

Figura 10.
SEGUNDOS
MENSAJEROS
FACTORES DE RECEPTORES
CRECIMIENTO
INSULINA
STOETAR —_ PROTEINAS @—— FOSFORILACION
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ACIDO
PROTEINAS-G
ARAQUIDONICO ARN
CERAMIDAS ADN
POLIAMINAS
HEMO
5'-AMP
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Proteinas quinasas como aceptoras de varias sefales de entrada. El diagrama
muestra los factores que regulan la actividad enzimdtica de diferentes clases de
proteinas quinasas. Muchos de estos factores son a su vez controlados por proteinas
quinasas y otros compuestos de senal infracelular.

Fosforilacién en tirosina e integridad de organismos multicelulares.

Mientras la fosforilacién de proteinas en residuos de serina y freonina fue
reconocido como una reaccién de sefial durante los afos 1950s, debieron
pasar mds de 25 anos hasta que la fosforilacidon en tirosina pudiera ser

aceptada como una importante modificacion post- traduccional. La principal
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razén de esta ideq, era que las proteinas fosforiladas en tirosina representaban
sélo una pequena porcidn (< 1 % } de todas las fosfoproteinas celulares. La
investigacién sobre las fosfotirosinas luego recibid un fuerte estimulo cuando se
encontré que oncogenes retrovirales, tales como v-src codificaban para
proteinas quinasas de tirosina, asi como los receptores de factores de
crecimiento (Gilwer y Erikson, 1981).

El hecho de que un gran nUmero de mutaciones oncogénicas afecten a
quinasas de tirosina, indica que estas enzimas pueden jugar un rol importante
en el procesamiento de sefiales que controlan la integridad de los complejos
organismos multicelulares. La fosforilacién en tirosina estd criticamente
involucrada en procesos fisioldgicos, los cuales permanecen intimamente
unidos a la multicelularidad, en particular la formacién y regeneracién de

tejidos, homeostasis y vigilancia inmunoldgica (Marks, 1996).

La evolucién de la fosforilacién en tirosina viene acompaniada de dos nuevos
aspectos de la comunicacién intramolecular: a- una reaccién de sefial y b- un
medio para establecer contacto directo entre moléculas proteicas (Kishimoto
y col., 1994). El residuo fosfotirosina es especificamente reconocido por
dominios complementarios encontrados sobre otras proteinas, que resuitan en
una interaccién reversible. Este sitio receptor es lamado dominlo SH2 (dominio
homdlogo al Src, porque en ésta proteina fue descubierto por primera vez).
Muchas proteinas transductoras de sefal llevan uno o mds dominios SH2, las
cuales son capaces de comunicarse con proteinas fosforiladas en tirosina.
Mientras que los dominios SH2 discriminan entre diferentes residuos de
fosfotirosina, sobre la base de pardmetros estructurales adyacentes, esta
interaccién adquiere especificidad y variabilidad, dando asi las condiciones
ideales para la construccién reversible de los complejos transductores de senal

y las redes.

Ademads de estos dominios, las proteinas también expresan oftr os sitios de
contacto como los dominios SH3 (Pawson y Schiessinger, 1993) y los dominios
PH (pleckstrin homology) (Mayer y col., 1993}, los que probablemente

establezcan interacciones reversibles con proteinas regulatorias, estructuras
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del citoesqueleto y de la membrana y con proteinas -G, asi como motivos que

permiten una unidn especifica a sitios regulatorios sobre acidos nucleicos.

Extincion de ia senai por defosforilacion.

Para una comunicacion efectiva, la rGpida desaparicion de la sefial es tan
importante como la generacién de la misma, pues de lo contrario el sistema
quedaria paralizado. En ciertos casos, la desaparicién de la sefial representa
una propiedad intrinseca de la molécula transductora de la sefal, como las
proteinas G, quienes poseen una inactivacién autocatalitica debido a su
actividad GTPasa. La senal de fosforilaciédn transducida por proteinas quinasas
es cortada por proteinas fosfatasas, las que catalizan el clivaje hidrolitico de la
unién fosfomonoéster. Ahora, con los recientes avances en el estudio de las
fosfatasas, estd claro que para la célula, el control de la defosforilacion de
proteinas es tan importante y complejo como el control de la fosforilacién.

Como en el caso de las proteinas quinasas, podemos distinguir 3 grupos de
proteinas fosfatasas eucaridticas: las de serina/treonina, las de tirosina y las

fosfatasas duales.

Receptores con actividad de quinasa de tirosina.

Los receptores con actividad de quinasa de tirosina (RTKs), funcionan como
un gran grupo de moléculas que propagan las sefales ambientales a
compartimentos intracelulares para acoplarlos a vias de transduccion de
senales especificas. Estos receptores son esenciales para el crecimiento
normal, el desarrollo y la diferenciacién; y han sido clasificados s obre la base
de los motivos estructurales encontrados en varios dominios, teniendo en
cuenta que los receptores especificos estdn agrupados dentro de familias
(Figura 11) (Yarden y Ullrich, 1988).

Los RTKs contienen cuatro dominios funcionales principales: 1- el dominio
extracelular, que une al ligando con alta dfinidad y especificidad para
proveer una entrada sensorial desde el medio ambiente extracelular; 2- el

dominio transmembrana, formado por aminodcidos hidrofébicos que
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atraviesan la membrana; 3- el dominio quinasa de tirosina citoplasmdatico, que
contiene la actividad catdlitica responsable de mediar las respuestas
bioldgicas y 4- el dominio regulatorio , que varia segun el tipo de receptor: en

el carboxilo terminal, o yuxtamembrana ( Figura 12).

Figura 11.

INTRACELULAR
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Motivos estructurales de las diferentes familias de receptores con actividad de quinasa

de tirosina (RTKs). Tirosina quinasa, ; quinasa insertadaq, ; Zona rica en
cisteina, ; zona similar a inmunoglobulinas, ; unién a fibronectina,
; similar a EGF, ; similar a discoiding, ; zona rica en glicina -proling,

; sinilar a cadherina,

Figura 12
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Cola de COOH Regulacion de la
Terminal senal

Esquema de la estructura propuesta para el receptor de EGF.
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1-Dominios de unién al ligando.

Mucha de la diversidad de los RTKs, se debe a la gran variaciéon en los
motivos estructurales, que comprenden al dominio extracelular de unién al
ligando. Ademds, la gran mayoria de los RTKs, poseen ligandos conocidos y
desconocidos, con diversidad adicional para generar respuestas bioldgicas
para una multiplicidad de ligandos, que se unen al mismo receptor. Por
ejemplo, para el receptor de EGF, sus ligandos deben tener seis cisteinas
conservadas, para crear 3 loops mediante puentes disulfuro. El EGF y el TGF-a
se mostré que poseen actividad biolégica (Prigent y Lemoine, 1992), sugiriendo
que los factores de crecimiento son capaces de activar al EGFR via
mecanismos autdcrinos o juxtdcrinos, mientras permanezcan unidos a la

membrana.

2- Ei dominio de transmembrana.

A pesar de su alta hidrofobicidad y su largo conservado, esta regién no
mantiene la misma estructura primaria entre los RTKs relacionados. Esto podria
deberse a que el segmento tfransmembrana no juega un rol especifico en la

transferencia de la sefial (Yarden y Ullrich, 1989).

3- El dominio de quinasa de tirosina.

Este dominio es esencial para mediar las respuestas bioldgicas de los RTKs.
Las mutaciones que producen la pérdida de la actividad gquinasa de tirosina,
estdn asociadas a la falta de muchas respuestas bioldgicas (Gill, 1989). Existe
una secuencia central o core de 260 aminodcidos que estd conservada en
toda la gran familia de proteinas quinasas. Dentro de este core de dominio
catalitico, se han identificado dos secuencias especificas que distinguen las

quinasas de serina/treonina de las quinasas de tirosina.
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4- Subdominios del dominio intracelular que requla diversas funciones
biolégicas.

Los RTKs contienen varias combinaciones de dominios regulatorios
infracelulares.  Estos dominios incluyen las regiones de yuxtamembrana,

carboxilo terminal y de la quinasa.

Se encontrdé que éstos, guardan informacién importante para el
funcionamiento normal del receptor, incluyendo los sitlos de autofosforilacion
en tirosina para el acoplamiento con proteinas que poseen dominios SH2, sitios
de fosforilacién en serina y treonina para la modulacién por proteinas
quinasas de serina/treonina, cédigos para endoc itosis y otfros cddigos de
trafico requeridos para el procesamiento normal y la modulacién negativa de

los RTKs luego de la unién al ligando.

Luego de la activacién por ligando, la proteina mas altamente fosforilada en
tirosina es el mismo receptor. La funcién de estos sitios de autofosforilacién
parece estar primariamente acoplada al camino de transduccidén de sefiales
o activacion de la quinasa de tirosina. En el caso del receptor de EGF , cinco
sitios de fosforilacién residen en el dominio carboxilo te rminal. Luego de la
autofosforilacién, la proteina asume una conformacién mas abierta, con el
objeto de exponer las fosfotirosinas para la interaccién con dominios SH2, el
cddigo endocitico para interaccién con la maquinaria de trafico intracelular
(Cadenay col., 1994). En cambio, la autofosforilacidn del receptor de insuiing,
parece ser un mecanismo regulatorio del control de la actividad de la TK
intrinseca, mds que para el acoplamiento de la via de transduccidon de
sefiales (White y Khan, 1994).

Sitios para la fosforilacidén en serina y treonina se han encontrado en forma
dispersa, todo a lo largo de los dominios regulatorios. A pesar de que la
funcién de estos sitios no estd completamente entendida, se encontré que
algunos participan de una moduiacién de la sefial biolégica. La fosforilacién
en la treonina 654 del receptor de EGF por la proteina quinasa C, se encontrd
que disminuye la actividad de la TK del receptor y de esta manera atenva la

senal bioldgica (Carpenter y Cohen, 1990). La PKC estd activada en células
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estimuladas con EGF, de esta manera, la fosforilacién de este sitio sobre el
REGF sirve como un mecanismo de retroalimentaciéon negativa. A pesar de
que la funcidn de oftros sitios de fosforilacidn en serina y treonina son
desconocidos, es interesante notar que otras quinasas involucradas en senales
celulares y en la regulacién del ciclo celular, como MAPkinasa (Nortwood y
col, 1991) y cdc2kinasa (Kuppuswamy y col, 1993) también fosforildn al

receptor de EGF proveyendo una potencial modulacién de la sefial.

Luego de la unién al ligando, los RTKs sufren una Internalizacién inducida por
ligando. Se considera, que la célula utiliza este mecanismo para atenuar la
sefal. Esta hipdtesis se basa en que una delecién mutante del REGF tuvo
como resultado la pérdida de la capacidad de internalizarse (Chen y col.,
1989). El decrecimiento de la internalizacién de receptores, estd acompanado
por una disminucion en la degradacion del ligando (Redy y col, 1994). La
informacién estructural necesaria para el reconocimiento de la maquinaria
endocitica, es requerida para el procesamiento del receptor normal y reside

en secuencias especificas encontradas en el dominio regulatorio.

El RTK dimeriza en respuesta al ligando.

Después de la union al ligando, muchos RTKs se dimerizan y agrupan dentro
de unas vesiculas llamadas “coated pits” (hoyos revestidos de clatrina) como
un preludio a su interndlizacién. Este parece ser un importante mecanismo
para la activacién de la quinasa de tirosina (Yarden y Schlessinger, 1987a). La
mayoria de las evidencias, sostienen la hipdtesis de que la dimerizacién

funciona como un mecanismo de activacion.

El complejo EGF-EGFR se internaliza y seguidamente entra a endosomas
tempranos, cerca de la periferia celular, lue go pasan a endosomas tardios en
la regién perinuclear y finalmente a lisosomas donde el complejo EGF-EGFR es
degradado (Figura 13) (Carpenter y Cohen, 1976; Haigler y col., 1979;
Wilingham y col., 1983). En las células A -431 los receptores de EGF
internalizados pueden ser autofosforilados después de los 20 minutos de la

union del EGF a su receptor, mostrando que éste no se disocia
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inmediatamente de su receptor luego de la internalizacién. Las interacciones
receptor-receptor contindan y la actividad de TK toma lugar durante algunos
minutos después de que el complejo ha desaparecido de la membrana
(Sorkin y Carpenter, 1991). Un camino autdcrino para la activacion del EGFR
en las células A-431 ha sido demostrado, donde existe una producciéon
endogena y secrecion de TGF-,, el cual se une al receptor de EGF en la
superficie, activando sélo al EGFR unido a membrana (Van de Vijver y col,
1991). Se hareportado que el EGFR es translocado hasta el nicleo por el EGF,
donde puede tener efectos directos (Holt y col, 1995). Bandyopadhyay y col.,
(1998) encontraron que existe una interaccion fisica entre el receptor de EGF y
proteinas quinasas nucleares, dependientes de ADN (ADN-PKs) en varios tipos
celulares de mamiferos, y que esto podria jugar un rol en la reparaciéon del
ADN.

La senal intracelular estd mediada por interacciones con proteinas fosforiladas
en tirosina.

Algunas de las moléculas implicadas en la transduccidén de sefales que se
encontraron, poseen dominios SH2, incluyendo la Fosfolipasa C-gamma (PLC
y), la Fosfoinositol-3-quinasa (PI3-K) y proteinas activantes de GTPasas de Ras
(GAP) (Cantley y col., 1991) (Figura 14). Se ha demostrado que la PLC.{ , que se
une a varios tipos de RTKs, como el del EGF y del PDGF, hidroliza fosfoinositol 4,
5-bifosfato [PI(4,5)P2] a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), y contiene
dos dominios SH2 (Rhee y Choi, 1992). La generacién de IP3 resulta en un

incremento del calcio citoplasmdatico.

Figura 13.
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Endocitosis mediada por receptor de complejos ligando-r eceptor (L-R). El ligando se
une a su receptor especifico sobre la superficie celular (=0 min), luego el L -R es
répidamente internalizado y aparece secuencialmente en vesiculas pequenas (t=2

min), endosomas tempranos (Ens) (1=5 min} y Ens tardios (=10 min). Luego de la

disociacién, los receptores pueden ser reciclados a la membrana plasmdética (insulina)

o llevados a lisosomas secundarios para su degradacion (EGF). La transduccién de la

senal sigue ocumiendo cuando el complejo se encuentra en los endosomas.

Los sustratos de todas estas enzimas residen en la membrana, conduciendo a
la hipétesis de que la autofosforilacidon de los RTKs puede servir para mediar la
translocacién de moléculas especificas hacia la membrana, de esta forma se
incrementa la probabilidad de que las enzimas encuentren a sus sustratos. Sin
embargo, otros mecanismos como facilitar la interaccién del RTK con su
sustrato o inducir una conformacién mds activa de la enzima translocada

pueden ser también importantes (Panayotou y Wa rterfiled, 1993).

Aunque los receptores normalmente median la transduccién de la sefal a
través de los sitios de autofosforilacion, podrian no requerir la fosfotirosina
intrinseca para mediar la sefial. Por ejemplo, una delecién mutante del REGF
en la gue son removidos los cinco sitios de autofosforilacion, igualmente es
capaz de iniciar la proliferacién celular (Chen y col., 1989). De esta manera,
se cree que existan otras moléculas que funcionan de manera tal de

reasegurar la sefal.

Otra molécula que contiene sitios SH2 es SHC, que diferente a Grb2, éste se
fosforila en tirosina en respuesta a EGF (Ruff-Jamison y col., 1993) e insulina
(Skolnik y col., 1993). Se ha encontrado que SHC se asocia a Grb2-Sos; por lo
que un receptor de EGF mutante sin sitios de autofosforilacién podria mediar la
fosforilacion de SHC y su asociacién con Grb2 (Gotoh y col., 1994). Es
interesante sefialar que SHC es una proteina citosdlica que se transloca a la
membrana en respuesta al EGF, asi esta molécula podria ofrecer un
mecanismo alternativo a la autofosforilacion o un mecanismo acoplado a la
via de Ras y puede servir para amplificar o modular la sefial de entrada desde

los RTKs a Ras.
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Figura 14.

RECEPTOR TIPO
TIROSINA QUINASA

PROTEINA QUINASA
DE TIROSINA
TIPO SRC

PLC-GAMMA

Reclutamiento de enzimas citosélicas con dominios SH2 para PTKs activadas. Los RTKs,
luego de la dimerizacién inducida por ligando, resultaron en una fosforilacion cruzada

de subunidades sobre residuos tirosina. Los multiples regiones fosforiladas en tirosina de

los receptores proveen sitios de unién especificos para enzimas citosdlicas conteniendo
dominios SH2. Una vez asociadas, estas proteinas son sustratos para la quinasa de

tirosina del receptor.

El RTK se acopla a la transduccién de senales complejas.

Los RTKs reciben sefiales extracelulares y transmiten informacion apropiada
a compartimentos intracelulares. A partir de alli, una variedad de cambios
celulares son iniciados, incluyendo transporte de glucosa, incremento en el
calcio intracelular, estimulacién del recambio de fosfoinositidos, incremento
en la sintesis de proteinas, activacion de genes de respuesta temprana, tales
como fos, jun y myc y la iniciacion de la sintesis de ADN vy la divisién celular
(Yarden y Ullrich,1988). Muchos RTKs inician respuestas proliferativas por
acumular entradas de varias vias de transduccidon de senales. Para

comprender los caminos que median estas respuestas, es necesario analizar
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algunas de estas vias de sefial que interactian con los RTKs. Ras estd
conectada a la via de MAPkinasas, ofreciendo de esta forma a los RTKs, una
entrada al camino de transduccién de sefales hacia el nicleo (Figura 15). La
MAPkinasa de serina/treonina o ERK1 estd estimulada por activacion de varios
RTKs (Crews y Erikson, 1993). La activacién de ésta enzima, requiere ambas
fosforilaciones en tirosina y treonina y éstas fosforilaciones son catalizadas por
la MAPkinasa kinasa (MAPKK & MEK).

Figura 15.

RECEPTOR
TIROSINA QUINASA

Activacién del camino de RAS por receptores con actividad de quinasa de tirosina
(RTKs). El ligando se une a su receptor y activa su quinasa de tirosina intrinseca. El

receptor se autofosforila y de esta manera provee sitios de unién para proteinas que
poseen dominios SH2, como la GRB2. El dominio SH3 de GRB2 se une a una region rica

en prolina de SOS, la cual tiene actividad de intercam biar nucledtidos de guanina que
activa RAS por incremento de la forma unida a GTP. RAS se une a RAF, quien activa a
MEK (quinasa quinasa MAP). MEK activa a MAPK (quinasa MAP) por fosforilacion en
treonina vy tirosina. La quinasa MAP se transloca al nidcleo, donde activa a factores de
transcripcién como MYC y JUN.
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Una activacién similar a la de las MAPKKs, se encontré para la kinasa de
serina y treonina Raf. Experimentos recientes encontraron que hay una
interaccién fisica entre Raf y Ras (Moodie y col., 1993; Hallberg y col, 1994). La
informacién es asi transferida por interacciones proteina-proteina y por

modificacién covalente de proteinas en el ndcleo.

Es interesante sefalar, que debemos enfocar nuestra atencidén en la
interconexién entre las multiples vias de transduccién de senales (Figura 16).
Por ejemplo, se sabe que el AMPc tiene una gran variedad de efectos sobre la
funcién celular y que el incremento de éste segundo mensaqjero inhibe la sefial
para el camino de las MAPkinasas en respuesta a varios ligandos incluyendo
EGF, PDGF e insulina (Wu y col., 1993 ; Hordijk y col., 1994).

La expresién inapropiada de los RTKs conduce g diferentes enfermedades
incivyendo cdncer.

La potente capacidad de los RTKs para iniciar proliferacidén requier e de una
estricta regulacién de su actividad. La ruptura de este control puede llevar a
una sefial ingpropiada, desencadenando diferentes enfermedades, como el
cdancer {Aaronson, 1991). Un numero de RTKs fueron identificados primero
como oncogenes, y muchos de éstos oncogenes fueron generados por
mutaciones, los cuales incrementaron su actividad quinasa de tirosina. Por
ejemplo, el oncogen v-erbB fue identificado como una forma truncada del
REGF de pollo, en el cual gran parte del dominio extracelular ha
desaparecido. En tumores de cerebro humanos, una mutacién comun hace
desaparecer los exones 2 a 7 que codifican para el dominio externo,

resultando en una activacién del RTK similar al v-erb B (Nishikawa y col., 1994).
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Figura 16.
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Interaccién de los RTKs con ofras sefiales celulares. RAF es activada luego de la
estimulacion de una variedad de receptores y juntos con MEK y MAPK, forman la
cascada de quinasas citoplasmdaticas. MAPK actia sobre varios blancos los cuales,
finalmente determinan importantes funciones celulares. Las flechas indican activacion,
mientras que las lineas blogqueadas indican inhibicién. Las lineas partidas sugieren
activaciéon. MEK, proteina quinasa activada por mitégenos; ERK, quinasa regulada
extracelularmente; PKA, proteina quinasa dependiente de AMP ciclico; PKC, proteina
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quinasa C; JNK/SAPK, proteinas quinasas activadas por estrés/ por amino terminal Jun;
TNF, factor de necrosis tumoral.

La proteina SRC.

La ppé0¥s< es una proteina quinasa de tirosina, que estd localizada en la
parte interna de la membrana plasmdtica y de otras membranas
infracelulares y representa el prototipo de las quinasas de tirosina no
receptoras. Se considera que interviene en el camino de transduccién de
senales de receptores de factores de crecimiento. La proteina SRC celular
estd expresada ampliamente, principalmente en cerebro, plaquetas y células
epiteliales. La funcidn de la activacién de la SRC todavia no se conoce, pero
durante la mitosis, se localizan en el centro organizador de microtibulos
celular, indicando que podria tener un rol en la estructura del citoesqueleto
durante esta fase del ciclo celular {Shalloway y Shenoy, 1990). El hecho de
que la SRC haya sido encontrada como el producto de un oncogen, indica
que ésta tiene un rol en el control del crecimiento. De esta manera, se
encontré que la actividad de kinasa de la SRC se incrementé con la adicidén

de PDGF a las células (Raiston y Bishop, 1985).

