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Alteraciones proteicas debidas al estrés oxidativo promovido por la activacién del tetracloruro
de carbono a radicales libres
M. E. Galelli

El CCl; afecté a proteinas por distintos mecanismos. In vivo disminuyé transitoriamente la
incorporacién de 4C-Leucina a protefnas nucleares (totales y distintas fracciones proteicas) y microsomales
hepéticas de rata, siendo el efecto maximo a la hora. La cicloheximida causé un efecto similar.

Los metabolitos reactivos del CCly (triclorometilo (*CCls) y triclorometilperoxilo (CClsO:*))
formados por activacién con luz ultravioleta C (UVC) causaron el aumento de grupos carbonilos (TCO) y
la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilo ()SH) en albtimina de huevo (alb) y el TCO en 20
amino4cidos. El TCO en alb fue parcialmente inhibido por Trolox y EDTA pero no a-tocoferol Los
metabolitos del CCly formaron HCCls por reaccién con alb (parcialmente inhibido por Trolox) y cistefna,
posiblemente por abstraccién de hidrégeno. La luz UVC per se TCO, abri6 el puente disulfuro, pero casi
no afect6 los SH de la alb.

El *CCl y el CCLO2* TCO y {SH en proteinas microsomales in vitro, por accién directa o via
productos de peroxidacién de lipidos (PL) ya que fue parcialmente inhibido por antioxidantes y EDTA.
No afectaron los CO y SH de protefnas nucleares, mitocondriales y citos6licas in vitro. El NADPH in vitro
(probablemente via PL) TCO y {SH de proteinas microsomales y nucleares, pero no mitocondriales.
Produjo TSH pero no de CO de compuestos citosélicos

El CCly in vivo aument$ transitoriamente el contenido de CO de proteinas microsomales pero no
de nucleares hepéticas de rata.

Las alteraciones causadas por los metabolitos reactivos del CCl4 en proteinas permitirian explicar
algunas de las alteraciones observadas en la intoxicacién por CCly (pérdida de funciones celulares, dafio a
la bomba de calcio del reticulo endoplésmico), que podrian causar la muerte o desencadenar mecanismos
de proteccién celulares.

Palabras claves: tetracloruro de carbono, radicales libres, sintesis de proteinas, proteinas nucleares,
oxidacién de protemas, carbonilos proteicos, sulfhidrilos proteicos, peroxidacién de lipidos, UVC.

Protein alterations due to the oxidative stress promoted by carbon tetrachloride activation to
free radicals
M.E. Galelli

CCly affected proteins through different mechanisms. It temporarily decreased 4C-Leucine
incorporation into both, nuclear proteins (total and different protein fractions) and microsomal proteins in
vivo. The main effect was observed at 1-hour poisoning. The effect of cicloheximide on “C-Leu
incorporation was similar to that of CCl,.

Trichloromethyl (*CCls) and trichloromethylperoxyl (CCl:O;") free radicals generated by
ultraviolet C light (UVC) activation of CCly promoted both, carbonyl formation (COT) and sulfhydryl
decrease (SHY) in chicken egg albumin (alb) and COT in the common 20 amino acids. They also led to
HCCl; formation from alb (partially inhibited by Trolox) and cysteine, probably by hydrogen abstraction.
The COT in alb was partially prevented by Trolox and EDTA, but not by a-tocopherol. UVC light by itself
caused COT, opened disulfide bonds, but it did not affect SH in alb.

*CCl and CCLO;* COT and SHY in microsomal proteins in vitro. These effects were partially
prevented by antioxidants and EDTA, which indicates these could be due to both, CCls-free radical direct
action or lipid peroxidation products (PL). CCls-free radicals did not affect CO and SH in nudear,
mitochondrial and citosolic proteins in vitro. NADPH in vitro (probably through PL) caused COT and {SH
in microsomal and nuclear but not in mitochondrial proteins. It also produced SH increase but not COT in
citosolic substances.

CCl in vivo caused a transitory COT in rat liver microsomal but not in nuclear proteins.

These CCly-induced alterations might explain some of the effects of this hepatotoxin (for example,
cellular function loss or damage to microsomal calcium pump) that might induce cellular death or trigger
cellular protection mechanisms.

Key words: carbon tetrachloride, free radicals, protein synthesis, nuclear proteins, protein oxidation,
protein carbonyl, protein sulfhydryl, lipid peroxidation, UVC.



Agradecimientos:

Al Dr. José Alberto Castro, Director de mi Tesis, por su constante preocupacién,
estimulo y apoyo, asi como por ofrecerme su experiencia académica en todo momento.

A la Dra. Marfa Isabel Diaz G6mez por brindarme sus conocimientos y su apoyo.