Otras fosfotirosina-proteinas, la pi10 y la pl130 se fosforilan en células
transformadas por SRC (Kanner y col., 1991) y forman complejos con ppé0¥c de
manera dependiente de SH2. Andlisis inmunoldgicos revelaron que la p130 es
una proteina altamente fosforilada en tirosina durante la transformacién por
ppé&0vs< (v-Src) tanto como por v-Crk, formando complejos estables con estas
oncoproteinas. Ademas, estudios de fraccionamiento subcelular, mostraron
qgue la p130 citoplasmdética podria moverse hacia la membrana una vez que
se fosforild en tirosina, de esta manera tendria un rol en la transduccién de
sefnales de fosfotirosina, agrupando las sefiales de multiples moléculas que

contienen SH2 (Ryuichi Sakaiy col., 1994).
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PROTEINA QUINASA C.

Las enzimas de la familia PKC son proteinas transductoras de senales. Estas
moléculas estdn formadas por un dominio amino terminal receptor para la
senal de entrada (dominio regulatorio) y un dominio carboxilo terminal,
transmisor de la sefal de salida (dominio catdalitico), ambos localizados en la
misma cadena polipeptidica. Mientras el dominio catalitico estd altamente
conservado a lo largo de las diferentes isoenzimas y presenta una fuerte
homologia a los dominios cataliticos de otras proteinas quinasas, el dominio

regulatorio exhibe un alto grado de variabilidad (Marks y Gschwendt, 1996).

Dependiendo del mecanismo de activacién enzimdtica, el cual es reflejado
por pardmetros estructurales especificos, la familia de PKC estd clasificada en
tres subfamilias:

1) PKC convencional (PKCc), su activacién requiere calcio y diacilglicerol
(DAG), subtipos o, B, Blly ¥;

2) PKC nueva (PKCn), su activacién requiere sélo DAG, subtipose, 8, n, 0y u;

3) PKC dfipica (PKCa), su activacién es independiente de calcio y DAG,

sUbtipos €, A y 1.

Debemos aclarar que esta clasificacién refleja sélo la historia de
investigacion de estas proteinas, pero no el rol fisiolégico que cumplen. Una
caracteristica comudn a las tres subfamilias, es que su actividad depende de
fosfolipidos acidicos, tales como fosfatidilserina; ademdas las PKC del tipo ¢
requieren un ambiente de membrana para estar activas. Esto no significa que
esté ireversiblemente integrada a estructuras de membrana, ya que todos los
isotipos son encontrados también en cit oplasma. Luego de su activacioén, las
PKCs se encuentran reversiblemente unidas a estructuras celulares. Se observd
que sélo clivando el dominio catalitico del regulatorio {al menos PKCc y n)
gana independencia de los fosfolipidos, y puede funcionar como una quinasa
activa constitutiva en el citoplasma y quizds en otros compartimentos

celulares.
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En la Figura 17, se esquematiza la relacion entre los subfamilias de PKC vy la
transducciéon de sefales de factores de crecimiento, hormonas vy

neurotransmisores.

Figura 17.
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Proteina quinasa C como un paso versdtil en la transduccién de senales intracelulares.
La liberacién de agentes activadores de PKC, tales como DAG y dcido araquiddnico
(AA), tanto como otros caminos activantes son estimulados por una ampli a variedad
de senales extracelulares, que actian via tres mecanismos principales de senales
transmembrana: activaciéon de fosfolipasa D (PLD), fosforilacién en ftirosina e
interacciones receptor-proteina G. Después de la activacién, la PKC cataliza la
fosforilacién de una serie de proteinas sustrato y asi influencia procesos celulares
fundamentales tales como la transcripciéon de genes, la dindmica del citoesqueleto,
formacién de mediadores (eicosanoides) y otros mecanismos de comunicaciéon
intfracelular. Note que las proteinas susstratos de la PKCa son desconocidas. AA,
dcido araquiddnico; CKIl, caseina quinasa I, DAG, diacilglicerol; GSK, glucégeno
sintetasa quinasa; MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos; PA, dacido
fosfatidico; PI3-K, fosfatidilinositol- 3- quinasa; PL, fosfolipasa.

Las PKCs tienen una forma de regulacidn intraestérica, mediante un

seudosustrato. En el estado inactivo, la molécula estd plegada de tal forma
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que el motivo de seudosustrato en el amino terminal cubre el sitio de unién al
sustrato, en la parte carboxi-terminal de la molécula. La unién del DAG o
ésteres de forbol, produce un cambio conformacional, por clivaje proteolitico

y probablemente por inserciéon a la membrana y fosforilacién (Orry col., 1992).

El DAG es un segundo mensajero, generado a partir de dos principales
caminos de transduccion de sefiales intracelulares: el catalizado por la PLC,
que convierte a diferentes fosfolipidos de membrana, (por ejemplo, la PLC -y, a
partir de fosfoinositol bifosfato produce inositol trifosfato y DAG); y el catalizado
por hidrolasa fosfatidica, de hidrdlisis de dacido fosfatidico que a su vez es
liberado desde fosfolipidos de membrana por la fosfolipasa D (PLD) (Boarder,
1994). La activacion de PLC especifica de fosfatidilco lina, que conduce ala
liberacién de DAG vy la activaciéon de PKC (Exton, 1994).

Proteina quinasa C y enfermedad.

Los fuertes efectos de activadores tales como los ésteres de forbol sobre la
proliferacién celular, la diferenciacién y en particular la tumorigénesis
experimental, lleva a la hipdtesis de que las enzimas de la familia PKC podrian
jugar importantes roles en enfermedades hiperproliferativas, en particular el
cancer. De esta maneraq, la expresidon patoldgica de diferentes isoenzimas de
PKC, su potencial oncogénico y antioncogénico tanto como su participacion
en promocién tumoral estd sujeto a una intensa investigacién (Hubbard y
Cohen, 1993). Hasta el presente, ninguna de las isoenzimas de PKC ha sido
identificada como producto de un proto-oncogen. Asi, usando lineas
celulares las cuales sobreexpresan isotipos de PKC individuales, varios autores
fueron capaces de cormrrelacionar activacién de PKC especifica de isoenzima
con cambios en el crecimiento de céluias normales y neopldsicas vy

diferenciacién (Goodnight, y col., 1994; Clemens y col., 1992).

La importancia dei camino de quinasas de tirosina en ei metaboiismo
de iipidos de membrana.

Existe bastante informacién con respecto al rol que juegan las quinasas de

tirosina sobre los fosfoinositidos. Margolis y col., (1989). encontraron que la
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actividad de PTKs es indispensable para el recambio de fosfatidilinositol (Pl)
generado por REGF y RPDGF, ambos fosforilan en tirosina a la PLC -y que
transforma al PIP2 en IP3 y DAG (Johnson y Garrison, 1987). Evidencias
recientes muestran que muchos ligandos incluyendo EGF y PDGF también
pueden estimular la produccidén de DAG a partir de la hidrélisis de la
fosfatidilcolina (PC) mas que desde el Pl (Exton, 1990). El DAG derivado de la
hidrdlisis de PC podria inducir diferentes efectos celulares que el proveniente
de la ruptura de PIP2. Exton, (1990} propone que la ruptura de PC esta
involucrada en mecanismos de control celular que requieren la activacion
prolongada de PKC, por ejemplo: regulacidon de la transcripcion y otros
eventos relacionados al crecimiento celular y la diferenciacién, control de la
actividad de canales idnicos y alteraciones en funciones de receptores
involucradas en la desensibilizacién y otras adaptaciones de celulas a ciertos

estimulos durante tiempos prolongados.

Por otro lado, parece existir una conexién entre los esfingolipidos y la via de
transduccién de senales de receptores de factores de crecimiento. La
observacién de que el PDGF induce un incremento rdpido y transitorio en los
niveles de esfingosina intracelular y en la esfingosina 1- fosfato, tanto como
sobre la actividad de esfingosina quinasa en fibroblastos, sugiere que los
metabolitos de esfingolipidos pueden ser importantes mediadores de la
accién mitogénica de éste y de otros factores de crecimiento (Olivera y
Spiegel, 1993). También mostraron que AP -1 puede servir como un punto de
convergencia donde se encuentren las sefales derivadas de segundos
mensqjeros provenientes de esfingolipidos asi como las sefales procedentes

de glicerofosfolipidos como el diacilglicerol.

TOXICOS TIPO DIOXINA Y EGF.

Matsumura y col.,(1984) reportaron que la TCDD administrada a ratas in vivo
producia un espectacular aumento en proteinas quinasas dependientes e
independientes de AMPc, en membrana plasmdtica de higado. Esta
activacién de las quinasas estaba acompanada por una "down regulation”

(regulacién negativa) de un numero de enzimas y receptores unidos a la
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membrana plasmdtica, fundamentalmente del REGF (Moriya y col., 1986;
Karenlampi y col., 1983; Hudson y col., 1986). Luego. subsecuentes resultados
experimentales confirmaron que la TCDD produce una regulacién negativa
del REGF in vivo (Madhukar y col., 1988; Matsumura y col., 1985) e in vitro
(Moriya y col., 1986; Hudson y col., 1986) en una variedad de tejidos y tipos

celulares, y que éste fendmeno estd claramente mediado por el receptor Ah.

Proteinas quinasas marcadoras de exposicién a dioxinas.

Se observd que luego de la exposicidn a la TCDD, ocurren una activacion
inicial de la PTK intrinseca del REGF, seguido de una modulacién negativa por
PKC via fosforilacién del residuo de treonina localizado cerca de la regién
transmembrana (Sibley y col., 1987). Se encontré que la proteina SRC responde
rGpidamente a la TCDD administrada in vivo, asi como in vifro. Otros
investigadores encontraron que el téxico causa un aumento en el titulo de
RAS, asi como un incremento de las actividades de unién al GTP, (Jankun y
col., 1989; Tullis y col., 1992).

Se encontraron también evidencias de que el mensaje de la transduccién
de senales de receptores de factores de crecimiento, desencadenado por la
TCDD, es transmitido a factores transcripcionales nucleares (Ma y Babish, 1993},
demostrando que aumenta la fosforilacién en ftirosina d e la cdc2 kinasa
hepdtica, proponiendo asi que la fosforilacién en tirosina es un marcador
bioquimico sensible de exposicidn de los animales a las dioxinas (Ma y col.,
1992). Es notable que la activacién de la PTK de ¢ -src estd intimamente

asociada con la activacion de cdc?2 y la mitosis (Taylor y Shalloway, 1993).

;.Entonces, qué significado toxicolégico tiene el camino de fosforiiacién de
proteinas ?

Pareceria que la fosforilacién de proteinas es clave para la expresién téxica
de los compuestos tipo dioxina, en diferentes especies animales y en diferentes
lineas celulares. Bombick y Matsumura (1987b) observaron que tratando una
cepa de ratones sensibles a la TCDD con quercetina (un inhibidor de proteinas

kinasas) in vivo, evitaban la involucién timica producida por el téxico, que se
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sabe estd mediada por el Ahr.  Por otro lado, Puga y col. (1992) y Carrier y col.,
(1992), mostraron que inhibidores de la PKC como staurosporina y 2 -
aminopurina suspendian la induccién de la TCDD sobre el ARNm de CYP1AL.
Ellos concluyeron que la PKC es necesaria para la formacién del complejo Ah
para la activacién transcripcional del ARNm del CYPI1A1, y que el sitio de

fosforilacién esta sobre el receptor Ah .

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS DE MEMBRANA
PLASMATICA COMO MARCADORES DE TOXICIDAD.

Varios investigadores usan la medida de la actividad de enzimas de
membrana plasmdatica, como marcadores de citotoxicidad de xenobidticos.
Peterson y col., (1979) y Matsumura (1983) encontraron una fuerte disminucion
en la actividad de ATPasas (Na+/K+ y Mg++ dependientes) de membrana

hepdatica en muestras de ratas tratadas con TCDD.

ATPasa Na+/K+ dependiente.

La ATPasa Na+/K+ dependiente, también llamada bomba de Na+/K+,
cataliza el pasgje de 2 K+ al interior celular, y la salida de 3 Na+ hacia el
exterior, mediante la hidrélisis de una molécula de ATP para dar ADP + Pi. De
esta manera, la bomba es la responsable directa de un pequena
transferencia neta de cargas positivas hacia afuera de la célulg,
contribuyendo asi al potencial interno negativo (Eckert, 1990). La energia
almacenada en la forma de un gradiente de concentracién de Na+
intracelular-extracelular se utiliza para impulsar el movimiento en contra de
gradiente de oftras sustancias como iones calcio, aminodcidos y aziucares,
mediante difusidn por intercambio y transporte acoplado. Por lo tanto, los
toxicos que disminuyan la actividad de esta enzima, estardn afectando
también los transportes de varias moléculas de nutrientes, asi como hormonas,

etc. que necesitan del equilibrio osmético/eléctrico.



5'Nucieotidasa.

Por otfro lado, la §'Nucleotidasa, es una glicoproteina de membrana, que

cataliza la degradacién de Adenosina 5' monofosfato (5'AMP) a adenosina.
AMPZ + H,O - adenosina + Piz

Merisko y col. (1981) encontraron que los fosfolipidos de membrana modifican
la actividad de la enzima; la esfingomielina actuando sobre la estabilidad de
la enzima, mientras que la fosfatidilcolina, afectando la energia de activacion.
Por otro lado, Whetton y Houslay (1983) observaron que la remocioén de
colesterol de las membranas condujo a un marcado incremento de la
actividad de la enzima. La importancia de la 5'Nucleotidasa radica en que
degrada nucléotidos, y los nucledtidos extracelulares y sus productos de
degradacién, particularmente adenosing, tienen moltiples efectos sobre
funciones celulares, actuando sobre receptores purinérgicos (Che y col., 1997).
El AMP puede seguir una via alternativa de desaminacién cuando aumenta su
concentracién, interviniendo secuencialmente las enzimas 5'Nucleotidasa vy
adenosina deaminasa. Ademds, la adenosina inhibe la lipdlisis y aumenta la
sensibilidad del tejido adiposo a la accidén de la insulina (Green. y Newsholme,
1979).

ORNITINA DECARBOXILASA Y POLIAMINAS.

Las poliaminas putrescina (pt), espermidina (spd) y espermina (spn) se
encuentran en todas las células procaridticas y eucariéticas ( Figura 18). Si
bien no se conoce el modo de accidén definitivo de las mismas, se sabe que
estdn involucradas en muchas funciones celulares, como: mantenimiento de
las membranas celulares, homeostasis del Ca?, transporte de metabolitos y
iones (Schuber, 1989), proliferacién celular (J&anne y col., 1991}, migracién
celular (McCormack y col, 1993; Zimmerman y col., 1995), actividad
transglutaminasa (McCormack y col, 1994), transduccidn de sefales
(Blachowski y col., 1994), transcripcién de genes relacionados al crecimiento
(Celano y col., 1989), produccién hormonal (Sjoholm, 1993) y otros procesos

fisioldgicos vitales. In vivo, las poliaminas son esenciales para la cicatrizacién
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de lesiones gastrointestinales causadas por una variedad de injurias (Banan y
col., 1996). Se encontraron en altos niveles en cancer, donde la proliferacién
celular a menudo estd descontrolada (J anne y col., 1991). Las poliaminas, al
ser policationes, y tener tres 0 cuatro cargas positivas netas distribuidas a lo
largo de su molécula, pueden interactuar de forma mds flexible con

polianiones como el ADN, el ARN y los fosfolipidos (Marton y Morris, 1987).

El control regulatorio de la biosintesis de poliaminas en mamiferos y hongos,
estd ejercido principalmente por dos enzimas: ornitina decarboxiiasa (ODC) y
S-Adenosiimetionina decarboxilasa (SAMDC) (Tiburcio y col., 1997). La ODC
cataliza la remocién de un grupo carboxilo desde la ornitina, para dar
putrescina. La SAMDC, introduce S-adenosiimetionina (SAM) dentro de este
.camino biosintético para ser usado en su forma decarboxilada como un
donante de aminopropilos, en la conversién de putrescina a espermidina y de
espermidina a espermina (Figura 18), catalizada por la Espermidina sintetasa y
la Espermina sintetasa, respectivamente. En los tejidos en reposo de roedores,
se observé que la actividad de espermidina sintetasa era mayor que la de

espermina sintetasa (Wiliams - Ashman y Pegg. 1981).

En mamiferos, también existe una serie de reacciones, las cuales por
acetilacién y oxidacidén convierten la espermina en espermidina y la
espermidina en putrescina (Pegg, 1986; Davis y col., 1992) (Figura 19 ). El
camino de acefilpoliaminas le permite a las células qjustar el exceso de
espermidina y espermina, ambas prominentes en mamiferos (Tiburcio y col.,
1997).

La actividad de la ODC puede ser especifica e ireversiblemente inhibida por
la a-difluoro-metiiornitina (DFMO), un andlogo de la ornitina. El mecanismo de
accién del DFMO, es que funciona como inhibidor suicida que no interfiere
con otras reacciones enzimdticas en las cuales la ornitina actda como sustrato
(Janne y col., 1991). El efecto de este inhibidor sobre el nivel de poliaminas

celulares, es disminuir el contenido de putrescina y espermidina hasta valores
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indetectables, pero afecta muy poco los niveles de espermina (Pegg vy
McCann, 1982).

Figura 18
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Estructura de poliaminas y camino biosintético.

Con respecto a la regulacién de la ODC, es conocido que las poliaminas
ejercen un fuerte control tanto sobre la sintesis como la degradacion de la
enzima (Heby y Person, 1990; Persson y col., 1996). El recambio de ODC es
extremadamente rapido, con una vida media bioldgica de menos de 1 hora.
Se encontré que este recambio estd influenciado por poliaminas (Hayashi y

Murakami, 1995) y depende de la sintesis de una proteina llamada antienzima,
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que se induce por exposicidén a un exceso de poliaminas y se une con alta
afinidad a la ODC, provocando cambios conformacionales en la enzima que
la exponen al proceso degradativo (Hayashi y col., 1996; Li y Coffino 1992,
1993).

La regulacion de la actividad de la SAMDC , estd ejercida negativamente
por las poliaminas spd y spn, pero no por put. Cuando spd y spn estan
presentes en exceso, la SAMDC es regulada rapidamente en forma negativa;
e inversamente, en situaciones en las que los niveles celulares de spd y spn

estdn reducidos (Heby y Persson, 1990; Persson y col., 1996).

En células normales, la actividad de ODC es estimulada rdpida vy
transitoriamente por factores de crecimiento (Pegg. 1986, 1988), mientras que
en células transformadas por carcindgenos quimicos (Gilmour y col., 1986) y
oncogenes como v-src (Hsltta y col., 1993), neu (Sistonen y col, 198%9q) y ras
(Holtta y col, 1988; Sistonen y col, 198%9a, 1989b) la actividad de ODC estd
constitutivamente elevada, con pérdida de las fluctuaciones relativas al cic lo
celular. El incremento en la actividad de ODC parece representar un paso
crucial en el proceso de transformacion, por ejemplo la transformacién celular
de fibroblastos de rata inducida por v-src se puede bloquear por un ARN
antisentido para la sintesis de ODC, o por un inhibidor especifico de la misma
(Holtta y col., 1993). Se ha propuesto que Ila ODC actia en un punto
convergente del camino de transduccién de sehales de muchos oncogenes,
porque la mera sobreexpresion de la ODC conduce a la transformac ién

celular.
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Figura 19.
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Camino biosintético de poliaminas en mamiferos. El camino de acetilpoliaminas
permite a las células ajustar el nivel de poliaminas y disponer del exceso de
espermidina y espermina. En mamiferos, la arginasa participa en la biosintesis de
poliaminas por la disponibilidad de ornitina desde la arginina dietaria. ARG, argining;
3-AAP, 3-acetamidopropanal; AcCoA, acetil coenzima A; AcSPD, acetilespermiding;
ACSPM, acetilespermina; MTA, metiltioadenosina; ORN, ornitina; SAM-DC, SAM
decarboxilasa.

Poliaminas y EGFR.

Las poliaminas estdn involucradas en muchas acciones del Factor de
Crecimiento Epidérmico. Se encontré que el DFMO podia prevenir la
inhibicion de la secrecion dcida de las células parietales estimuladas po r el
EGF (Wojciechowski, y col., 1995). Las poliaminas inhiben la actividad de
quinasa de tirosina del EGFR en las células A -431 (Faaland y col., 1995). En una
linea celular de cdancer de colon, Caco2, la entrada de poliaminas es
estimulada por EGF e inhibida por genisteina, un inhibidor de las quinasas de

tirosina (Milovic y col., 1995). En células L6 y mioblastos bovinos fetales, el EGF y
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el TGF-a, también ligando del EGFR, estimulan la biosintesis de poliaminas,
sugiriendo que éstas son importantes en los eventos tempranos inducidos por
EGF (Blachowski y col, 1994). Ademds, las poliaminas funcionan como
estimuladores naturales de las fosfatasas de serina/treonina (Tung y col., 1985),
modulando asi la accién de algunas hormonas y factores de crecimiento
(Shenolikar y Nairn, 1991).

OTROS EFECTOS DEL HEXACLOROBENCENO.

a) El Hexaclorobenceno afecta la expresion del gen de la enzima
madlica.

En trabajos recientes de nuestro laboratorio, encontramos que en ratas
tratadas durante 9 y 15 dias con HCB (100 mg/100 g p.c.). los niveles de ARNm
de la enzma mdlica (EM) hepdtica aumentaban significativamente, no
estando afectados los niveles de otras enziimas hormonotiroideo-dependientes
de otros caminos metabdlicos, como la gliceraldehido 3 -P deshidrogenasa
(GAPDH, glucdlisis) y la Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK,
gluconeogénesis). Este efecto del HCB sobre la expresion del gen de la EM,
no estaba mediado por un aumento en el nimero de receptores de Ts ni por
una mayor unién de la Ts a su receptor nuclear. Observamos también que el
nivel de ARNm del RT3 (a1 y B1) no estaba afectado por la administracién con
HCB (Loaiza y col., 1998). En experimentos realizados con células H35
transfectadas con promotor completo de la EM, y con diferentes mutaciones vy
deleciones del mismo, se demostré que el elemento de respuesta de
hormonas tiroideas (TRE), estaba involucrado en la accién del HCB. Asimismo,
en experimentos de retardo en gel, usando extractos nucleares de higado de
ratas controles y tratadas, observamos que el téxico aumentaba la formacién
de los complejos ADN/proteina usando un oligonucledtido correspondiente al
elemento TRE del promotor de la EM. Resultados similares se obtuvieron con

células de hepatoma H35 tratadas in vifro con HCB (Loaqiza Pérez y col., 1999).
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b) El Hexaclorobenceno altera la lipogénesis en tejido adiposo marrédn.

Estudios recientes de nuestro laboratorio, indicaron que la administracién de
HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 30 dias, redujo significativamente las
actividades de las enzimas lipogénicas generadoras de NADPH, enzima
mdlica (EM) y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) y de la enzima L-
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (LG3PD) en tejido adiposo marrdén (TAM).
Estos resultados se obtuvieron tanto en ratas eutiroideas como en ratas
tiroidectomizadas, mostrando que el efecto no depende de la presencia de
hormonas tiroideas, ni de la inervacién simpdtica del TAM (Alvarez y col,
1999a). El efecto estimulatorio de dosis saturantes de Ts sobre las actividades
de la EM y la LG3PD fue reducido por HCB. Estos resultados muestran que el
TAM es un tejido blanco en la toxicidad inducida por HCB, lo cual involucra

severas alteraciones en la regulacién de la lipogénesis.

c) Hexaclorobenceno y funcién reproductiva en hembras.

En nuestro laboratorio, recientemente, investigamos Ilas alteraciones
producidas por la administracién oral de HCB (100 mg/100 g p.c.) a ratas
hembras, durante 30 dias, sobre pardmetros de la funcién reproductiva. Se
encontraron: ciclos estrales alterados, disminuciéon en la cantidad de évulos
liberados, disminucién de las concentraciones séricas de estradiol y del
numero de receptores uterinos nucleares, aumento de los niveles séricos de
FSH y una pronunciada disminucién en los niveles de prolacting, sin
alteraciones en los niveles de LH y progesterona. Los estudios histolégicos
mostraron: un aumento en el nUmero de foliculos atrésicos, oocitos con nicleo
picnédtico, infiltrado inflamatorio de células de la granulosa y de la teca, asi
como hiperplasia e hipertrofia del epitelio germinal (Alvarez y col., 1999b]).
Estos hallazgos indicaron que el HCB es un téxico reproductivo, alterando

tanto funciones ovdricas como la regulacién hipotdlamo-hipofisiaria.
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ELEVANCIA DEL TRABAJO.

Este trabajo se encuentra enmarcado dentro de los objetivos de la OMS,
PNUMA, con respecto al empleo de plaguicidas y sus efectos sobre la salud de
la poblacién, lo que pone de relevancia en cuanto al propdsito de contribuir

al mejoramiento de la salud humana.

La Organizacién Mundial de la Salud y el Programa de las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (1992), recomiendan : a- obtencién de plagvuicidas
menos peligrosos que no se absorban faciimente a través de la piel o por
inhalacién, b- redlizar estudios a largo plazo en el animal, ¢c- formular normas
para evaluar y extrapolar los datos obtenidos en los animales, d- intensificar los
estudios in vifro para aclarar el mecanismo de accidén de los diferentes
plaguicidas, e- aumentar los estudios metabdlicos, a fin de identificar
metabolitos que puedan ulilizarse para la deteccidn de trabajadores
expuestos, f- vigilar regularmente las concentraciones que alcanzan los
residuos de plaguicidas en el aire, el suelo y el agua, g - vigilar los residuos de
plaguicidas en los dlimentos, constituyendo uno de los métodos mds
importantes para reducir los peligros consiguientes para la salud humana, h -
aumentar y reorientar las encuentas epidemioldgicas, i -encontrar marcadores
biolégicos que permitan descubrir las modificaciones iniciales y puedan

ponerse a prueba en las poblaciones expuestas.

Otro rasgo relevante de este trabagjo, es que se trata de los primeros estudios
sobre el efecto del HCB sobre transduccién de senales, y en el que se
emplean dosis 100 y 1000 veces menores y exposiciones a tiempos mds cortos
que las que normalmente producen efectos téxicos. Es importante sefalar,
que los niveles de exposicion de las poblaciones humanas a los quimicos
ambientales son usualmente varios érdenes de magnitud menores que las
concentraciones usadas en la mayoria de los trabajos experimentales
redlizados hasta el presente en animales de laboratorio. Es por ello, que las
extrapolaciones de los resultodqs experimentales obtenidos con esas altas
dosis, no reflejarian, al menos en parte, los efectos que las concentraciones
muy inferiores encontradas en el medio ambiente, pueden producir en los

sistemas bioldgicos.
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OBJETIVOS.

* Nuestro principal objetivo fue el estudio del mecanismo de accién del HCB
sobre transduccién de senales en higado de rata, fundamentalmente del
camino de receptores de factores de crecimiento.

Para ello, se estudiaron los siguientes pardmetros:

- funciones enzimdticas de la membrana celular hepdatica

- fosforilacién de proteinas endégenas, de membrana y citosdlicas
- niveles de receptor de EGF,

-actividad de quinasas de tirosina, de membrana y citosdlicas.
-contenido de fosfotirosina de proteinas enddgenas, de membrana

y citosdlicas

e Se estudié luego. su relacidon con efectos adversos y/o tdxicos del
pesticida, tales como la hipotiroxinemia y la porfiria. Por otro lado, en el
marco de un tratamiento crénico, estGbamos interesados en el estudio del
mecanismo de accién a dosis muy bajas, donde no estarian involucradas

las patologias antes mencionadas.
e Como Ultimo objetivo, investigamos si el HCB modificaba la actividad de

Ornitina Decarboxilasa y el contenido de poliaminas, asi como su relacién

con las actividades de quinasas de tirosina y proteina quinasa C.
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MATERIALES Y METODOS




Productos Utllizados. El hexaclorobenceno (HCB, > 99 % de pureza, grado
comercial) fue obtenido de Mdaximo Paz S.A. (Buenos Aires, Argentina). El
[32P]JATP (6000 Ci/mmol) y la [L-1-'*C]-ornitina fueron comprados en NEN
(Boston, M.A.). El anticuerpo monoclonal contra el receptor de EGF (Factor de
Crecimiento Epidérmico) humano, vy las membranas de nitrocelulosa fueron
comprados en Calbiochem (La Jolla), y el anticuerpo policlonal contra
fosfotirosina, hecho en rata, en Transduction Laboratories (Lexington, KY). Se
utilizaron compuestos quimicos de grado ACS de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, M.O.}.

Animales y diseno experimental. Las ratas Wistar hembras (160-180 g al
comienzo del experimento) se adquirieron en la Comisidén Nacional de Energia
Atdmica (CNEA). Fueron alimentadas con alimento balanceado Purina 3,
(Cabeca, S.C.A., Argentina) y agua ad libitum. Las condiciones ambientales
del bioterio consistieron en ciclos de 12 h luz- 12 h oscuridad, 22-24 + 3 °C de
temperatura y 45-75 % de humedad. Luego de un periodo de aclimatacién
de 7 dias, 5 ml de suspensiones acuosas de HCB a distintas concentraciones,
en Tween 20 (0.5 ml/100 ml) fueron administradas diariamente por intubacién
gastrica.  Los animales control recibieron iguales volimenes de solvente
apropiado por la misma via. La dosis maxima de HCB empleada en todos los
ensayos fue de 100 mg/100 g p.c.. elegida en base a estudios previos
realizados en nuestro laboratorio (Kleiman de Pisarev, y col., 1989; 1990) que
demostraron que dicha dosis desencadenaba claras manifestaciones de

porfiria hepdtica y alteraciones del metabolismo de las hormonas tiroideas.

Para los ensayos de inhibicién de la actividad de Ornit ina Decarboxilasa
(ODC) in vivo, se utilizd difluvoro metilornitina (DFMO), un inhibidor irreversible
suicida especifico, andlogo de la ornitina. Este producto soluble, fue
suministrado a las ratas, en el agua de bebida en una concentracién al 2%,

desde 24 horas antes de comenzar el tratamiento con HCB (100 mg/100 g

p.c.).

La salud general de los animales, evaluada por el comportamiento vy

apariencia de las ratas, examen de la epidermis, membranas mucosas, peso
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corporal y consumo de alimento y agua, no fue afectada por la dosis de HCB

empleada.

Preparacion de fracciones subcelulares.

Microsomas y citosol . Luego de 10-12 horas de ayuno, los animales fueron
sacrificados por decapitacién y los higados perfundidos con NaCl 0.154 M y
usados inmediatamente para la preparacién de membranas plasmaticas,
microsomas y citosol.

Se aislaron microsomas a partir de un homogenato crudo de higado en
Hepes-Tris 25 mM (pH 7.4) suplementado con sacarosa 250 mM, conteniendo
inhibidores de proteasas: bacitracina 10 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml, pepstatina
A 10 pg/ml, quimostatina 10 pg/mly PMSF( para metil sulfonil fluoruro) 2 pM. El
homogenato crudo se centrifugd durante 20 minutos a 12.000 xg para separar
las células rotas, la fraccidn nuclear y las mitocondrias. El sobrenadante
obtenido fue centrifugado durante 60 minutos a 100.000 xg para obtener la
fracciébn microsomal y citosélica. En los inmunoensayos para determinar
fosfotirosina, los homogenatos se prepararon en presencia de inhibidores de
fosfatasas, ortovanadato de sodio 2 mM (Na3VOs4) y fluoruro de sodio 100 mM
(NaF), con el propdsito de impedir la accién de las fosfatasas sobre los residuos
de tirosina que ya habian sido fosforilados durante el tratamiento in vivo con
HCB. El vanadato es un potente inhibidor de fosfatasas de tirosina y ejerce
asi indirectamente, una activacién de algunas quinasas de tirosina (Ueki y col.,
1995). Sin embargo, en algunos casos el vanadato puede estimular la
actividad de quinasas de tirosina directamente (Earp y col., 1983). El NaF es un

inhibidor de las fosfatasas de serina/treonina (Brautigan y Shriner, 1991).

Membranas plasmadticas. Las membranas plasmaticas fueron aisladas a
partir de 6-8 g de higado fresco, perfundido con solucién fisioldgica, por
centrifugacién diferencial seguido por una técnica de purificacidn en
gradiente de sacarosa (Hubbard y col., 1983). Esencialmente, los higados
fueron homogeneizados en STM 0.25 M (sacarosa 0.25 M, Tris- HCI 5 mM, pH 7.2-
7.6, MgCl2 1 mM) con 10 golpes en un homogeinizador de vidrio tipo Dounce
con émbolo de vidrio. El homogenato fue gjustado al 20 % (peso de higado /

volumen total) con STM 0.25 My luego filtrado por cuatro capas de gasa. El
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filtrado se centrifugd a 280 xg durante S minutos y se descarté el precipitado.
El sobrenadante, se centrifugd a 1.500 xg durante 10 minutos y el precipitado
se resuspendid con tres golpes de Dounce en 1,2 volimenes de STM 0.25 M /
gramo de higado inicial. Seguidamente, se agregd STM 2.0 M hasta obtener
una densidad final de 1,18 g/ml . Finalmente, se agregd suficiente STM 1.42 M
(3= 1,18 g/ml) para llegar a un volumen igual al doble del homogenato inicial.
Alicuotas de 35 ml fueron colocadas en tubos de centrifuga pldsticos y por
encima, se adicionaron de 2 a 4 ml de sacarosa 0.25 M. Luego se centrifugd
durante 60 minutos a 82.000 xg (sin freno) y el precipitado obtenido en la
interfase fue recogido cuidadosamente con pipeta Pasteur y resuspendido en
sacarosa 0.25 M para obtener una densidad final de 1,05 g/ml. Esta
suspension fue centrifugada a 1.500 xg durante 10 minutos y el precipitado

final fue resuspendido e n sacarosa 0.25 My guardado a -20 °C.

Determinaciéon de ia actividad de ATPasa Na+/K+ dependiente. Las
membranas microsomales se resuspendieron en Tris-HCI 138 mM (pH 7.4), EDTA
ImM y guardaron a -70 °C hasta la medicién de la actividad de ATPasa de
acuerdo al método de Richards y col, (1978). A 100 ul de la muestra
resuspendida, se le agregaron 400 pl de mezcla de reaccidén que contenia
NaCl 120 mM, KCI 10 mM, MgCl 2 3 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), EGTA | mM, ATP
2 MMy 0,1 uCi/ tubo de [y-2P-ATP]. Se usd como blanco de ensayo a las
preparaciones que contenian ouabaina, en ausencia de NaCl 120 mM. La
ouabaina es un bloqueante especifico de la ATPasa Na+/K+ dependiente. Los
tubos se incubaron durante 60 minutos a 37 °C con agitacién continua. La
reaccioén se detuvo en hielo con 750 pl de molibdato de amonio 0,5 % en
acido percloérico 10 %, seguido por el agregado de 600 pl de alcohol
isobutilico. Seguidamente se incubd durante 15 segundos a 37 °C agitando
luego en vortex para mezclar las dos fases y lograr que el fosfato pase a la
fase alcohdlica. Se centrifugd luego a 2000 rpm durante 2 minutos. De la fase
superior de cada tubo, se tomdé una dalicuota de 300 ul y se midié la
radioactividad en contador beta de centelleo liquido. La actividad
enzimdtica fue lineal con respecto al tiempo y a la cantidad de proteina. La

actividad se expresé como pmol de Pi/ mg de proteina por minuto.
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Determinacién de ia actividad de 5'Nucieotidasa. La actividad de
S'Nucleotidasa se determiné de acuerdo al método de Widnell y Unkeless
(1968). Los microsomas hepdticos aislados se mantuvieron en freezer a - 20 °C
durante 3 a 6 dias. Las muestras se resuspendieron en sacarosa 0.25 M, Tris 10
mM (pH 7.4) en Potter Elvelhjem con pistdn de teflén. Se midid la
concentraciéon de proteinas por el método de Bradford (1976) y se llevd a una
concentracién final de 5 mg/ml. La actividad enzimatica fue medida por
incubacién en un volumen final de 0.5 ml a 37 °C durante 20 minutos,
conteniendo: 50 ul de proteina y 450 ul de una mezcla de Na-5'AMP 50 mM,
glicina-NaOH 0.5 M (pH 9.1), MgCk 0.1 M y agua, en relacién 1:2:1:5. La
reaccion se detuvo por el agregado de 25 ul de acido tricloroacético (TCA) 50
%. Después de mantener los tubos durante 30 minutos en frio, se centrifugaron
durante 10 minutos a 750 xg. El blanco se realizé con 50 pl de agua destilada.
El sobrenadante se utilizd para la determinacién de fosfato inorgdnico
(Reaccién de Ames), donde se tomaron 50 ul del sobrenadante (o K2HPOu 1
mM de estandar) y se llevé a 250 pl con agua bidestilada. Se agregaron 700 pl
de una mezcla de acido ascdrbico 10 % en agua destilada (preparado fresco)
y molibdato de amonio 0.42 % en dcido sulfdrico 1 N, en relaciéon 1:6.
Seguidamente se incubaron durante 20 minutos en bafo calefactor a 45 °C.
Se leyd la absorbancia a 660 nm. Para la curva de calibracidn, se fabricd una
solucién estandar de K2HPOs 1 mM, usdndose 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 ul de

solucion estandar por cada tubo.

Determinacién de fosfoiipidos endégenos. Las proteinas microsomales
hepdticas se cuantificaron por el método de Lowry y col., (1951), previa
digestion alcalina. Los lipidos se extrajeron con cloroformo: metanol: (1:1
vol/vol) segun el método de Bligh E.G. y Dyer N.J. {1959). Luego los fosfolipidos
se separaron por cromatografia en capa delgada en un sistema de una
dimensién con dos solventes. El primer sistema de solventes usado fue una
mezcla de cloroformo: metanol: dcido acético: agua (40: 10: 10: 1 v/v). Las
placas se secaron y desarrollaron hasta un nivel de 0.6 cm por debagjo del
frente del primer solvente, en un segundo sistema de solventes que consistia
en cloroformo: metanol: acido acético: agua (120: 46: 19: 3, v/v) . Los valores

de Rt para este sistema fueron: 0.20, 0.30, 0.47, 0.55 y 0.70 para esfingomielina
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(SPH), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol  (Pl), fosfatidilserina (PS) 'y
fosfatidiletanolamina (PE), respectivamente. Los acidos grasos libres migraron

con el frente del solvente (Weiss y col., 1982). Las fracciones lipidicas fueron

detectadas con vapor de k2. Para la cuantificacion de los fosfolipidos, areas

especificas de las placas cromatograficas se rasparon y luego se digirieron

con 70 % de acido perclérico en presencia de molibdato de amonio (0.5 %). El

fosfato inorgdnico resultante se determind con el reactivo de Fiske -Subarrow
(Barlett, 1959).

Fosforilacién in vitro. Las proteinas citosélicas y de membrana frescas,
recientemente aqisladas, fueron fosforiladas por el método de Rubin y col.,
(1982) con modificaciones. La reaccidén de fosforilacion se realizdé a 30 °C en
un volumen total de 100 ul, conteniendo 100 pg de proteina resuspendida en
Pipes 50 mM (pH 7.0), MgClz 30 mM, 2- mercaptoetanol 10 mM, y EGTA 0.32 mM
en presencia o ausencia de inhibidor de fosfatasas Na 3VO4 200 uM y/o NaF 50
mM. Se preincubd la mezcla durante 15 minutos a 0 °C y la reaccidn se inicid
por el agregado de 20 uCi de [y-32P-ATP] (2 uM)} por tubo. La reaccién se
detuvo luego de 10 minutos de incubacién, usando 50 pl de solucién
detenedora (dodecilsulfato de sodio 9 %/ 2-mercaptoetanol é %/ Tris 30 mM
(pH 7.8)/ glicerol/azul de bromofenol). Los tubos se taparon y se calentaron a
100 °C durante 5 minutos. Luego se guardaron a - 20 °C hasta su separaciéon

electroforética en geles de poliacrilamida.

Electroforesis en geles de poliacrilamida. Las proteinas citosdlicas y de
membrana (25-50 pl) se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 7,5-10 %, de acuerdo al método de Laemmili (1970) en una cuba
Mini-Protean Il (Bio-Rad). Los geles de 0.75 mm de grosor se sembraron y se
corrieron a un voltgje constante de 150 V durante 45- 60 minutos, a 4 °C. El
buffer de cormida (5X) usado fue Tris 0.12 M, glicina 1 My SDS 10 % (pH 8.3).
Seguidamente, los geles se trataron con TCA al 10 % durante 1 hora, para fijar
las proteinas y luego se tifieron con Coomasie brillant blue durante 1 hora a 65
°C con agitacién. Posteriormente se lavaron con solucién de acido acético 10

%/ metanol 10 %, para blanquear el fondo y se secaron y expusieron en placas
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de autoradiografia Kodak XAR-5, dentro de cassettes herméticos con placas
amplificadoras, a - 20 °C. El tiempo de exposicion varié entre 7 y 15 dias. El
peso molecular de las diferentes bandas de proteinas analizadas, fue
determinado a partir de la comparacién con proteinas estdndar de peso
molecular (no pretenidas), de 29 a 200 Kd (Sigma, St Louis M.O.).

Ensayo de unién del ['25]] EGF a sus receptores de membrana. Este
ensayo fue readlizado usando el Factor de Crecimiento Epidérmico murino
(mEGF) iodinado, de acuerdo al método de Molinolo y col., (1987). La unién
inespecifica fue realizada en presencia de 500 ng de mEGF. Las Kay Bmax se

expresaron como nM'y fmoles de [ '31] EGF/mg de proteina, respectivamente.

Inmunoblot para el receptor de EGF. Fracciones de membrana
plasmatica y microsomal hepdaticas gjustadas a la misma concentracion de
proteinas, fueron tratadas con buffer de siembra (Tris 0.125 M (pH 6.8), SDS 10
%, glicerol 20 % y azul de bromofenol 0.03 %) y calentadas durante 5 minutos.
Se corrieron cantidades equivalentes de proteina de cada muestra (300-500
pg/calle) en geles de poliacrilamida - SDS 7.5 %. Luego, el gely la nitrocelulosa
se equilibraron en buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20 %) durante 10 minutos. Se transfirieron las proteinas del gel a una
membrana de nitrocelulosa, usando un aparato de transferencia Miniprotean
a 30 V, durante toda la noche, con agitacién a 4 °C. Luego, la membrana de
nitrocelulosa se bloqued durante 1 hora con TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH
7.6) con seroalbumina bovina (BSA) al 3 %. Seguidamente, se incubd con
anticuerpo monoclonal contra el receptor de EGF (1:500) en TBSTB (TBS al 0.1 %
de BSA y 0.1 % de Tween 20) durante 2 horas a 37 °C. Las membranas fueron
lavadas cuatro veces con TBSTB. Los complejos antigeno -anticuerpo fueron
detectados, incubando durante 1 hora con un segundo anticuerpo contra
IgG de ratdn, conjugado con fosfatasa alcalina, (1:1000) en TBSTB y luego se
lavaron cuatro veces en el mismo buffer. Para visudlizar la reaccién antigeno-
anticuerpo, se incubd la membrana en una mezcla conteniendo el sustrato
colorimétrico de la fosfatasa alcalina, BCIP/NBT { Tris 100 mM, pH 9.5, 5- bromo-
4-cloro-3-indol fosfato 150 pg/ml, azul de nitrotetrazolium 300 pg/ml, MgCl 5

mM), obteniendo de esta manera, en unos minutos, el color azul caracteristico.
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Inmunoblot para fosfotirosina. Se obtuvieron fracciones microsomales y
citosdlicas a partir de homogenatos tratados con inhibidores de fosfatasas
(Na3vVOs TmM y NaF 50 mM). La determinacién del contenido de fosfotirosina
de las proteinas separadas, se realizd con el mismo protocolo usado para
analizar los niveles del receptor de EGF. La nitrocelulosa se incubd con
anticuerpo policlonal contra fosfotirosina, de conejo (1:1000) en TBSTB durante
2 horas a 37 °C . Luego se lavd la membrana y seguidamente se tratdé durante
1 hora con el segundo anticuerpo IgG contra conejo, conjugado con
fosfatasa alcalina (1:1000), usando BCIP/NBT como ensayo colorimétrico.

Ensayo de actividad de proteinas quinasas de tirosina. La actividad de
quinasas de tirosina (PTKs) fue ensayada en fracciones de membrana
plasmatica, microsomal y citosélica, utiizando como sustrato exdégeno el
péptido sintético poli Glu -Tir [Glu® Na, Tir?¥] (poli-GT), como describen Tremblay
y Beliveau (1994). Las proteinas se llevaron a una concentracién de 16 mg/ml
resuspendidas en sacarosa 50 mM, Hepes-Tris 5 mM (pH 7.4) y preincubadas
durante 1 hora a 4 °C en presencia de Tritén X -100 al 0.05 % (v/v). conteniendo
inhibidores de proteasas (bacitracina 10 pg/ml, aprotinina 2 pg/m |, pepstatina
A 10 pg/ml, gquimostatina 10 pg/mly PMSF 2 mM). La fosforilacidn del péptido
sintético poli-GT, se llevd a cabo en una mezcla de reaccién conteniendo 80
ng de proteinas, poli-GT 500 ug. 8 uCi de [y-32P-ATP] (40 uM), MnCl2 20 mM,
NasVOs 0.2mM y Hepes-Tris 25 mM (pH 7.0)en un volumen final de 100 pl,
durante 30 minutos a 30 °C. La reaccién de fosforilacion se detuvo por el
agregado de 100 pl de una solucién conteniendo TCA 10 % (v/v), NaH2PO4 10
mM y NasP207 10 mM. La mezcla se incubd durante 30 minutos en hielo vy
luego se filird a través de filtros Millipore (0.45 pum), lavédndose tres veces con 5
ml de solucién detenedora. La radioactividad asociada al filtro se midié en un
contador de centelleo liquido para radiacion beta. Se utilizdé como blancos, a
los ensayos donde se omitia el poli-GT. Los ensayos de fosforilacion fueron

lineales por encima de los 30 minutos.
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Determinacién de las actividades de Uridin  Difosfato-
Glucuroniltransferasas (UDPGTs) para Ta y Ts Los higados se
homogeneizaron en Tris 50 mM, KCI 150 mM (pH 7.4) a 4 °C y se centrifugaron a
900 xg durante 20 minutos. El sobrenadante se centrifugd durante 1 hora a
100.000 xg y el precipitado se lavé con KCI 150 mM, EDTA 10 mM (pH 7.4). Los
microsomas (0.4 mg de proteina) fueron resuspendidos en sacarosa 0.25 M (1
ml/g de tejido) e incubados con Ta {0 T3} 150 pM, 1.2 uCi, ['BI-Ts] 0 ['?5I-T3),
Aacido UDP-glucurénico (UDPGA) 40 mM, Tris-HCI 66 mM, MgCl 10 mM, Brij 58
0.05 % (pH 7.8} en un volumen final de 200 pl, durante 60 minutos a 37 °C. La
reaccién se detuvo por el agregado de igual volumen de metanol frio. Las
proteinas fueron separadas por centrifugacién y se sembraron 20 pl de cada
sobrenadante sobre placas de silica gel, para cromatografia en capa
delgada Whatman LK6DF. Se utilizd como solvente de desarrollo: acetato de
etilo: metil etil cetona: dcido férmico: agua: acido acético glacial (50: 30: 2.5:
10: 7.5), comiéndose durante 75-90 minutos. Cada caril de la placa fue
cortado en fracciones de 0.5 cm vy la silica gel fue raspada para analizar la
radioactividad en un contador Packard Autogamma 5650. Para el cdiculo de
la actividad glucuronidante para T4 o T3, se le resté a la radioactividad
correspondiente a la mancha de glucurénido de T s (0 glucurénido de T3), la

radioactividad de las muestras blanco (sin UDPGA).

Determinacién de la actividad de uroporfiinégeno decarboxilasa
(UROD). Los homogenatos de higado y las preparaciones enzimdticas se
realizaron como describe Sopena y col., (1994). Los homogenatos se
prepararon con KCl! 0.154 M (1:5, P/V) y se centrifugaron a 12.000 xg durante
20 minutos. Los sobrenadantes se filtraron a través de una columna de
Sephadex G-25 con buffer K2HPO40.134 M,(pH 6.8). Los eluidos con o sin trazas
de fluorescencia fueron agrupados y usados para la preparacion enzimdtica.
La mezcla de incubacidén para Uroporfiinégeno Decarboxilasa (URO -D)
contenia buffer K2HPO« 67 mM (pH 6.8), EDTA 0.1 mM, DTT 1.66 mM,
uroporfirinégeno Il (6 pM) como sustrato y la preparacién enzimdtica, en un
volumen final de 500 ul. Se incubd a 37 °C, durante varios periodos de tiempo,
en oscuridad, bajo atmdsfera de N2 con agitacién. La reaccién fue detenida

por el agregado de HC! concentrado (5 % P/V final) y dimetil sulféxido (DMSO)
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21 % (V/V final) y se centrifugd a 12.000 xg durante 10 minutos. Las porfirinas
formadas se analizaron por HPLC en una columna de 125 x 4 mm, Lichrospher
100 RP-18.5 um, Merck, usando un sistema de solventes de 15 minutos de
gradiente lineal desde acetonitrilo 10 % hasta 30 % (V/V) en buffer de acetato
de amonio (pH 5.2), seguido de una elucién isocratica de acetonitrilo al 30 %
por otros 10 minutos. La velocidad de flujo fue de 1 ml/minuto y el detector de
fluorescencia fue programado para excitacién y emision en 404 y 618 nm de

longitudes de onda respectivamente, como describen Limy col., (1988).

Determinacion de T4 y T3 séricas. Las concentraciones de tiroxina y
triiodotironina séricas fueron determinadas por radioinmunoensayo (RIA), con
técnica de doble anticuerpo - PEG (Diagnostic Products Corporation). Cada

muestra fue ensayada por duplicado.

Actividad de ornitina decarboxilasa (ODC). El tejido hepdatico fresco se
homogeneizdé en buffer conteniendo KH2POs 50 mM (pH 7.5), EDTA 0.1 mM,
ditiotreitol (DTT) 1 mM, fosfato de piridoxal 0.06 mM y PMSF ImM. E
homogenato se centrifugd a 3000 xg durante 20 minutos. El sobrenadante (50
pl) se agregdé a la mezcla de reaccién conteniendo Tris-HCI 100 mM (pH 7.5),
DTT 2.5 mM, fosfato de piridoxal 0.1 mM, PMSF 1 mM, L -ornitina 1 mMy 0.2 pCi
[L-1- YC] ornitina, en un volumen total de 250 pl. La mezcla de reaccidén se

incubd a 37 °C durante 60 minutos. La reacciéon se detuvo agregando TCA al
30 %, y se mantuvo en las mismas condiciones durante 30 minutos, para
estimular la liberaciéon de '“CO2. El 'YCO: liberado se atrapd en un trozo de
papel de filtro Whatman, previamente embebido en hiamina y luego se
cuantificé en un contador de centelleo. La actividad de ODC, se midié como
la liberaciéon de '“CO:2 a partir de ornitina y se expresé como nmoles de COz2
iberado por miligramo de proteina por hora. Con el objetivo de ensayar la
estabilidad de la enziima ODC hepdtica, se determind su actividad en dos
condiciones: en higado fresco recién ablacionado y en higado previamente
guardado a - 20 °C, durante 24 horas. El resultado fue de una buena
actividad especifica para el higado fresco, por lo que todas las

determinaciones se readlizaron en esas condiciones. La actividad ensayada
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en el érgano previamente freezado fue muy baja comparada al higado

fresco.

Determinacién de poliaminas libres. Para extraer las poliaminas hepaticas
libres, se utilizd acido percldrico 0.2 N a 4 °C. El sobrenadante obtenido por
centrifugacién a 1100 xg durante 10 minutos, se traté con cloruro de dansi lo
(20 mg/ml) segun el método de Seiler (1970). Luego de agregar 50 pl de
prolina (100 mg/ml) para frenar la dansilacién y eluir con 400 ul de tolueno, con
el objeto de separar e identificar por T.L.C. los derivados dansilados, se sembrd
en placas de siica gel usando como sistema de solventes cloroformo:
trietilamina (9:1) (Pegg y McCann, 1988). Se identificaron las poliaminas
dansiladas con luz U.V., se rasparon las placas y se diluyeron con 2 ml de
acetato con 2 gotitas de metanol. La fluorescencia de estas dansil -
poliaminas, se cuantificé en un espectrofluordbmetro Jasco modelo FP
(excitacion: 360 nm, emisidn 510 nm). Los contenidos enddgenos de

poliaminas libres se expresaron en nmoles de poliaminas por gramo de tejido.

Ensayo de la actividad de proteina quinasa C (PKC) dependiente de
calcio y fosfolipidos. El ensayo se realizé segiun el método de Schwarzbaum
y col {1992) con modificaciones. El higado fresco se homogeiniza en buffer
conteniendo Tris- HCl 20 mM (pH 7.5), sacarosa 250 mM, EGTA 1 mM, EDTA 2
mM, NONIDET P- 40 1%, PMSF 1 mM y leupeptina 20 pg/ml en relacién 1/3. Para
hallar la actividad de PKC total (membrana + citosol), se trata el homogenato
con dioleina en una concentracién final de 2.5 uM, durante 30 min a 30 °C. Se
centrifuga a 12.000 xg durante 20 minutos y el sobrenadante se ultracentrifuga
a 100.000 xg durante 1 hora para extraer microsomas. Los microsomas se
resuspenden en Tris-HCl 10 mM (pH 4.5) con Tritén X-100 0.5% durante 15
minutos a temperatura ambiente para solubilizar la enzima. Luego se
centrifuga a 10.000 rpm y el sobrenadante se usa para medir la actividad
enzimdtica. Los liposomas se preparan mezclando la fosfatidilserina y la
dioleina disueltas en etanol (2.5 y 1,.25 pg/tubo respectivamente), evaporando
luego el etanol con N2 gaseoso y resuspendiendo en una mezcla de sales
conteniendo MgClz 100 mM, Tris-HCI 200 mM(pH 7.45) y CaClz 10 mM.

Seguidamente se sonican 3 veces durante 40 segundos. La mezcla de
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incubacién se prepara con 60 ug de enzima solubilizada en 30 pl de mezcla
de liposomas y péptido sustrato 8uM. La reaccién comienza por el agregado
de ATP/ [y-32P-ATP] 100 puM, 2.25 uCi/tubo y se incuba durante 20 minutos a 30
°C, con agitacién. La reaccién se detiene con 200 ul de H 3POs 75 mM
frio/tubo, se vortexean y luego se filtran a través de papel de fosfocelulosa P -
81. Se lavan 3 veces con 10 ml de H3POs 75 mM vy los filtros se secan a 80 °C
durante 1 hora. Los papelitos se colocan en liquido centellante y se mide la
radioactividad en contador beta. La actividad se expresa en pmol de fosfato
incorporado por minuto por mg de proteina. Para preparar los ensayos de
blanco, se omitié a los activadores de la enzima (fosfatidilserina, dioleina y
calcio), la mezcla de reaccidén con enzima y sustrato se preincubaba durante
10 minutos a 30 °C para agotar a los activadores endbgenos de las
membranas y la reaccién comenzaba por el agregado de ATP/ [y-32P-ATP] 100

pM, 2.25 uCi/tubo.

Determinacién de proteinas. La concentracidon de proteinas fue medida
por el método de Bradford (1976) usando seroalbumina bovina como

estandar.

Andlisis estadisticos. Los datos de los experimentos de curvas de dosis y de
tiempo fueron analizados por ANOVA de un factor, seguido por el test de
Tukey. Otros andlisis estadisticos fueron realizados con el test de Student como
se indicd en el texto. Las diferencias entre animales controles y tratados se

consideraron significativas cuando los valores de P fueron < 0.0S.
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RESULTADOS




CAPITULO 1.
EL HEXACLOROBENCENO ALTERA LAS FUNCIONES DE

MEMBRANA HEPATICA.

A) Estudios en funcion del tiempo.

El higado es un érgano blanco para téxicos tipo dioxina en muchas especies
(Mc Connell y Moore, 1979). E incremento del tamano del higado como
respuesta a la intoxicacidn por HCB vy otros téxicos aromaticos
polihalogenados, se debe fundamentalmente a una hiperplasia e hipertrofia
de las células parenguimaticas, especialmente por proliferacion del reticulo
endoplasmdtico liso, acompanados de un incremento en la actividad de
monooxigenasas microsomales (Fowler y col., 1973). Otros autores observaron
que el aumento del tamano del higado con TCDD, no sélo reflejaba una
induccién enzimdtica, sino también cambios en el contenido lipidico
(Birnbaum, 1994).

Para estudiar si los cambios observados in vivo sobre el indice
hepatosomatico (IH) se relacionaban con otros pardmetros de intoxicacién
inducidos por HCB, evaluamos los niveles de tiroxina séricos en funcion del
tiempo de administracién. La Tabla 1 muestra que el peso del higado
aumenta en funcién del tiempo de administracién de HCB, asi como el IH,
mientras que los niveles séricos de T 4 disminuyen desde muy cortos tiempos de
exposicion, (2 dias), legando a valores minimos a los 20 dias de tratamiento. El
tiempo de 30 dias fue elegido, teniendo en cuenta resultados de nuestro y
otros laboratorios (Kleiman de Pisarev y col., 1989; 1990; San Martin de Viale y
col., 1976) en los que se demostraba que el HCB administrado diariamente

inducia porfiria hepatica en ratas.
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Tabla 1.

Efecto del tiempo de administracién de HCB sobre el peso corporal, el peso

del higado, el indice hepatosomadtico (IH) y los niveles séricos de Ta.

Peso corporal Peso del higado IHe Niveles de T4
(9) (9) (ng/di)
CONTROL 2162,78 7.94 ,0.30 371,0.18 5.00 4 0.40
HCB- 2 dias 1823 ,208 7.21 4 0.05 404 ,0.67 4.00 4 0.30*
5 179.7 , 6.8 9.83 4 1.04° 5.46 . 0.41* 2.30 4 0.40**
10 1792, 43 9.73 4 0.47°* 5.44 . 0.26* 1.50 . 0.15*
20 207.5,07 16.55 4 0.35** 7.97 4 0.15* 1.35,0.10*
30 220.6 9.2 10.72 . 0.48* 4.89 032" 1.30 , 0.09**

Efecto del tiempo de administracién de HCB (100 mg/100 g p.c.) sobre el peso
corporal, el peso del higado, el indice hepatosomdatico y los niveles de tiroxina séricos.
Los datos provienen de tres a cinco animales por grupo en cada tiempo ensayado.
alndice hepatosomatico: [ peso del higado (g) / peso corporal (g) ] x 100.

Los valores representan las medias ;. ES. Las medias significativamente diferentes a los
controles con (P < 0,05) son designados con * vy las que tienen (P < 0,005) son
designadas con **.

A1-Cambios bioquimicos de la membrana microsomal
hepdtica

Para estudiar los cambios producidos por la administracién de HCB en
parametros funcionales de membrana hepdatica, evaluamos la actividad de

dos enzimas marcadoras de la integridad de membrana como la ATPasa

Na+/K+ dependiente y la 5'Nucleotidasa.

Como se muestra en la Figura 1, la administracion de HCB (100 mg/100 g
p.c.). produjo una significativa disminucién de la actividad de ambas enzimas,
siendo la actividad de la ATPasa Na+/K+ dependiente, el pardmetro mas
sensible. El efecto sobre la actividad de la 5'Nucleotidasa fue significativo

recién a los 20 dias de intoxicacion.
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Figura 1.
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Tratamiento con HCB (dias)

Efecto del tiempo de intoxicacién con HCB (100 mg/100 g p.c.) sobre las actividades
especificas de (A) ATPasa Na+/K+ dependiente y (B) 5'Nucleotidasa de membrana
hepdtica. Los valores se representan como las medias 4 ES, (N=3). Los valores
significativamente diferentes de los controles, con valores de P < 0,05 son designados
por * y con valores de P < 0,0005 son designados por **. Los valores controles no
fueron alterados por la administracién del vehiculo hasta los 30 dias.
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A2- Contenido de fosfolipidos.

La importancia del estudio de los cambios en el contenido fosfolipidico de
membranas hepdticas, en la toxicologia de los compuestos aromdticos
polihalogenados, se debe a que: a) las enzimas que metabolizan xenobidticos
se encuentran en el reticulo endoplasmatico liso y su funcidn necesita de
fosfolipidos (Cantoni y col., 1987); b) estos téxicos se intercalan dentro de las
cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana, incrementando la
fluidez de la misma, pudiendo asi alterar su funcionalidad (Készo y col, 1982);
c) en el mecanismo de accién de estos téxicos, estan involucradas
principalmente las PTKs y PKC y que dentro de la transduccién de sefiales
mediadas por estas enzimas, intervienen algunos fosfolipidos como

fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilserina (PS).

La Figura 2 muestra que los fosfolipidos totales no sufrieron cambios

importantes en funcién del tiempo de tratamiento, hasta los 8 dias.

En la Figura 3 y 4, se observa que el contenido de Fosfatldiicolina (PC) y el de
Fosfatidiletanolamina (PE) descendieron no significativamente a los 2 dias de
tratamiento.  En cambio, los niveles de Fosfatidilinositol (Pl), se redujeron
significativamente por efecto del HCB, a los 2 dias de trata miento (Figura 5). Ni
la Fosfatldilserina (PS) (Figura 4), ni la Esfingomielina (SPH) (Flgura 7), se
alteraron en forma significativa, aunque se observé una tendencia a la

disminucién a 1 y 2 dias.
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Figura 2.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Contenido de fosfolipidos totales en microsomas hepdticos. Las ratas fueron
intoxicadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1, 2, 4 y 8 dias. Los lipidos se
extrajeron con cloroformo:metanol y luego se separaron por cromatografia en capa
delgada, como se describe en Materiales y Métodos. Los valores representan las
medias * ES, (N= 3).
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Figura 3.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Contenido de fosfatidilcolina (nmol Pi/mg)

Niveles endégenos de Fosfatidilcolina (PC) en microsomas hepdticos . Las ratas fueron
intoxicadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1, 2, 4 y 8 dias. Los lipidos se
extrajeron con cloroformo:metanol y luego se separaron por cromatografia en capa
delgada, como se describe en Materiales y Métodos. Los valores representan las
medias * ES, (N=3).
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Figura 4.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Contenido endégeno de Fosfatidiletanolamina (PE) en microsomas hepdticos . Las ratas
fueron intoxicadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1, 2, 4 y 8 dias. Los lipidos se

extrajeron con cloroformo:metanol y luego se separaron por cromatografia en capa

delgada, como se describe en Materiales y Métodos. Los valores representan las
medias * ES, (N=3).
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Figura 5.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Contenido de fosfatidilinositol (nmol Pi/mg)

Niveles endégenos de Fosfatidilinositol (PI) en microsomas hepdticos. Las ratas fueron
intoxicadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1, 2, 4 y 8 dias. Los lipidos se
extrajeron con cloroformo:metanol y luego se separaron por cromatografia en capa
delgada, como se describe en Materiales y Métodos. Los valores representan las
medias + ES, (N= 3).
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Figura é.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Contenido endégeno de Fosfatidilserina (PS) en microsomas hepdticos. Las ratas
fueron intoxicadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1, 2, 4 y 8 dias. Los lipidos se
extrajeron con cloroformo:metanol y luego se separaron por cromatografia en capa
delgada, como se describe en Materiales y Métodos. Los valores representan las
medias 4 ES, (N=3).
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Figura 7.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Niveles endégenos de Esfingomielina (SPH) en microsomas hepdticos. Las ratas fueron
intoxicadas con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1, 2, 4 y 8 dias. Los lipidos se
extrajeron con cloroformo:metanol y luego se separaron por cromatografia en capa
delgada, como se describe en Materiales y Métodos. Los valores representan las
medias 4 ES, (N=3).
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A3- Efecto del HCB sobre la fosforilacion de proteinas de

membrana.

Para estudiar si el HCB administrado in vivo, afecta a la fosforilaciéon de
proteinas endégenas de membrana hepdtica, en funcién del tiempo de
intoxicacién, se extrgjeron microsomas hepdticos de animales tratados
durante diferentes periodos de tiempo, y se realizaro n ensayos de fosforilacién
in vifro con [ y*?P]ATP en presencia o ausencia de inhibidores de fosfatasas
(NasvOas y NaF). El ortovanadato de sodio es un inhibidor de fosfatasas, con
preferencia relativa para residuos de fosfotirosina (Swarup y col., 1982) y
también puede estimular algunas quinasas de tirosina (Girault, 1994); mientras
que el fluoruro de sodio es un inhibidor de fosfatasas de serina y treonina. Las
fosfoproteinas marcadas, fueron analizadas por electroforesis en geles de

poliacrilamida y aut orradiografia.

El HCB alteré la fosforilacidn de proteinas de membrana, en una manera
dependiente del tiempo de administracién, observandose un rapido vy
notable incremento en la fosforilacién de proteinas de 108, 81, 72, 60, S0 y 45
Kd con un méximo efecto a los 5 dias; y una disminucién en las bandas de 138-

140y 129 Kd (Figura 8).

El ensayo de fosforilacién in vilro, en presencia de inhibidores de fosfatasas
(Nas3vOs y NaF, Figura 9 A) mostré una disminucion general en la fosforilaciéon
de proteinas, tanto en muestras provenientes de animales controles como en
las muestras de animales tratados con HCB durante 5 dias. Sin embargo, se
puede observar que el efecto de los inhibidores de fosfatasas fue menor sobre
las fosfoproteinas de 170, 138 y 108 Kd, mientras que se mantuvo alta la

incorporaciéon en la de 45 Kd.

Otros ensayos realizados a los 10 dias de tratamiento con HCB (100 mg/100 g
p.c.), mostraron que, en presencia de ortovanadato de sodio solo, se

incrementd la fosforilacion de una gran cantidad de fosfoproteinas: 170, 108,
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81,72, 50, 45y 21 Kd (Figura 9 B), mientras que en presencia de ortovanadato y
fluoruro de sodio hubo una disminucidn general de la fosforilacidn.  El patrén
de fosforilacién de algunas proteinas, por ejemplo 60 y 50 Kd no fue

consistente y varié de una corrida electroforética a otra.

Estos resultados muestran por primera vez alteraciones en la fosfo -
defosforilacién de proteinas endégenas de membrana por efecto del HCB.
Estas modificaciones, podrian 1- estar relacionadas con fenémenos de
transduccidon de senales, y 2- estar involucrados en el efecto pleiotropico del
pesticida. Por otra parte, es importante seialar que las modificaciones en la
fosfo-defosforilacion de proteinas ocurren desde tiempos muy tempranos de
administraciéon (2 dias), momento en el cual comienza a ser significativa la

disminucién de Ta.



Figura 8.
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Efectos de la intoxicacién in vivo con HCB (100 mg/100 g p.c.) sobre la fosforilacién in
vitro de proteinas microsomales hepdticas reveladas por autorradiografia. Las
membranas microsomales se prepararon a partir de higados de animales control y
tratados con HCB, durante 2, 5, 20 y 30 dias. C: animales control y HCB: animales
tratados.
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Figura 9.
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Efecto de los inhibidores de fosfatasas, sobre la fosforilacién in vitro de proteinas
enddégenas microsomales hepdticas, determinadas por autorradiografia. (A) Las
membranas microsomales provenientes de animales tratados durante 5 dias con HCB
(100 mg/100 g p.c.), fueron fosforiladas con [Y—32P] ATP en presencia (+) o ausencia (-)
de inhibidores de fosfatasas ortovanadato de sodio (200 uM) y fluoruro de sodio (50
mM). (B) Membranas de animales tratados con HCB durante 10 dias y fosforiladas en
presencia (+) y ausencia (-) de inhibidores de fosfatasas: ortovanadato de sodio sélo vy

ortovanadato + fluoruro de sodio. C: animales control, HCB: animales tratados.
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A4- Efecto del tratamiento con HCB sobre la actividad de

quinasas de tirosina (PTKs).

En base a los resultados anteriores, que muestran que el tratamiento con HCB
in vivo produce cambios en la fosforilacidon de proteinas de membrana,
examinamos la actividad de quinasas de tirosina (PTKs) usando un sustrato

artificial especifico como el poli [GIu®Na, Tir®] a diferentes tiempos de

intoxicacion.

Los resultados sefalaron que el HCB (100 mg/100 g p.c.) indujo importantes
modificaciones dependientes del tiempo de administracién, en la actividad
de PTKs de membrana microsomal (Figura 10 ). A tiempos cortos de
intoxicacion, el HCB aumenté significativamente la actividad de PTKs (100 % a
2 dias y 60 % a 5 dias), mientras que a los 10 dias hubo una disminuciéon del 78
% en la actividad. A los 20 dias la actividad retornaba a los niveles control y se

incrementaba significativamente a los 30 dias {50%).

79



Figura 10.
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Tiempo de tratamiento con HCB (dias)

Alteraciones dependientes del tiempo de administraciéon de HCB (100 mg/100 g p.c.)
sobre la actividad de quinasas de tirosina (PTK) microsomales hepdticas. La actividad
de PTKs fue evaluada usando poli-Glu-Tir como sustrato, como se detalla en Materiales
y Métodos. Cada punto representa la media 4 ES, (N = 3). Los valores
significativamente diferentes a los controles con P < 0,05 son designados con * y
los valores con P < 0,005, con **.
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A5- La administracion de HCB modifica la unidn del EGF a sus

receptores de membrana hepdtica.

Se ha sugerido que los compuestos tipo-dioxina, luego de su unién al
receptor citosdlico Ah, desencadenan una activacién de la via de
transduccién de senales de receptores de factores de crecimiento
(Matsumura, 1994).

Se midié el efecto del HCB (100 mg/100 g p.c.), sobre la unién del EGF a su
receptor de membrana, a los 10 dias de intoxicacion, tiempo en el que
observamos una fuerte reduccidn en la actividad de PTKs de membrana.
Asimismo, este corto periodo de administraciéon de HCB, no estaba asociado a
una toxicidad manifiesta, como podria ser el desencadenamiento de porfiria,
como la que se observa en los modelos de intoxic acién crénica (30-60 dias)
(Kleiman de Pisarev y col., 1990).

Nuestros resultados mostraron que a 10 dias de tratamiento con HCB,
disminuyd significativamente la unién del ['%l] EGF a sus receptores de
membrana hepdtica. El andlisis de Scatchard de la unidén ligando -receptor,
exhibia una curva bifdsica indicativa de dos clases de receptores para EGF
con diferentes afinidades. En los animales tratados con HCB, la
concentracion de los receptores de baqja dofinidad y la afinidad de los
receptores de alta dafinidad se redujo, comparado con los valores de los

controles (Tabla 2).
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Tabla 2.

Caracteristicas de los receptores de membrana del EGF.

Bmax Kaj
CONTROL 942 fmol/mg 24.25 nM-1
HCB 554 fmol/mg 12.74 nM-|

Efecto de! HCB (100 mg/100 g p.c.) administrado in vivo durante 10 dias, sobre los
pardmetros de Bmax y Ka de los receptores hepdticos de EGF. La Bmax se expresa en
fmoles/mg, mientras que la Ka se expresa en nM-1.

B) Cambios dependientes de la dosis de administracién_de
HCB.

Para estudiar si los cambios observados en funcidn del tiempo, eran también
dependientes de la dosis de administracion de HCB, disefiamos un ensayo de
dosis-respuesta a los 10 dias de intoxicacion, momento en que habiamos
encontrado una fuerte disminucion de la actividad de PTKs y de la unién del
EGF a sus receptores de membrana en ratas tratadas con HCB (100 mg/100 g
p.c.). En la Tabia 3, se observan los cambios producidos sobre el peso
corporal, el peso del higado, el indice hepatosomatico y los niveles de Ta
séricos. El peso del higado y el indice hepatosomdtico aumentaron en forma
significativa a 50 y 100 mg/100 g p.c. de HCB, mientras que a esas mismas dosis

hubo una disminucién significativa de los niveles de T4 sericos.
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Tabla 3.

Efecto de la dosls de administracléon de HCB (mg/100 g p.c.), sobre el
peso corporal, el peso del higado, el indice hepatosomatico (IH) y los
niveles séricos de Ta.

Peso corporal Peso del higado IHe Niveles de T4
(9) (9) (ng/di)
CONTROL 190.0 . 0.2 6.48 . 0.36 3.39,0.12 5.50 4 1.00
HCB- 10 186.8 , 4.6 7.16 4 0.70 3.83.037 4.50 4 0.50
50 1942, 42 8.70 , 0.69* 4.47 L 0.31* 3.00 4 0.60*
100 1927 ,7.6 9.25,0.61* 482,031* 2.00 , 0.60*

Efecto de la dosis de HCB (0, 10, 50 y 100 mg/100 g p.c.) sobre el peso corporal, el peso
del higado, el IH y los niveles de tiroxina séricos. Los datos provienen de tres a cinco
animales por grupo. cIndice hepatosomatico: | peso del higado (g) / peso corporal (g)
] x 100.

Los valores representan las medias . ES. Las medias significativamente diferentes a los
controles con (P < 0,05) son designados con * vy las que tienen (P < 0,005) son
designadas con **,

B1- Efecto de la dosis de HCB sobre la actividad de PTKs y de

5'Nucleotidasa.

La actividad de PTKs disminuyd significativamente (40 %) a partir de 50
mg/100 g p.c., mientras que la actividad de la 5’'Nucleotidasa fue mds sensible
a la accién del HCB, disminuyendo significativamente a 10 mg/100 g p.c.
(Figura 11).
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B2- El HCB altera la fosforilacion de proteinas de manera dosis
dependiente.

La fosforilacién de proteinas hepdticas, también fue afectada por HCB en
forma dependiente de la dosis (Figura 12 A y 12 B ), observdndose un
incremento en la fosfoproteina de 72 Kd, mientras que las bandas de 129 y 138
Kd decrecieron a 100 mg/100 g p.c. La fosfoproteina de 60 Kd, la mds
conspicua en muestras control, presentd los cambios mdas notables con el
efecto del pesticida, ya que disminuyd a la dosis de 10 mg/100 g p.c. La
proteina de 50 Kd, se encontré reducida a 50 mg/100 g p.c., revirtiéndose el

efecto hasta valores mayores que los controles, con la dosis mdaxima.



Figura 11.
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Dosis de HCB (mg/100 g p.c.)

Cambios dependientes de la dosis de HCB (10 , 50 o 100 mg/100 g p.c.) en: (A) las
actividades de quinasas de tirosina (PTKs) y (B) 5'Nucleotidasa hepdtic as, a los 10 dias
de intoxicacién. La actividad de PTKs fue evaluada usando poli -Glu-Tir como sustrato,
como se detalla en Materiales y Métodos. Cada punto representa la media + ES, (N =
3). Los valores significativamente diferentes de los controles con P < 0,05 se designan
con * ylos valores con P < 0,005 se designan con **.
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Figura 12.
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La administracién in vivo de HCB (10, 50 o 100 mg/100 g p.c.) durante 10 dias, altera la
fosforilacién de proteinas endégenas microsomales hepdticas, determinadas por
autorradiografia. (A) Las proteinas microsomales fueron analizadas en geles de
poliacriiamida al 7,5 %. Cada calle fue sembrada con 17 e de proteina. (B) Las
proteinas microsomales fueron analizadas en geles de poliacrilamida al 10 %. Cada
calle fue sembrada con 34 e de proteina. C: animales control, HCB: animales

tratados; 10, 50 y 100: mg de HCB/ 100 g p.c.

86




En resumen.

En este primer estudio, observamos que la administracion de HCB in vivo,
afectaba a varios pardmetros biogquimicos de funcién de membrana, en
forma dependiente del tiempo y de la dosis administrada.

Para algunos parametros, el tiempo de 10 dias es clave, ya que por ejemplo,
la actividad de PTKs y la unién del EGF a sus receptores de membrana,
estaban disminuidas con HCB (100 mg/100 g p.c.), mientras que a otros

tiempos la actividad de PTKs estaba estimulada.

Con respecto a los estudios dependientes de la dosis, los cambios estudiados
mds evidentes fueron: la actividad de S5'nucleotidasa y la fosforilacién de
proteinas endégenas, que se modificaron en los animales tratados con dosis
de 10 mg/100 g p.c. de HCB. A esta dosis, la pé0 sufrid una brusca disminuciéon
en su incorporacién de 3P, Luego, a 50 mg/100 g p.c. de HCB, se alteraron de
forma significativa la actividad de PTKs, el indice hepatosomatico y los niveles

séricos de tiroxina.
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CAPITULO I
RELACION DOSIS-EFECTO SOBRE LOS NIVELES DE RECEPTOR DE

FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO Y EL CONTENIDO DE
FOSFOTIROSINA DE PROTEINAS HEPATICAS.
SU RELACION CON LA HIPOTIROXINEMIA Y LA PORFIRIA.

En esta seccién del frabagjo, investigamos los efectos dependientes de la dosis
de administracion de HCB a 30 dias, sobre pardmetros biogquimicos
relacionados con la transduccién de sefnales del Receptor de Factor de
Crecimiento Epidérmico (REGF) y la via de fosfotirosing, relaciondndolos con
alteraciones caracteristicas producidas por estos toxicos: como los cambios

en el metabolismo de hormonas tiroideas y la porfiria hepdatica.

A- Efectos de la administracion créonica de HCB sobre los
pesos corporales y hepdticos, indice hepatosomdtico y

niveles séricos de hormonas tiroideas.

Para investigar la dependencia de la dosis de los efectos estudiados, en
animales intoxicados en forma croénica (30 dias), se evaluaron los indices
hepatosomaticos (IH) y los niveles de hormonas tiroideas. Se realizaron los
estudios desde dosis muy bajas de intoxicacién (0.1 mg/100 g p.c.). Las dosis

de HCB ensayadas fueron 0.1, 10y 100 mg/100 g p.c.

Pudimos observar que sélo la mayor dosis de HCB {100 mg/100 g p.c.) produjo
una disminucion significativa de los niveles de tiroxina y un incremento del
peso del higado y del IH (Tabla 4).. Con respecto a los niveles de T 3, no se
encontraron cambios en las dosis analizadas, mientras que en los niveles
séricos de T+ se observé una reduccién significativa a la dosis mayor del
pesticida. En trabajos anteriores de nuestro laboratorio, encontramos que una

dosis de HCB de 50 y 25 mg/100 g p.c.. administrada durante 10 y 30 dias
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respectivamente, disminuyd significativamente los niveles de T4, (Kleiman de

Plsarev y col., 1990).

Tabla 4.

Efecto de la dosis de administracion de HCB (mg/100 g p.c.), sobre ei
peso corporal, el peso del higado, el indice hepatosomatico (IH) y los

niveles séricos de T y Ta.

Peso corporal Peso higado IHa Ta (ng/dl) Ta (ng/dl)

(9) (9)
CONITROL 211.00£10 6.74+0.48 3.18+0.12 775 3.2+0.50
HCB- 0.1 201.17 £3.91 7.12+0.5] 3.53+0.22 746 3.0+ 0.90
10 200.33 £ 3.59 7.02+0.41 3.49+0.15 707 28+0.70
100 194.00 + 4.59 8.97 £0.26* 4.64+0.18* 60£9 1.2+0.5*

Efectos de la administracién de HCB (0, 0.1, 10 0 100 mg/100 g p.c.) durante 30 dias,
sobre el peso corporal, peso del higado, IH y niveles séricos de T 3y Ta.

sindice hepatosomdtico: [peso higado (g) / peso corporal {g)] x 100. Los valores se
representan como medias * ES, (N = 6). Las medias significativamente diferentes a los
controles con P < 0,05 se designan con * y las medias con P < 0,0005 se designan con

Lt

B- Efecto del HCB sobre las actividades de UDPGTs para Ts y
Ta.

Con el objetivo de determinar si la disminucidon de los niveles séricos de
tiroxina y el mantenimiento de friiodotironina, observados en el tratamiento
con HCB (100 mg/100 g p.c.), provenian de cambios en el metabo lismo de
dichas hormonas, estudiamos la actividad de UDPGTs para T 4y T3, Las UDPGTs
son las enzimas responsables de la glucuronidacién de las hormonas tiroideas
antes de su excrecién biliar. Nuestros resultados muestran que la actividad de
UDPGT para T+ aumentd en un 100 % por efecto del HCB (100 mg/100 g p.c.) a

los 30 dias de intoxicacion, mientras que la actividad de UDPGT para Ts no se
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modificé (Figura 13). Estos cambios sugieren que una excresidon biliar
aumentada de T4 seria al menos en parte responsable de los niveles

disminuidos de T4 séricas en las ratas intoxicadas.

Figura 13.

Actividad de UDPGTs (pmol/min.mg)

Cc HCB Cc HCB

UDPGT/ T3 UDPGT/T4

Efecto del HCB (100 mg/100 g p.c.) a 30 dias de intoxicacién, sobre las actividades de
UDPGT-T; y UDPGT-Ts microsomales hepdticas. La actividad enzimdtica se expresa
como pmol de glucurénido formado por mg de proteina microsomal por minuto. Los
valores representan las medias + ES, (N = 3). Los valores significativamente diferentes a

los controles con P <0,05, se designan con *.
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C- Fosforilacion in vitro de proteinas hepaticas.

Se fosforilaron proteinas de citosol y membrana microsomal de higados
provenientes de animales intoxicados durante 30 dias, con HCB a 0.1, 10y 100
mg/100 g p.c. Observamos que el HCB modificé la fosforilacion de protein as
microsomales de manera dependiente de la dosis: con alteraciones en la
fosforilacion de las proteinas de 138, 130, 95, 81, 72, 60 y 50- 52 Kd con una
maxima estimulacién en la fosforilacién de las proteinas de 138, 130, 60, y 50 -52
Kd a la menor dosis (0.1 mg/100 g p.c.) (Figura 14 A).

Los resultados en la fosforilacién de proteinas citosdlicas, mostraron notables
modificaciones por efecto del pesticida, con un incremento significativo en las
proteinas de 135, 123, 80 y 72 Kd a la menor dosis (0.1 mg /100 g p.c.). mientras
que observamos una reduccidon general a las dosis de 10y 100 mg/100 g p.c.
La banda de proteina mds conspicua fue la de 50 Kd, cuya marcacién estaba

fuertemente disminuida a la dosis maxima de HCB (Figura 14 B).
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Figura 14.
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Cambios dependientes de la dosis de administracién in vivo de HCB, sobre la
fosforilacion in vifro de proteinas enddgenas hepdticas, determinadas por
autorradiografia. Los animales recibieron tratamiento con HCB (0, 0.1, 10 o 100 mg/100
g p.c.) o vehiculo, durante 30 dias por intubacién gastrica. Las proteinas fueron
aisladas, fosforiladas in vitro con [7-32P]- ATP y analizadas en geles de poliacriiamida al
7.5 %. (A) Proteinas microsomales; (B) proteinas citosdlicas. Cada calle fue sembrada
con 30 ug de proteina; MW: proteinas marcadoras de peso molecular.
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Dado nuestro interés, en el mecanismo de accién del téxico sobre el camino
de ftransduccion de sefales de fosfotirosina, realizamos ensayos de
fosforilacién in vilro en presencia de ortovanadato de sodio. Nuestros
resultados indicaron que este inhibidor incrementé la fosforilacion de algunas
proteinas microsomales, tanto en las muestras provenientes de controles como
de animales tratados con HCB (0.1 mg/100 g p.c.). mientras que un menor
efecto fue observado a la maxima dosis. (Figura 15 A). Estos resultados
coinciden con los observados a los 10 dias de intoxicacién (consultar paginas
75-77 ).

Por el contrario, en presencia de ortovanadato, observamos una disminucién
en la incorporacién de fosfato, en las proteinas citosdlicas, excepto en las
muestras provenientes de animales tratados con HCB (100 mg/100 g p.c.)
(Figura 15 B).

D- Niveles de receptor de EGF.

Dado que en los experimentos anteriormente descriptos, encontramos que el
HCB (100 mg/100 g p.c.). administrado durante 10 dias, producia un descenso
en la unién del EGF a sus receptores de membrana, y una fuerte disminucién
en la actividad de PTK, se evaluaron los niveles inmunodetectables de
receptor de EGF, en un estudio de dosis a 30 dias. Para evaluar la
compartimentalizacién del REGF, aislamos microsomas y membranas

plasmaticas y medimos el contenido de dicho receptor.

Los niveles de EGFRs medidos en membranas plasmaticas por inmunobl ot,
usando un anticuerpo monoclonal anti EGFR, estaban disminuidos a todas las
dosis ensayadas, con un mayor efecto a 0.1 mg/100 g p.c. ( Figura 16 A). De
manera inversa, los niveles inmunodetectables del receptor, medidos en
preparaciones microsomales estaban incrementados, fundamentalmente a

0.1 mg/100 g p.c. (Figura 16 B).
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Figura 15.

A HCB Dose (mg/100 g b.w.)
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Efecto del ortovanadato de sodio, sobre la fosforilacion in vitro de proteinas endégenas
aisladas de animales intoxicados con diversas dosis de HCB (como se indica en la

figura) durante 30 dias. Las proteinas microsomales y citosdlicas se fosforilaron en
presencia o ausencia de NazVOs (200 uM), y se analizaron en geles de poliacrilamida.
(A) Las proteinas microsomales se analizaron en geles de poliacrilamida al 10 %. Las
calles 1,3y 5 en ausencia y las calles 2, 4 y 6 en presencia de ortovanadato de sodio.

(B) Las proteinas citosdlicas se analizaron en geles de poliacriiamida al 7,5 %. Las calles

1,3, 5y 7 en ausencia y las calles 2, 4, 6 y 8 en presencia de ortovanadato de sodio.
MW: proteinas marcadoras de peso molecular.
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Figura 16.
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El HCB induce cambios dependientes de la dosis administrada, sobre los niveles
inmunodetectables de receptor de EGF. Las dosis correspondientes de HCB (0, 0.1, 10 o
100 mg/100 g p.c.) o vehiculo, fueron administrados por intubacién gastrica durante 30
dias. Las proteinas fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 7,5 % y los niveles de
EGFR fueron detectados por inmunoblot usando un anticuerpo monoclonal. El
segundo anticuerpo usado, fue hecho en cabra, contra ratén, conjugado con
fosfatasa alcalina. (A) Deteccidén inmunoguimica de los niveles de EGFR en proteinas
de membrana plasmdatica y (B) en proteinas microsomales. C+: control positivo de
lisado de células A-431 que sobreexpresan el receptor de EGF. ( C ) Escaneado
densitométrico y representacion en barras del porcentaje de cambio respecto del
control. Los datos representan la media 4 ES de tres experimentos independientes.
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E- Determinacion de la actividad de quinasas de tirosina.

La Figura 17 A muestra la respuesta de la actividad de PTKs al estimulo por
EGF (100 ng/100 pl) adicionado in vitro, en membrana plasmatica de ratas
intoxicadas con diversas dosis de HCB. Notamos que la actividad de PTKs
aumentd significativamente a la dosis de 0.1 mg/100 g p.c. de HCB,
retornando a los valores controles con la dosis de 10 mg y una pequeia
disminucién, que se mantuvo constante en todos los ensayos realizados, pero

que no llegd a ser significativa a 100 mg/100 g p.c.

El porcentaje de estimulacidn de la actividad de PTKs inducida por EGF en
relacién a la actividad de estas enzimas no estimuladas, muestra una
inhibicién casi total de la estimulacién a 0.1 mg/100 g p.c. de HCB (Figura 17
B). Estos resultados sugieren que el HCB podria inducir una internalizacién de
receptores, con una cormrelacién negativa entre la internalizacién del receptor
y la actividad de PTKs estimuladas por EGF, lo que supone que los receptores
estarian internalizados, no estando disponibles para su unidén al ligando. El
notable incremento de la actividad de PTKs a 0.1mg/100 g p.c. de HCB, podria
deberse a que con la fraccién de membrana plasmatica, se reclutarian
endosomas tempranos, donde los REGFs estarian activados y no expuestos
para el reconocimiento con el anticuerpo. También podria atribuirse a la
presencia de otros receptores con actividad de PTK, como los receptores de

insulina.

La actividad de PTKs ensayada en la fraccidn citosdlica, estab a

significativamente aumentada a 0.1 y 10 mg/100 g p.c. de HCB, (Figura 18).
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Figura 17.
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Cambios inducidos por la intoxicacién con diversas dosis de HCB, durante 30 dias,

sobre la actividad de PTKs de membrana plasmdtica hepdtica. (A) Actividad de PTKs,
en presencia o ausencia de EGF. Las dosis correspondientes de HCB (0, 0.1, 10 o 100

mg/100 g p.c.) fueron administradas diariamente por intubacién gdstrica, durante 30
dias. La actividad de PTKs fue ensayada en ausencia () o presencia () de EGF (100
ng/100 pl). Las membranas plasmaticas fueron preincubadas durante 15 minutos con
EGF (100 ng). (B) Porcentaje de la actividad de PTK estimulada con EGF, en

membrana plasmdatica hepdtica, usando poli- Glu-Tir como sustrato, como se indica en
Materiales y Métodos. Cada punto representa la media + ES, (N = 3). Los valores
significativamente diferentes a los controles con P < 0,05 son designados con * y los

que tienen P < 0,005 son designados con **, basados en un test de ANOVA de un

factor.

97




Figura 18.
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Alteraciones de la actividad de PTKs citosdlicas, en funcién de la dosis de
administracién de HCB, durante 30 dias. Las dosis correspondientes de HCB (0, 0.1, 10 o
100) o vehiculo, fueron administrados diariamente por intubacién géstrica. La actividad

de PTKs fue

determinada usando como sustrato exdgeno el poli -Glu-Tir, como se indica

en Materiales y Métodos. Cada punto representa la media + ES, (N = 3). Los valores
significativamente diferentes de los controles, con P < 0,05 son designa dos con * y los
valores con P < 0,005 son designados con **, basados en un test de ANOVA de un

factor.
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F- Contenido inmunodetectable de fosfotirosina en proteinas

endogenas.

A los efectos de relacionar el contenido de REGF con la transduccidon de la sefial, se
midio el contenido de fosfotirosina de proteinas microsomales y citosélicas. Aunque los
REGFs estan unidos exclusivamente a la membrana plasmatica, varios de sus sustratos

asociados (GRB2 y SHC) son mayormente citosolicos.

En la Figura 19 se muestra el inmunoblot del contenido de fosfotirosina de
numerosas proteinas microsomales hepdticas, provenientes de ratas
intoxicadas con HCB (0.1, 10 y 100 mg/100 g p.c.). Se puede notar el
incremento en los niveles de fosfotirosina de multiples b andas en forma dosis
dependiente, con un maximo a 10 mg de HCB para las bandas de 138 y 130
Kd. Algunas bandas (85-87, 78, 72, 60 y 52 Kd) muestran un efecto bifasico con

un mdaximo de contenido de fosfotirosina a 0.1 mg/100 g p.c. de HCB.

En la fracciéon citosdlica, el contenido de fosfotirosina de cuatro proteinas
(155, 148, 105-100 Kd y 21 Kd) disminuia de manera dependiente de la dosis.
Por otro lado, el de las proteinas de 75y 51 Kd aumentaban por el fratamiento
con HCB 100 mg/100 g p.c. ( Figura 20).
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Figura 19.
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Deteccién inmunoquimica del contenido de fosfotirosina en proteinas microsomales

hepdticas de animales tratados in vivo con diferentes dosis de HCB. Las dosis
correspondientes de HCB (0, 0.1, 10 o 100 mg/10 g p.c.) o vehiculo, fueron
administrados por intubacién gdstrica durante 30 dias. (A) Inmunoblot de proteinas
microsomales. Las proteinas fueron resueltas en geles de poliacriamida al 7,5 % , y el

contenido de fosfotirosina fue detectado por inmunoblot con anticuer po policlonal. El
segundo anticuerpo usado, fue hecho en cabra, contra conejo, conjugado con
fosfatasa alcalina. PM: proteinas marcadoras de peso molecular. (B) Andilisis
densitométrico de las proteinas mds notables, y su representacion en barras de los

porcentajes de cambio con respecto al control. Los resultados reflejan la media + ES
de tres experimentos independientes.
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Figura 20.
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Deteccién inmunoquimica del contenido de fosfotirosina en proteinas citosélicas
hepdticas de animales tratados in vivo con diferentes dosis de HCB. Las dosis
correspondientes de HCB (0, 0.1, 10 o 100 mg/10 g p.c.) o vehiculo, fueron
administrados por intubacién gdstrica durante 30 dias. (A) Inmunoblot de proteinas
citosdlicas. Las proteinas fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 7,5 % , y el
contenido de fosfotirosina fue detectado por inmunoblot con anticuerpo policlonal. El
segundo anticuerpo usado, fue hecho en cabra, contra conejo, conjugado con
fosfatasa alcalina. PM: proteinas marcadoras de peso molecular. (B) Andilisis
densitométrico de las proteinas mds notables, y su representaciéon en barras de los
porcentajes de cambio con respecto al control. Los resultados reflejan la media 4 ES
de tres experimentos independientes.
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G- Efecto del HCB sobre la actividad de Uroporfirinégeno

Decarboxilasa.

Con el propésito de establecer una relacién, entre los efectos observados
del HCB sobre pardmetros de la transduccién de senales de receptores de
factores de crecimiento y el desarrollo de manifestaciones téxicas, medimos
la actividad de Uroporfirindgeno Decarboxilasa, en funcién de la dosis de HCB
(0. 0,1, 10y 100 mg/100 g p.c.) administrado durante 30 dias.

Los resultados revelaron una disminucién significativa (71 %) de la actividad
de la UROD sélo con la dosis maxima del pesticida (Figura 21). Estas
observaciones indican que la induccién de porfiria por HCB, un efecto de
toxicidad manifiesta, se desencadena con dosis 1000 veces mayor que la
necesaria para generar otros cambios bioquimicos, como la internalizacién de
receptores de EGF, la actividad de PTKs y el contenido de fosfotirosina, que

ocurren a partir de 0.1 mg/100 g p.c. de HCB.

En resumen.

Hemos demostrado que la administracién in vivo de HCB durante 30 dias,
alteré la fosforilacién de proteinas enddégenas de membrana microsomal y
citosdlicas hepaticas, de una manera dosis-dependiente, asi como en la
actividad de PTKs de las mismas fracciones, con notables incrementos a la
dosis de 0.1 mg/100 g p.c. de HCB.

Los niveles disminuidos del EGFR observados en membrana plasmdtica de
animales tratados, con HCB a 0.1 mg/100 g p.c.. fueron paralelos al
incremento de los mismos en membranas microsomales, indicando que el
plagvuicida produce una internalizacién de receptores.

Nuestros resultados sugieren por primera vez, que el tratamiento crénico con
dosis bajas de HCB, modifica el camino de transduccién de sefales

dependiente de fosfotirosina. Estos pardmetros podrian ser indicadores

102



bioldgicos sensibles a la exposicion de HCB en ausencia de lesiones

toxicoldgicas.

Figura 21.
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Cambios dependientes de la dosis de administracién de HCB, sobre la actividad de
UROD. Los animales fueron tratados diariamente con HCB (0, 0.1, 10 o 100 mg/100 g
p.c.) o vehiculo por intubacién gdastrica, durante 30 dias. Cada punto representa la
media 4 ES, (N = 3). La actividad de UROD fue determinada en la fraccion citosélica
de homogenato de higado, usando uroporfirindgeno Il como sustrato, como se indica
en Materiales y Métodos. Los valores significativamente diferentes a los controles con P
< 0,005 se designan con **, basado en un test de ANOVA de un factor.
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CAPITULO IIl.
EL _HEXACLOROBENCENO INDUCE UN AUMENTO EN LA

ACTIVIDAD DE ORNITINA DECARBOXILASA Y DEL CONTENIDO
DE POLIAMINAS LIBRES.

Dado que el HCB es un agente carcinégeno, y teniendo en cuenta que
produce modificaciones tempranas en la actividad de diversas enzimas de
membrana y en el contenido de REGFs, estudiamos su efecto sobre la
actividad de ODC y el contenido de poliaminas, marcadores de proliferacién

celular.

Es de senalar que, en diferentes lineas celulares normales, se encontré que el
EGF y el TGF-a (otro ligando del receptor de EGF) estimulan la biosintesis de
poliaminas, sugiriendo que éstas son importantes en los eventos tempranos
inducidos por EGF (Blachowski y col., 1994). Asimismo, en células de
carcinoma de mama A431, que sobreexpresan al EGFR, se observé que las
poliaminas inhibian en forma indirecta y dependiente de la dosis, la actividad

PTK del receptor (Faaland y col., 1995).

A- Efecto del HCB sobre las actividades de ODC y PTKs y los

niveles de poliaminas libres.

A1- Estudios en funcién del tiempo.

- Ensayos de intoxicacién diaria, a 1y 10 dias.

El tratamiento con HCB (100 mg/100 g p.c.) durante 1 dia, indujo una
significativa estimulacion en la actividad de ODC hepdatica, mientras que a los
10 dias no se evidenciaron diferencias. La actividad de PTKs de microsomas,
en cambio, disminuyd en un 36% a 1 dia, mientras que a los 10 dias Ia
reduccién se acentud hasta el 80% (Figura 22). En estudios anteriores de

actividad de PTKs de membrana microsomal en funcién del tiempo (Pagina
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78, Figura 10), observamos un aumento del 100 % por efecto del HCB a los 2
dias, lo que demuestra que este paradmetro es un marcador muy evidente en
tratamientos agudos, cuya actividad puede modificarse sensiblemente en

periodos cortos de tratamiento.

Con el objetivo de ensayar la estabilidad de la enziimma ODC hepdtica, se
determiné su actividad en dos condiciones: en higado fresco recién
ablacionado y en higado previamente guardado a - 20 °C, durante 24 horas.
El resultado fue de una buena actividad especifica para el higado fresco, por
lo que todas las determinaciones se realizaron en esas condiciones. La
actividad ensayada en el érgano previamente freezado fue muy baja

comparada al higado fresco.

La putrescina (put), primer poliamina en el camino de biosintesis, presentd en
algunos ensayos niveles no detectables. En mamiferos, la produccién de
espermidina y espermina es normalmente prominente, en cambio, el

contenido de put, es bajo(Kashiwagiy col., 1986).

Los resultados del estudio del contenido de poliaminas, revelaron que los
niveles de put y spd no se modificaron con respecto al control, mientras que
la cantidad de spn aumentaba significativamente a 1 dia de tratamiento
(Figura 23). No se observaron niveles detectables de put a los 10 dias de

tratamiento.
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Figura 22.
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Alteraciones dependientes del tiempo de administracién de HCB sobre las ac tividades
de PTKs de membrana microsomal y de ODC hepdticas . Los animales fueron tratados
diariamente con HCB (100 mg/100 g p.c.), o vehiculo por intubacién géstrica, durante

1 y 10 dias. Cada barra representa la media * ES, (N = 6). La actividad de PTKs fue
determinada usando poli Glu-Tir como sustrato exdgeno, mientras que la actividad de

ODC se determind usando [L- 1-'4C]-ornitina, como se detalla en Materiales y Métodos.

Los valores significativamente diferentes a los controles con P < 0,05 se designan con *,

mientras que aquéllos valores con P < 0,0005 se designan con **, basado en un test de

ANOVA de un factor.
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Figura 23.
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Modificaciones dependientes del tiempo de administracién de HCB sobre el contenido
de poliaminas libres hepdticas: A) espermidina (spd) y espermina (spn); B) putrescina
(put). Los animales fueron tratados diariamente con HCB (100 mg/100 g p.c.), o
vehiculo por intubacién gdéstrica, durante 1 y 10 dias. Cada barra representa la media
+ ES, (N = 6). Las poliaminas se determinaron a partir de la separacién e identificacion
de derivados dansilados en T.L.C. como se indica en Materiales y Métodos. Los valores
significativamente diferentes a los controles con P < 0,05 se designan con *, basado en
un test de ANOVA de un factor.
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b) Ensayos a 24 y 48 horas, post-tratamiento de 1 sola dosis.

Dado gue algunos investigadores miden el contenido de poliaminas entre las
12 y 24 horas después del pico maximo de actividad de ODC, disefiamos otro
experimento, en el que 2 grupos de ani males, recibieron una sola dosis de HCB
(100 mg/100 g p.c.). El primer grupo, fue sacrificado a las 24 horas (1 dia) y el

segundo, a las 48 horas post- tratamiento (2 dias).

La actividad de ODC estaba significativamente aumentada a las 24 y 48
horas post-tratamiento, con la mayor induccién encontrada a las 24 horas. La
actividad de PTKs se redujo a las 24 horas, mientras que a las 48 horas post -
intoxicacién aumenté significativamente (Figura 24). Estos resultados de la
actividad de PTKs a las 48 horas coinciden con las observadas anteriormente

en tratamiento de 2 dias consecutivos con el pesticida {Figura 10).

En cuanto al contenido de poliaminas, también se evidenciaron diferencias
significativas entre las ratas tratadas y controles, siendo la spn la poliamina
mas sensible al tratamiento con el pesticida. Los niveles de spn incrementaron
en forma significativa a las 24 horas y siguieron elevandose en un 90% a las 48
horas post-intoxicacién, mientras que los niveles de spd sélo aumentaron
significativamente a las 48 horas (Figura 25 ). En estos ensayos, los niveles de
put fueron detectables, encontrdndose diferencias sdlo a las 48 horas post -

tratamiento.
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Figura 24.
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Cambios agudos producidos por HCB, sobre las actividades de PTKs de membrana

microsomal y de ODC hepdticas. Los animales fueron tratados con una Unica dosis de

HCB (100 mg/100 g p.c.), o vehiculo por intubacién gdstrica, y luego se los sacrificé a

las 24 o 48 horas. Cada barra representa la media + ES (N = 6). La actividad de PTKs
fue determinada usando poli Glu-Tir como sustrato exégeno, mientras que la actividad

de ODC se determindé usando [L-1-4Cl-ornitina, como se detalla en Materiales y
Métodos. Los valores significativamente diferentes a los controles con P < 0,05 se
designan con *, mientras que los valores con P < 0,007, se designan con ** y los valores

con P <0,0005 se designan con ***, basado en un test de ANOVA de un factor.
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Figura 25.
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Alteraciones agudas inducidas por HCB, sobre los niveles de poliaminas libres
hepdticas: A) espermidina (spd) y espermina (spn); B) putrescina (put). Los animales
fueron tratados con una Unica dosis de HCB (100 mg/100 g p.c.), o vehiculo por
intubacién gastrica, y luego se los sacrificd a las 24 o 48 horas. Cada barra representa
la media 4 ES, (N = 6). Las poliaminas se determinaron a partir de la separacion e
identificacion de derivados dansilados en T.L.C. como se detalla en Materiales y
Métodos. Los valores significativamente diferentes a los controles con P < 0,05 se
designan con *y los valores con P < 0,0005 se designan con **, basado en un test de
ANOVA de un factor.
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B) Estudios en funcién de la dosis.

B1- La induccién de ia actividad de ODC por el HCB es dependiente de

la dosis.

Debido a que la estimulacién producida por el fratamiento con HCB, sobre la
actividad de ODC hepdtica, fue maxima a las 24 horas, realizamos una curva
de dosis a ese tiempo. Los animales fueron tratados con el pesticida o el
vehiculo, en una Unica toma, con HCB(0, 1, 10 6 100 mg/100 g p.c.) y se

sacrificaron a las 24 horas.

La actividad de ODC fue aumentando en funcién de la dosis de HCB
administrada, siendo este aumento significativo a 10 y muy significativo a 100
mg/100 g p.c. de HCB. En cambio, la actividad de PTKs de microsomas
hepaticos, decrecié notablemente a partir de los 10 mg/100 g p.c. del
pesticida (Figura 26). Es interesante sefalar, la respuesta inversa de ambas

enzimas al tratamiento.

El contenido de spd no se modificé a ninguna de las dosi s ensayadas del
pesticida, mientras que los niveles de spn, en cambio, fueron incrementdndose
con la dosis, resultando significativos sélo a 100 mg/100 g p.c. de HCB (Figura
27). Nuevamente, encontramos niveles detectables de put, que aumentaron

con HCB (10 mg/100 g p.c.).
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Figura 2é.

50

40 -

30 A

20 A

10 4

Actividad de ODC (nmol/h.mg)
Actividad de PTK (pmol/min.mg)

** 1 ODC

0 1

_ PTK
i *
*
10 100

Dosis de HCB (mg/100 g p.c.)

Alteraciones dependientes de la dosis de administracién de HCB, a las 24 horas, sobre
las actividades de PTKs de membrana microsomal y de ODC hepdticas. A los animales
se les administré una Unica toma de HCB (0, 1, 10 o 100 mg/100 g p.c.), o vehiculo por
intubacién gdéstrica, y luego se los sacrificé a las 24 horas. Cada barra representa la
media 4 ES, (N = é). La actividad de PTKs fue determinada usando poli Glu-Tir como
sustrato exdgeno, mientras que la actividad de ODC se determind usando [L-1-14C]-

ornitina, como se detalla en Materiales y Métodos.

un test de ANOVA de un factor.
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Figura 27.
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Cambios dependientes de la dosis de administraciéon de HCB, a las 24 horas, sobre el
contenido de poliaminas libres hepdticas: A) espermidina (spd) y espermina (spn); B)
putrescina (put). A los animales se les administrd una Unica toma de HCB (0, 1, 10 o 100
mg/100 g p.c.), o vehiculo por intubacién gdastrica, y luego se los sacrificé a las 24
horas. Cada barra representa la media 4 ES, (N = é). Las poliaminas se determinaron a
partir de la separacidén e identificacion de derivados dansilados en T.L.C. como se
explica en Materiales y Métodos. Los valores significativamente diferentes a los
controles con P < 0,05 se designan con *, basado en un test de ANOVA de un factor.
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B2- La actividad de PKC se incrementa por el tratamiento con HCB.

Nos propusimos estudiar el efecto del HCB sobre la actividad de PKC debido
a los resultados obtenidos anteriormente, en cuanto a: a- que el HCB indujo
una fuerte disminucién sobre la actividad de PTKs, a las 24 horas de
tratamiento, y ademds, que la PKC ejerce un efecto inhibitorio sobre la PTK del
receptor de EGF (Carpenter y Cohen, 1990); b- se conoce que la PKC podria

jugar un rol en la estimulacién del contenid o de poliaminas.

En la Figura 28, se muestra que el tratamiento con el téxico durante 24 horas,
induce un aumento muy significativo (250%) en la actividad de PKC a todas las

dosis ensayadas.

C) Efecto del DFMO sobre la actividad de PTKs y su relacion
con la actividad de ODC y niveles hepdticos de poliaminas.

Para estudiar si en el efecto de la disminucién de la PTK a las 24 horas,
inducida por HCB, estaban involucradas las poliaminas, usamos un inhibidor
svicida irreversible especifico de la actividad de ODC como el DFMO, que
puede ser administrado in vivo a los animales sin efectos adversos sobre otras
vias metabdlicas. Cuando la ODC es inactivada por DFMO, una cantidad
estequiométrica de esta sustancia se une covalentemente a la enzima,

reaccionando fundamentalmente con la cisteina 360 (Poulin y col., 1992).

El DFMO fue administrado en el agua de bebida a los animales, como una
solucién al 2 %, entre 24 y 30 horas antes y durante la administracién del
pesticida. EI HCB {100 mg/100 g p.c.) se proporciond en una sola toma y se

sacrificaron los animales a las 24 horas post -tratamiento.
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Figura 28.
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Efecto de la dosis administrada de HCB, a las 24 horas, sobre la actividad de PKC
dependiente de calcio y fosfolipidos. Cada barra representa la media + ES, (N=3). La
actividad de PKC fue determinada usando un péptido sintético, como se detalla en
Materiales y Métodos. Los valores significativamente diferentes a los controles con P <
0,05 se designan con (*), y los valores con P< 0,006 con (**), basado en un test de
ANOVA de un factor.
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Lvego del tratamiento con DFMO, observamos que tanto la actividad de
ODC, como la de PTKs, fueron significativamente inhibidas, tanto en los

animales controles como en los tratados con el pesticida (Figura 29).

En cuanto a las poliaminas, el tratamiento con DFMO no produjo cambios en
los niveles de spd, mientras que el contenido de spn disminuyd
significativamente tanto en animales controles como tratados con HCB. El
contenido de put no cambié en animales control, pero disminuyd en animales
tratados con HCB por efecto del DFMO (Figura 30). Estos resultados podrian
sugerir que los niveles basales de poliaminas son necesarios para la actividad
normal de las PTKs y que el aumento en el co ntenido de poliaminas no estaria

modulando negativamente la actividad de estas enzimas.

Es importante senalar, los niveles invariables de spd observados a las 24
horas, tanto en presencia de HCB como de DFMO. Por otro lado, cémo el
contenido de spn sigue siendo el mdas sensible a la accién del tdéxico y del

DFMO y refleja claramente los cambios sufridos por la actividad de ODC.

116



Figura 29.
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Efecto del DFMO administrado in vivo, sobre las actividades de PTKs de membranas
microsomales y ODC hepdticas, de animales control y tratados con HCB a las 24 horas.
Los animales fueron provistos de DFMO al 2% en el agua de bebida y de una Unica
toma de HCB (100 mg/100 g p.c.) y luego sacrificados a las 24 horas. Cada barra
representa la media + ES, (N = 6). La actividad de PTKs fue determinada usando poli
Glu-Tir como sustrato exdégeno, mientras que la actividad de ODC se determiné usando
[L-1-14C]-omitina, como se detalla en Materiales y Métodos. Los valores
significativamente diferentes a los controles se designan: con *, P < 0,05 en control Vs.
control + DFMO; con **, P < 0,005 y con ***, P < 0,0005 en control Vs. HCBy cone, P<
0,05, con ee, P < 0,0005 en HCB Vs. HCB + DFMO, basado en un test de ANOVA de un

factor.

117




Figura 30.

Contenido de poliaminas (nmol/g tejido)

Putrescina (nmol/g tejido)

1300
1200
1100 4

— SPD
- m— SPN
o = o T
*
Ra =%
*
C  C+DFMO HCB HCB+DFMO

Efecto a las 24 horas post-tratamiento con HCB

(o] C + DFMO HCB HCB + DFMO
Efecto a las 24 horas post-tratamiento con HCB

Efecto del DFMO administrado in vivo, sobre el contenido de poliaminas libres
hepdticas, de animales control y tratados con HCB a las 24 horas. A) espermidina (spd)
y espermina (spn); B) putrescina (put). Los animales fueron provistos de DFMO al 2% en
el agua de bebida y tratados con una Unica toma de HCB (100 mg/100 g p.c.) y
posteriormente sacrificados a las 24 horas. Cada barra representa la media + ES, (N =
6). Las poliaminas se determinaron a partir de la separacién e identificacion de
derivados dansilados en T.L.C. como se explica en Materiales y Métodos. Los valores
significativamente diferentes a los controles se designan: con *, para P < 0,05 en control
Vs. control + DFMO; con **, para P < 0,008 y con e para P < 0,05 en control Vs. HCB y
con ***, para P <0,05 para HCB Vs. HCB + DFMO, basado en un test de ANOVA de un

factor.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES




1- El HCB dofecta las funciones de membrana en forma

dependiente del tiempo y de la dosis.

Considerando la importancia de las proteinas de membrana en el
mantenimiento de las funciones celulares normales, examinamos los efectos
del HCB sobre la actividad de dos enzimas de membrana hepatica: ATPasa
Na+/K+ dependiente y 5'Nucleotidasa. Varios autores utilizan a estas enzimas
como buenos marcadores de citotoxicidad inducida por quimicos tipo dioxina
(Matsumura y col., 1984; De Angelo y col., 1985; Birnbaum y col., 1990; Taylor y
col., 1992).

Nuestros estudios mostraron alteraciones tiempo-dependientes en las
actividades de ambas enzimas, siendo la ATPasa Na+/K+ dependiente, mds
sensible al efecto del téxico. Los ensayos en funcidn de la dosis a 10 dias de
administracién, mostraron que la actividad de la 5'Nucleotidasa disminuyd
significativamente desde la dosis de HCB mds baja empleada (Randi y col.,
1998). Matsumura (1983) encontré que en ratas tratadas con TCDD, la
actividad de las ATPasa Na+/K+ y ATPasa Mg++ dependientes hepdaticas,
disminuyeron significativamente a los dos dias de tratamiento, siendo el efecto
dependiente de la dosis. Peterson y col., (1979) también encontraron una
disminucién de las actividades de estas enzimas en membrana plasmatica
hepdtica de ratas tratadas con TCDD, que se correlacionaba con una

depresidn de la excrecién biliar de ouabaina.

2- El HCB aumenta el Indice hepatosomdtico.

Nuestros resultados mostraron que el aumento del indice hepatosomdatico (IH)
en funcidén de la dosis, era un parametro poco sensible de intoxicacién
inducible por HCB.

El agrandamiento del higado, se debe a la hiperplasia e hipertrofia de las
células parenquimaticas, especialmente por una proliferaciéon del reticulo

endoplasmatico (Fowler y col., 1973). EI HCB incrementa la actividad de varias
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enzimas microsomales hepdaticas asociadas al reticulo endoplasmadtico liso
como el citocromo P-448 y el citocromo P450 (Vizethum y Goerz , 1979) y las
UDPGTs (Randiy col., 1999).

Nuestros resultados, estan de acuerdo con los reportados por ofros
investigadores para sustancias téxicas aromdticas polihalogenadas

relacionadas (Cantoniy col., 1987; Den Besten y col., 1993).

3- Efecto del HCB sobre los niveles séricos de hormonas
tiroideas y la actividad de UDPGTs para T3 y Ta.

Los niveles séricos de tiroxina disminuian en forma dependiente de la dosis y
del tiempo de administracion de HCB, manifestdndose este efecto desde
tiempos muy tempranos de tratamiento (2 dias). Por el contrario, los niveles
séricos de triiodotironina no se encontraron alterados.  Estudios realizados en
ratas intoxicadas con TCDD vy bifenilos policlorados, mostraron resultados
similares, con disminucidon de las concentraciones de T4 séricas, y un
incremento en la excrecién biliar total de T4 y en la fraccién excretada como
glucurénido, mientras que las concentraciones plasmaticas y la excrecidon

biliar de T3 se mantuvieron sin cambios (Bastomsky, 1974; 1977).

Los sistemas enzimdticos involucrados en la conjugacién de iodotironinas
estdn primariamente localizados en el reticulo endoplasmatico liso de los
hepatocitos. La esterificacidn de hormonas tiroideas por conjugacién con
glucuronatos por el higado facilita su excrecidon biliar y es un importante
componente del metabolismo de las mismas (Curran y De Groot, 1991). Existen
al menos 3 grupos de isoenzimas de UDPGTs responsables del metabolismo de
hormonas tiroideas en rata, de las cuales, la llamada fenol-UDPGT es la que se
induce con metilcolantreno, PCBs, dioxinas y HCB (Visser, 1996).

El HCB (100 mg/100 g p.c.) administrado durante 30 dias, aumentd la
glucuronidaciéon de T« en un 100 %, sin producir cambios en la glucuronidacion
de T3, sugiriendo que existen diferentes isoenzimas para las dos hormonas

tiroideas en higado de rata (Randi y col., 1999). Resultados similares
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obtuvieron van Raqij y col (1993a) en ratas macho tratadas con HCB. Este
aumento observado en la glucuronidacién de tiroxina, estd de acuerdo con lo
reportado por otros autores en higados de ratas intoxicadas con 3-
metilclorantreno y clofibrato (Bastomsky y Papapetrou, 1973; Barter y Klaassen,
1992), TCDD (Henry y Gasiewicz, 1987) y bifenilos policlorados (Bastomsky y
Murthy, 1976).

Sin embargo, pese a la pronunciada disminucién en la T« sérica, el estatus
tiroideo tisular hepdtico, evaluado por la actividad de enzimas hormono -
tiroideo dependientes, como la Enzima mdlica (EM) y la Glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa (G3PD) no es compatible con hipotiroidismo, como lo
demostraron Kleiman de Pisarev y col., {1995). Debemos recordar que las
alteraciones en las concentraciones séricas de las hormonas tiroideas no
siempre reflejan la formacién del complejo activo Ts- receptor nuclear en los
tejidos blanco. En un trabajo reciente, observamos que el HCB, incrementaba
la transcripcion del gen de la EM hepdtica, por un mecanismo que involucra

al elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) (Loaiza Pérez y col., 1999).

Se ha demostrado que el HCB, y su metabolito pentaclorofenol, modifican la
unidn de Ts a sus proteinas transportadoras, por competir con el sitio de unidén
de la hormona (Van Raqij y col.,1991; Van den Berg, 1990). Sin embargo, en
nuestro laboratorio no se encontraron alteraciones en la unién de T+ a las
proteinas transportadoras séricas (Kleiman de Pisarev y col., 1989), pudiendo
atribuirse la diferencia en los resultados a que las técnicas empleadas podrian

tener distinta sensibilidad.

Asimismo, las hormonas tiroideas poseen algunas acciones no gendmicas,
sobre todo asociadas a funciones de membrana como la entrada de glucosa,
la actividad de Ca- ATPasa y las actividades de PKC y PKA (Davis y Davis,
1998). Estos efectos parecen estar mediados por T4 o Tar mds que por T3 (Davis
y col., 1983; Siegrist-Kaiser y col., 1990). Esto resulta interesante, ya que en
nuestro modelo, el HCB disminuye el nivel de T« sérica, lo que podria influir

sobre alguna de estas funciones.
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4- HCB y contenido fosfolipidico.

Las alteraciones en el contenido fosfolipidico de las membranas, modifican la
fluidez de las mismas, alterando la actividad de enzimas y receptores. Estos
cambios, podrian involucrar modificaciones en la conformacién o en la
estructura cuaternaria que afecten el sitio activo de las enzimas, o cambios en
la mobilidad lateral de las proteinas o de sus sustratos (Spector y York, 1985).
En nuestros estudios, hemos focdlizado la atencidn sobre aquéllos fosfolipidos
que intervienen en mecanismos de transduccién de sefales de receptores de
factores de crecimiento, tales como fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (Pl) y

fosfatidilserina (PS) (Balogh y col., 1993; Gavrilova y col., 1995).

Nuestros resultados mostraron que el HCB producia una disminucién
significativa en el contenido de Pl de membrana hepdtica, a los 2 dias de
tratamiento, sin grandes cambios en el contenido de PS y SPH, hasta los 8 dias,
aunque se observd una disminucidn no significativa a 1y 2 dias. Sin embargo,
en el mismo periodo de tiempo, encontramos fuertes cambios en la actividad
de PTKs y PKC de pendiente de calcio y fosfolipidos, y modificaciones en la

fosfo-defosforilacién de sustratos enddgenos.

Otros autores encontraron una disminucién en el contenido de SPH de
membranas hepdticas con una semana de tratamiento con HCB (Bili de
Catabi y col, 1997). La SPH prodria jugar un rol estabilizante en las
membranas, tanto en el mantenimiento de la estructura como en la
regulaciéon de la actividad de fosfolipasas (Van den Bosch, 1980). Merril y col
(1997) estudiaron la importancia del metabolismo de esfingolipidos en
toxicologia, proponiendo que actuarian como mediadores de caminos de
transduccion de senales que regulan la homeostasis del calcio celular, la
progresién del ciclo celular y la apoptosis y que podrian estar implicados en

varias enfermedades como el cancer.

Pike y Eakes (1987) encontraron que el EGF estimula el recambio de Pl en

células que sobreexpresan receptores para el mismo y también en
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hepatocitos, lo que resulta en la produccién de IP 3 y DAG, estimulando de
esta manera la actividad de PKC. Por otro lado, Fisher y col., (1991)observaron
también, que el EGF y el PDGF estimulan la produccién de DAG por hidrélisis
de PC mds que de Pl.  Si bien, nuestros resultados mostraron una disminucién
en la union del EGF a sus receptores y una internalizaciéon de los mismos a 10 y
30 dias de intoxicacidn respectivamente, seria atractiva la hipétesis de que el
efecto primario del HCB a tiempos mds cortos sobre el EGFR fuera el
mecanismo inicial que desencadenaria el aumen to en el recambio del Pi,
afectando asi la transduccién de sefales de receptores de factores de

crecimiento.

5- El HCB induce fuertes cambios en la fosfo-defosforilacidon

de sustratos endégenos y en la actividad de PTKs.

Los cambios observados en la fosforilacidon de proteinas enddgenas, sugieren
que alteraciones en las proteinas kinasas y fosfatasas estarian involucradas en
el efecto pleiotropico del HCB. Es importante mencionar, que el nivel estable
de fosfoproteinas refleja la relacidn de las velocidades de fosfo y
defosforilacidon, como resultado de la accién del HCB sobre proteinas kinasas y
fosfatasas celulares. Asi, los cambios en el perfil de fosforilacidn de proteinas,
en funcién del tiempo y de la dosis del téxico, indicaron que hay
modificaciones desde estadios muy tempranos (2 dias) de administracidon con
HCB (100 mg/100 g p.c.) y a dosis muy bagjas (0.1 mg/ 100 g p.c.) en
intoxicaciones crénicas, tanto en proteinas microsomales como citosdlicas.
Estos resultados son relevantes ya que es la primera demostracién de que el
HCB afecta pardmetros bioquimicos de membrana desde tiempos muy cortos
y a dosis 1000 veces menores que aquéllas que producen manifestaciones

téxicas.
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5a- Estudios en funcion del tiempo.

Las bandas mds notables en las que el pesticida indujo un aumento de la
fosforilacién a tiempos tempranos de intoxicacion (2 y 5 dias) son las de 108,
72, 60 y 50 Kd, siendo la mds conspicua la de 60 Kd, que disminuye
notablemente a los 10 dias, concomitantemente con una disminucién en la
actividad de PIKs de microsomas, que estaba incrementada

significativamente a 2 y 5 dias de tratamiento.

Es interesante esta relacion en el tiempo entre la actividad de PTKs y la
fosforilacion de la pé0, debido a que ésta banda comrresponde a la movilidad
de la SRC, una proteina que tiene actividad de PTK y juega un importante rol
en el mecanismo de accién de los toxicos tipo dioxina (Matsumura, 1994).
Aunqgue debe tenerse en cuenta, que en el ensayo de PTKs se usa un sustrato
exdgeno especifico (poli Glu-Tir) para el cual las quinasas evaluadas podrian
tener diferentes especificidades y Kms que para los sustratos endégenos

hepaticos.

5b- Estudios en funcion de la dosis.

-Curva de dosis a 10 dias de tratamiento. Los estudios en funcién de la
dosis de HCB redlizados a 10 dias, mostraron importantes alteraciones en la
fosforilacidon de proteinas enddgenas hepaticas, especialmente en la banda
de 60 Kd, cuya fosforilacion se redujo notablemente desde la dosis menor de
pesticida (10 mg/100 g p.c.) y la de 50 Kd, que aumenté a la dosis maxima. Sin
embargo, es importante senalar que la fosforilacidn de esta banda asi como
la de 50 Kd no es coincidente en su intensidad en todos los experimentos
(Randi y col., 1998). Nuevamente, encontramos una relacién entre la notable

disminucién en la fosforilaciéon de la pé0 y la actividad de PTKs microsomales.

Matsumura (1994} propone que la actividad de quinasa de la pé0 -SRC esta

involucrada en la transduccién de senales de receptores de factores de
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crecimiento y que podria jugar un rol en la sefal del receptor Ah unido al
téxico.

Recientemente, demostramos en nuestro laboratorio, que el HCB
administrado durante 10 dias, disminuye la unién del EGF a su receptor de
membrana hepdtica, modificando la dofinidad de los receptores de alta
dafinidad (Randiy col., 1998).

Se ha demostrado que las quinasas de la familia SRC estan reguladas por
fosforilacion y defosforilacion, y que la fosforilacion de la tirosina 416 es un sitio
positivo que activa a la enzima y que es absolutamente requerido para las
versiones de SRC activadas y transformadas (Kmiecik y Shalloway, 1987;
Kmiecik y col., 1988). Asimismo, la defosforilacién del sitio de tirosina 527 por
una fosfatasa de tirosina localizada en membrana es la causa de la
activacién mitética por SRC (Bagrodia y col., 1991). También se observaron

fosforilaciones in vivo sobre la SRC por la PKA y la PKC (Cooper, 1990).

- Curva de dosis a 30 dias de tratamiento. Hemos demostrado por
primera vez, que dosis de HCB 1000 veces menores que las que

desencadenan efectos téxicos, alteran el equilibrio quinasas -fosfatasas.

Observamos que mientras la fosforilacién de proteinas citosdlicas disminuye
con el aumento de la dosis de HCB administrada, la fosforilacion de proteinas
microsomales va en aumento. Este efecto podria deberse a que muchos de
los sustratos que se fosforilan en tirosina, son proteinas citosdlicas que una vez
fosforiladas se translocan a la membrana, para ejercer su efecto. Po r ejemplo,
las SHCs, son proteinas que se fosforilan rdpidamente en tirosina por el REGF y
se reclutan desde el citosol, asociGndose principalmente a membrana
plasmatica y endosomas (Di Guglielmo y col., 1994). Las SHCs que se fosforilan
de manera dependiente de EGF, tienen pesos moleculares de 46, 55y 66 Kd y
en nuestro trabajo hemos observado que las proteinas que mds se alteran en
su fosfo-defosforilacién por el tratamiento con el pesticida, tanto en estudios
de dosis como de tiempo, tienen movilidades que corresponden al intervalo
60-45 Kd, especificamente, 45, 50-52 y 60 Kd.
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En cuanto a la relacion entre la fosforilacidn in vifro de proteinas endégenas y
la actividad de PTKs, encontramos que a 0.1 mg/i00 g p.c. de HCB
aumentaba la fosforilacién de algunas proteinas microsomales, paralelamente

al notable incremento en la actividad de PTKs de membrana plasmatica.

5c- Efecto de la adicién de inhibidores de fosfatasas sobre la

fosforilacién in vitro.

En presencia de inhibidores de fosfatasas, como Na3VOs y NaF, encontramos
una disminucién general en la fosforilacidn de proteinas, en membranas
microsomales, tanto en muestras provenientes de animales control como
tratados. Esto se podria deber a que durante la preincubacién de proteinas
microsomales, algunos sustratos endégenos fueron fosforiladas con ATP frio y
luego no estuvieron sujetos a la accién de fosfatasas, por lo que disminuyeron

los residuos disponibles para la fosforilacidn con 32P- ATP.

En el caso de los animales intoxicados du rante 10 y 30 dias, el aumento en la
fosforilacion  de proteinas microsomales, observado en presencia de
ortovanadato de sodio sélo, se debe posiblemente a la activacién de PTKs
como sugirid Girault (1994). Si bien este inhibidor de fosfatasas, siempre in dujo
un incremento en la incorporacién de 32P en las proteinas microsomales, su
efecto varié con el tiempo y la dosis de administracién del tdxico, sugiriendo
que la alteracién de la actividad de fosfatasas podria estar involucrada en el

mecanismo de accién del HCB.

Ueki y col, (1995) encontraron que el ortovanadato de sodio, bajo
condiciones de una completa inhibicién de la actividad de PTPs, aumenta la
actividad de quinasa de tirosina del receptor de insulina. Por otro lado,
Klarlund {1985) reporté que el vanadato puede inhibir la defosforilacion de
quinasas de tirosina celulares que a menudo son blanco de fosforilacién en
tirosina, como la ppé0¥c y el receptor de insulina, y de esta manera

incrementar su actividad en forma indirecta. Sin embargo, Earp y col (1983)
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propusieron que el vanadato también puede estimular la actividad de
quinasas de tirosina directamente, como el caso del receptor de insulina

(Tamuray col., 1984).

En el caso de las proteinas citosdlicas, el ortovanadato modificd la
fosforilacion de proteinas en funcién de la dosis de HCB, sin modificaciones a
la dosis maxima. Este comportamiento, podria deberse a que en este Ultimo
caso el HCB estuviera disminuyendo la actividad de fosfatasas que
defosforilan sustratos citosdlicos, decreciendo asi el niUmero de residuos

fosforilables.

Para una proteina regulada por fosforilacion, las actividades de las quinasas
y fosfatasas que activan sobre wun sitio particular, deberian estar
aproximadamente balanceadas, de lo contrario, la prote ina podria
encontrarse desde totalmente fosforilada hasta totalmente defosforilada
(Hunter, 1995). La actividad catdlitica intrinseca de muchas quinasas y
fosfatasas de serina (PSKs y PSPs) es aproximadamente la misma, asi como las
concentraciones de las principales PSKs y PSPs {Cohen, 1992). Contrariamente,
la actividad intrinseca de fosfatasas de tirosina (PTPs) es generalmente 2 o 3
érdenes de magnitud mayor que las de las quinasas de tirosina {PTKs) (Sun y
Tonks, 1994). Esta alta actividad de PTPs podria mantener bajo el nivel de
fosfotirosina de las proteinas celulares y permitir el efecto transitorio de muchas

respuestas de proteinas que se fosforilan en tirosina.

Podemos concluir, que el tratamiento con HCB rompe el balance entre
quinasas y fosfatasas, como se observa en las alteraciones en la fosforilacién
de ciertos sustratos enddgenos, que se mantienen en el tiempo y que podrian
jugar un rol en el mecanismo de accién del téxico. En cuanto a estos
cambios, no sabemos si son fisioldgicamente relevantes o si son el
desencadenante de otros cambios bioquimicos significativos que tienen lugar
como resultado de la accién del HCB. Podria ser que estas modificaciones
fueran adaptativas o, por el contrario, que contribuyan a desarmollar

posteriores efectos patolégicos.
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6- El HCB modifica el comportamiento de los receptores de
EGF y el contenido de fosfotirosina de numerosas proteinas.

En este estudio hemos demostrado por primera vez, que el HCB disminuye la
unién del EGF a sus receptores de membrana, caracterizado por una
reduccién en la constante de afinidad (Ka) de los sitios de aita afinidad y en la
concentracién de los receptores de baja afinidad. Madhukar y col., (1984)
también encontraron que la unién del EGF a sus receptores de membrana
hepdtica disminuyd en ratas tratadas con TCDD, y mostraron grdficos de
Scatchard bifasicos. Asimismo, otros autores observaron que en ratas tratadas
con TCDD, disminuvia la ¢ apacidad de unién del EGF a su receptor, como
resultado de niveles disminuidos de proteina receptora tanto en microsomas
como en membrana plasmdatica, debido a una reducida cantidad de ARNm
(Sewally col., 1994y 1995).

Hemos demostrado por primera vez que la administracién in vivo de HCB a
ratas durante 30 dias, produce una disminucién del contenido de receptores
de EGF en la membrana plasmdética, siendo muy notable el efecto a la dosis
mads baja (0.1 mg/100 g p./c.). en la que se observé un aumento paralelo en
los niveles de REGFs de la membrana microsomal, que por la técnica de
fraccionamiento subcelular empleada representa los microsomas, los

endosomas y el aparato de Golgi.

Estos resultados podrian deberse, a una internalizacion de los receptores,
dado que: 1) existe una correlacién entre el nivel inmunodetectable de los
REGFs en microsomas y el aumento en el contenido de fosfotirosina de las p95,
p72, p60, p52 y p45, a la misma dosis, que reflejarian la fosforilacion de
sustratos enddgenos por la PTK del receptor, después de su internalizacién en
los endosomas. 2) observamos una correlacién entre los niveles de REGFs en
membrana plasmética, y la disminucién de la estimulacién de PTKs de esa

fraccién subcelular, por el agregado de EGF in vifro.
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Nuestros resultados muestran que el tratamiento con HCB durante 30 dias,
produce modificaciones en el contenido de fosfotirosina de numerosas
proteinas microsomales y citosdlicas, a todas las dosis ensayadas. Por otra
parte, existen fuertes evidencias de que la fosforilacién en tirosina de proteinas
estd implicada tanto en caminos de sefnales mitogénicas como en

transformaciones oncogénicas (Wen-Chun Hung y col., 1993).

Asimismo, Bombick y Matsumura (1987a) encontraron que el TCDD aumenta
los niveles inmunodetectables de ppé0¢< =< en hepatocitos de rata y cobayo,
con un pico médximo a los 10 dias de tratamiento. Recientemente se
encontraron las SHC, proteinas blanco de quinasas de tirosina activadas,
implicadas en la transmisidnm de la sefal hacia Ras. Existen tres isoformas: la
p4éshc, la p52shc y la pééshe, que se fosforilan en tirosina por estimulacién con
EGF y forman complejos estables con Grb2 (Migliaccio y col ,1997). Bevany
col., (1996) encontraron que luego de la estimulacién de hepatocitos con EGF,
el nivel de fosforilacidn en tirosina de las SHCs se incrementd después de su
incorporacién a los endosomas en una manera paralela a lo que se observa
para el REGF fosforilado. En nuestro trabagjo, los sustratos fosforilados en tirosina
por efecto del HCB, pS52 y p43-45 coinciden con el peso molecular de estas

proteinas y con el nivel de internalizacién del receptor.

Oftra proteina conspicua, que cambia su contenido de fosfotirosina por el
tratamiento con HCB es la pl130, que aumenta en microsomas de ratas
tratadas, con un pico en la dosis de HCB (10 mg/100 g p.c.). Sakaiy col, (1994)
encontraron que la pl130 es el principal sustrato de la ppé0 ¥< y que se
fosforila en tirosina en las células transformadas por v-Src y por v- Crk, formando
complejos estables con estas oncoproteinas. Ademds, observaron que la p130
es una proteina citoplasmdtica que cuando se fosforila se transloca a la
membrana y posiblemente al nucleo, sugiriendo un importante rol de la misma
en la fransduccidn de senales citoplasmdaticas. Garton y col, (1996)
encontraron que la p130 es el sustrato especifico de la PTP -PEST, una fosfatasa
de tirosina citosdlica ampliamente expresada en tejidos de mamiferos y esta

regulada negativamente por PKC y PKA. También el i ncremento del
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contenido de fosfotirosina de la p130, fue observado en células transformadas

por c-Ha-ras y por sobreexpresion de ornitina decarboxilasa (Hsltta y col, 1994).

Se ha propuesto que los hidrocarburos aromdéticos polihalogenados podrian
aumentar la sintesis de EGF o de otro péptido similar tal como el Factor de
Crecimiento Transformante- a (TGF-a), que se uniria al receptor de EGF de
membrana con una afinidad comparable al EGF, activando su PTK intrinseca
(Pike y col., 1982; Massagué, 1983, Mead y Fausto, 1989).

No conocemos la causa de que el efecto sobre los REGFs se observe en
forma mdas notable a la dosis menor del pesticida. Una posibilidad es que
hubiera un mecanismo de accién para el HCB a bajas dosis, independiente
del Ahr y otro mecanismo dependiente de dicho receptor a altas dosis, ya que
Hahn vy col., (1989) encontraron que el HCB es un agonista débil del Ahr. Por
otra parte, el estado funcional de la membrana plasmdtica es diferente en
funcién de la dosis de HCB administrada. A dosis altas, Bili de Catabi y col,,
(1997) encontraron grandes cambios en la fluidez de la membrana y nosotros
demostramos una importante disminucién de las actividades de ATPasa

Na+/K+ dependiente y 5'Nucleotidasa.

Es importante enfatizar, que nuestros hallazgos sobre las alteraciones
inducidas por el HCB sobre el REGF, son los primeros reportados en la literatura
para este téxico, y de fundamental importancia en la comprensién del
mecanismo de accién del mismo. ElHCB tiene un efecto pleiotrépico en la
fisiologia celular y algunos de estos efectos podrian asociarse a la activaciéon
de los REGFs, ya que se encontré que este receptor no sélo tiene funciones en
el crecimiento y diferenciacién, sino también en el metabolismo intermedio

(Peak y Agius, 1994, Grau y col., 1996).
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8- El HCB modifica la actividad de quinasas de tirosina (PTKs)
hepdticas.

La administracié n de HCB durante 30 dias, induce una notable estimulacidon

de las PTKs de membrana plasmdatica a la menor dosis utilizada (0,1 mg/100 g

p.c.).

Segun Matsumura (1994) el mecanismo del TCDD y téxicos relacionados sobre
la internalizacién del receptor de EGF, esté definitivamente mediado por el
receptor Ah (Lin y col., 1991; Madhukar y col., 1988; Matsumura y col., 1985;
Lucier, 1991); acompaiidndose de un aumento de la actividad de quinasas de
tirosina (Bombick y Matsumura, 1987b), asociado a la activacién dependiente
de ligando del camino de transduccién de sefiales de este receptor. De esta
manera, muchos tipos celulares tratados con estos tdxicos, se comportan
como si recibieran un estimulo de un factor de crecimiento y estan en el

proceso de activar la transduccién de la sefial.

Hemos demostrado que la estimulacién de la actividad de PTKs de
membrana plasmatica por EGF (Figura 17) disminuia paralelamente con la
cantidad de receptores encontrados en la misma, estableciendo un

paralelismo entre los niveles de receptor y su funcion.

Sin embargo, es sorprendente que a la dosis de HCB que produce la mayor
internalizacién de los REGFs, se observa una mayor actividad de PTKs de
membrana plasmatica, con respecto a los controles. Este resultado podria
explicarse, ya sea por la estimulacion de otros receptores de membrana con
actividad de PTK, por efecto del HCB, tales como el receptor de insulina; o
porque los receptores existentes en membrana plasmdatica y en endosomas

tempranos, ya estarian unidos a su ligando con su PTK activada.
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9- El HCB reduce la actividad de una enzima marcadora de

orfiria.

La exposicion a HCB y otros hidrocarburos aromdaticos polihalogenados tales
como TCDD y algunos bifenilos polihalogenados, causan uroporfiria hepdatica
en humanos y animales experimentales (De Matteis, 1991, Mylchreest y
Charbonneau, 1997).

Nuestros resultados mostraron  que la actividad de UROD sélo fue
significativamente inhibida a la dosis méaxima de HCB empleada, sugiriendo
que la activacién del camino de transduccién de sefales de receptores de
factores de crecimiento y el desencadenamiento de la porfiria, serian
mecanismos independientes. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que se
ha observado, que la disminucién de los niveles séricos de tiroxina, es un
parametro mds sensible en relacién a la dosis' de HCB que la porfiria, y éste
mecanismo, podria tener un efecto protector sobre el desencadenamiento de

dicha patologia, como lo demostraron Sopena de Kracoff y col., (1995).

Se ha sugerido que la inhibicién de la UROD podria estar mediada por una

unién covalente de metabolitos reactivos de HCB al centro activo de la
enzima, como la tetraclorobenzoguinona y la semiquinona radical (Van
Ommen y col, 1986; Stewart y Smith, 1986).

La dependencia del receptor Ah, en ratones, ha sido considerada
obligatoria, para la depresién en la actividad de UROD vy la acumulacién de
porfirinas seguidas de la administracién de HCB, mientras que en ratas es un
punto variable (Franklin y col, 1997). Van Birgelen y col., (1996) sugieren que la
potencia relativa de los PCBs para la acumulacién de porfirinas hepaticas
podria estar basada en una oxidacion por el CYP1A2 de uroporfirindgeno lll a

uroporfirina lll, mediada por el receptor Ah.
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10- Efecto del HCB sobre la actividad de Ornitina

Decarboxilasa hepdtica y el contenido de poliaminas libres.

10a- _El tratamiento agudo con HCB induce la_sintesis de
poliaminas.

La ODC estd altamente regulada en células de mamiferos, con el objetivo de
proveer un nivel de poliaminas a decuado a la velocidad de crecimiento
celular. La regulacion de esta enzima ocurre por medio de cambios en la
cantidad de proteina y estos cambios pueden ser a nivel de transcripcion,
traduccién y postraduccionales por variaciones en la velocidad de

degradacion (Pegg y col., 1994).

Nuestros resultados mostraron por primera vez, que el HCB indujo la actividad
de ODC hepdtica a 24 y 48 horas post-tratamiento, en forma dosis
dependiente, con un aumento concomitante de espermina. Recordemos
que la spn es el producto de la transformacién metabdlica de put en spd y de
spd en spn. Los niveles de putrescina por lo general fueron bajos, y en algunos

ensayos fueron detectables y en otros no

Los niveles de spd resultaron menos sensibles, aumentando sodlo
significativamente a las 48 horas post-tratamiento. Estos resultados podrian
deberse a que a las 48 horas, en que los niveles de spn ya estdn
incrementados, la velocidad de transformacién de spd a spn disminuiria
(Pegg. 1986), observandose entonces niveles sig nificativamente elevados de
put y spd. La actividad disminuida de la ODC a las 48 horas en relacién a las
24 horas, podria deberse al efecto regulatorio negativo de la acumulacién de
poliaminas. También podrian estar involucrados los transportadores
especificos de poliaminas, tanto en la entrada como en la salida desde los
hepatocitos. Debemos tener en cuenta, que nosotros sélo medimos el
contenido de poliaminas libres, pero no sabemos como se ajusta el contenido

total que incluye las poliaminas unidas a diferentes macromoléculas.
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No sabemos si el HCB afecta la regulacion de la ODC a nivel transcripcional,
traduccional o post-traduccional. Deberiamos realizar estudios de
hepatocitos in vifro con HCB, inhibiendo la sintesis de proteinas y /o la sintesis
de ARN, para encontrar el punto de regulaciéon en el cual interviene el téxico.
Birnbaum (1992) propone que la induccién enzimdtica de ODC es uno de los
efectos bioldégicos cruciales de la intoxicacién con TCDD, y que este cambio

parece estar mediado por el receptor Ah.

Se ha propuesto, que los cambios en la actividad de ODC in vivo en
respuesta a la disminucién 0 aumento de poliaminas no estédn acompainados
por cambios en los niveles de ARNm de la enzima (Kahana y Nathans, 1985;
McConlogue y col., 1986). Se encontraron dos clases de mecanismos de
regulacion post-transcripcionales para la ODC. El primero, es un control de la
traduccién del ARNm por poliaminas, donde parece que las poliaminas
modularian la estructura secundaria del 5' UTR, deprimiendo | a produccién de
ODC. El segundo, es que las poliaminas causarian una degradacién post -
traduccional de las subunidades enzimdticas antes de que se ensamble el
dimero activo de la ODC (Davis y col., 1992). Segun Pegg y col., (1994) la
combinacion del conte nido de poliaminas vy la cantidad de elF-4E fosforilado
(se une al 5'UTR del ARNm ) en las células, es probablemente lo que regula la
sintesis de ODC.

10b- El DFMO _administrado _in vivo, reduce la actividad de

PTKs.

El DFMO, un inhibidor suicida irreversible especifico de la ODC, produjo una
reduccién en la actividad de PTKs, tanto en animales controles como tratados
con el téxico. Esto indicaria que el aumento del contenido de spn, que se
observé en los animales tratados con HCB, no seria la cau sa de la disminucion

de la actividad de PTKs.
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La disminucién de la actividad de PTKs en ratas controles, tratadas con
DFMO, podria deberse a que la sintesis normal de poliaminas juega diferentes
roles en la fisiologia celular, pero uno de los mds impor tantes se relaciona con
la estabilizacién de membranas y la formacién de los “hoyos revestidos” para
la internalizacién de receptores unidos a ligando, en la transduccién de
senales extracelulares. Se ha propuesto que las poliaminas pueden modular el
movimiento de proteinas receptoras de membrana, y otras proteinas
incluyendo PKC, a través de su capacidad estabilizadora (McCormack y col.,
1998).

10c) ElI HCB estimula la actividad de PKC.

La actividad de PKC dependiente de caicio y fosfoli pidos, estaba
aumentada a las 24 horas de ftratamiento con HCB, a todas las dosis
ensayadas, conjuntamente con una reduccién de la actividad de PTKs. Dado
que serian necesarios niveles fisioldgicos de poliaminas para la actividad
normal de las PTKs, la disminucién observada a las 24 horas de tratamiento con
HCB, no se deberia al aumento de spn sino probablemente al incremento

observado en la actividad de PKC.

Se ha reportado que la PKC produce una fosforilacién en serina y treonina
del receptor de EGF, disminuyendo la actividad de su PTK intrinseca
(Carpenter, 1990). Como nuestros ensayos fueron realizados en microsomas y
no sobre el receptor purificado, no podemos sacar conclusiones al respecto.
Enan y Matsumura, (1995) observaron que el TCDD induce cambios en la

actividad de la PKC y que éstos cambios estdn mediados por el receptor Ah.

Xue y col., (1996) encontraron que el tfratamiento con acetato 13 - miristato
12 de forbol (PMA) activé a la PKC y produjo un aumento en la sintesis de
ARNm y de enzima ODC, en keratinocitos humanos. Por otro lado, el EGF
indujo la actividad de ODC, pero se observé que el agregado de PMA, inhibid
la induccion de ODC producida por EGF, a través de la disminucion en la

unién del EGF a sus receptores, posiblemente mediado por una activacién de
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PKC. En nuestro estudio, encontramos respuestas similares en el tratamiento a
las 24 horas con HCB, donde las actividades de PKC y ODC estaban

aumentadas, mientras que disminuye la actividad de PTKs.

Por otro lado, Prystowsky y col., (1993) observaron que el EGF inducia la
actividad de ODC por un aumento de la transcripcién del gen y en la sintesis

de la proteina en keratinocitos transformados por SV -40.

Segun Cochet y Chambaz (1983), las poliaminas pueden expresar al menos
en parte, su actividad biolégica, a través de un efecto sobre sistemas de
fosforilacién de proteinas selectivos. Han sido caracterizadas dos tipos de
proteinas quinasas sensibles a poliaminas: 1- la caseina kinasa I (CK2),
ampliamente distribuida, representa una quinasa multifuncional y 2- la quinasa
ODC nuclear dependiente de poliaminas, caracterizada en varios tejidos de
mamiferos. Estos autores sugieren que a) estas quinasas podrian estar
implicadas en la regulacién de las actividades de ARN- polimerasa y b) en la
regulacién post-traduccional de ODC, constituyendo una nueva clase de
proteinas quinasas, que podrian definirse como sistemas de fosforilacidn
mediados por poliaminas, donde éstas podrian funcionar como mensajeros

intracelulares.

Una fosforilacién en tirosina incrementada de la pl30 se asocié
recientemente en la transformacién celular inducida por ppé0¥s< ,otras
quinasas de tirosina de la familia src (Holtta y col., 1993; Kanner y col., 1991), v-
srk y ODC (Auvinen et al., 1992). Hsltta y col., (1994) demostraron que la p130,
un sustrato de la ppé0, es una de las proteinas con mayor contenido de
fosfotirosina en células transformadas por ODC, sugiriendo que la fosforilacién
en tirosina juega un rol pivote en la transformacién celular por ODC, ya que
varios inhibidores de PTKs revierten | a morfologia celular al fenotipo normal. En
nuestros experimentos a 30 dias de intoxicacién, encontramos que el

contenido de fosfotirosina de la p130 estaba aumentado por el pesticida.

Cornwell y col (1986) encontraron que las poliamings, tal como esperminag,

activan a la fosfatasa de serina/treonina PP2A in vifro. Esto podria
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relacionarse con nuestros resultados sobre fosfo-defosforilacién de proteinas,
en los que la modificacién de los residuos fosforilables en presencia de
inhibidores de fosfatasas podria estar relacionado con el aumenio del

contenido de spn.

Aungue el efecto del HCB sobre el receptor de EGF se observé a los 10 dias
de tratamiento, y en intoxicaciones crénicas (30 dias), es atractivo proponer el

siguiente modelo de accién:

El HCB tendria un efecto estimulatorio sobre el receptor de EGF, activando su
PTK intrinseca. Esta fosforilaria a la fosfolipasa C gamma (PLC -y), que degrada
al fosfoinositol bifosfato (PIP2) produciendo diacilglicerol (DAG) y i nositol
trifosfato (IP3), estimulando la actividad de PKC. La activacién de la PTK del
EGFR podria ocurmrir como un evento muy temprano, antes de las 24 horas post -
tratamiento, ya que a este tiempo estd significativamente inhibida,
posiblemente por una reg ulacién negativa via PKC. Tanto la estimulacion del
receptor de EGF( antes de las 24 horas) como de la PKC ( 24 horas post -
tratamiento) podrian estimular la actividad de ODC, con el consecuente
aumento de poliaminas hepdticas. Para validar este modelo, deberiamos
medir la actividad PTK intrinseca del EGFR, asi como su contenido con un
anticuerpo especifico, y la actividad de PKC a tiempos mds cortos de

administracién (6, 12y 18 horas).
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MODELO PROPUESTO:

)~

ODC

'

POLIAMINAS

—> Efecto estimulatorio

- Efecto inhibitorio

Una diferencia clara entre el camino mediado por XRE y el camino de
fosforilacion de proteinas, es que el primero es apropiado para la activacion
directa de genes independientes que poseen XRE en sus promotores. En
cambio, el camino de fosforilacion de proteinas, ofreceriac un medio
conveniente para desencadenar los principales cambios celulares en
programas que requieren una estrecha coordinacién por diferentes
reguladores celulares.

De nuestros experimentos no podemos decir si el efecto del HCB sobre los

pardmetros de fransduccion de senales de receptores de factores de
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crecimiento, estan mediados por la unidén del téxico al Ahr, dado que en uno u

otro caso se alterarian los mismos componentes de la via.



CONCLUSIONES

Finalmente deseo remarcar los aportes originales de este trabgjo, al

conocimiento del mecanismo de accidn del HCB.

1- Alteracién de la unién del EGF a su receptor de membrana e

internalizacién de receptores, dependiente de la dosis de HCB.

2- Alteracién de la fosfo-defosforilacidn de sustratos enddgenos,
actividades de PTK y PKC, desde dosis muy bajas de HCB (0.1 y 1 mg/100 g
p.c.). y desde tiempos muy tempranos en los que ain no se encuentran
manifestaciones tdxicas. Este andlisis podria colaborar en la busqueda de
marcadores bioldgicos que puedan ser puestos a prueba en futuros trabajos

en poblaciones expuestas.

3- Estimulacién de la actividad de ODC y del contenido de poliaminas

libres a tiempos cortos de tratamiento.

/m;/lé(mr\h
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