Al Técnico Electrénico Anibal Ramén Petricio por el disefio y produccién de
dispositivos empleados en este Trabajo de Tesis.

A Ja Dra. Maria Montalto de Mecca por su constante apoyo y estimulo y por

ayudarme en la revisién de los manuscritos.

A las Dras Silvia Laura Fanelli y Edith Graciela Valles por la revisién parcial de los

manuscritos.
A todo el personal del CEITOX por su permanente compafierismo y colaboracién.

A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA, por mi formacién de grado,
postgrado y por las becas otorgadas.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, CONICET, por las
becas otorgadas.



A mi familia



Hay tres maneras fundamentales de adquirir conocimientos:
observacion de la naturaleza, reflexion y experimentacion.
La observacion retine hechos,

la reflexion los combina,

la experimentacion verifica el resultado de tal combinacion

- Denis Diderot (1713-1784)
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I.- INTRODUCCION

I.A.- INTRODUCCION GENERAL

> [.A.I.- Introduccién

Durante el dltimo siglo se ha incrementado el nimero de sustancias con las que el
hombre y los demas seres vivos est4n en contacto. La sociedad ha ido tomando lentamente
conciencia del riesgo que las sustancias quimicas pueden implicar, lo cual se ve reflejado en
regulaciones mas estrictas de produccién, distribucién y uso de las mismas. Todo esto
conlleva la necesidad de un conocimiento més profundo de los mecanismos por los cuales

una sustancia resulta téxica.

La Toxicologia es la ciencia que estudia las interacciones nocivas entre las sustancias
quimicas y los seres vivos. El término toxicologia deriva de la palabra griega "tofikoc"
(t6xicos), la cual fue empleada por el historiador Herodoto para denominar al veneno que se
empleaba en las puntas de las flechas (1, 2).

Es una ciencia multidisciplinaria que requiere la integracién de varias areas de
conocimiento como Quimica (en todas sus ramas), Biologia, Fisiologia, Patologia, etc. (1, 2).

Las bases de la toxicidad de una sustancia son las interacciones quimicas. La
elucidacién de los factores involucrados y de los mecanismos moleculares responsables de
dichas interacciones es un aspecto fundamental para el entendimiento de la toxicidad de una
sustancia (3, 4, 1, 5).

La respuesta de un organismo a una sustancia quimica varia considerablemente en
grado y magnitud en diferentes especies; incluso existen variaciones importantes entre
individuos de una misma especie. Estas diferencias cuali y cuantitativas en la especificidad
de los efectos determinan la vulnerabilidad o la resistencia a un t6xico de una determinada
especie o individuo (6, 4, 2).

Los mecanismos iniciales de toxicidad son muy diversos y en general dependen de
cual sea la sustancia. Sin embargo, muchas veces las alteraciones finales son comunes a
varios to6xicos, cualquiera haya sido el mecanismo de toxicidad inicial. Por ejemplo,
sustancias tan diversas como niquel, asbesto o algunos solventes pueden producir como
dafios finales peroxidacién de lipidos, formacién de especies reactivas de oxigeno y
deplecién de grupos tioles (6, 7, 4).

En muchos casos, la sustancia no es t6xica per se, sino que sistemas presentes en un
organismo la modifican quimicamente formando sustancias reactivas que son las causantes

1
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del dafio. Para estas sustancias la presencia o no de sistemas metabolizantes en un organismo

es lo que define el grado de toxicidad para el mismo (1, 3,2, 8, 6, 9).

> L.A.IL.- CCly como sistema modelo

Dado el gran nimero de sustancias quimicas relacionadas con los seres vivos, tanto
naturales como creadas por el hombre, seria imposible estudiar con profundidad los
mecanismos de toxicidad de cada una de ellas, razén por la cual se trata de elegir "sistemas
modelo" (6, 1, 3).

Se denomina "sistema modelo para el estudio de dafio y muerte celular por téxicos" al
conjunto integrado por una sustancia quimica y un sistema celular sobre el cual actie dicha
sustancia. Estos sistemas permiten un estudio més sencillo de las distintas variables que
intervendrian en la toxicidad de una sustancia, con el fin de determinar mecanismos de

toxicidad que luego puedan ser aplicables a otras sustancias (3, 6).

El sistema modelo "tetracloruro de carbono-higado" emplea como sustancia téxica al
tetracloruro de carbono (CCly) y como blanco celular al hepatocito (célula parenquimal
hepatica). Este sistema es uno de los mas empleados en Toxicologia por varias razones (10, 1,
6, 3):

El CCls es una molécula muy simple, la cual debe ser activada a metabolitos reactivos
de naturaleza radicalaria para ejercer su accién téxica. En el proceso de activacién se forman
pocos metabolitos reactivos, lo que facilita el estudio de sus interacciones con componentes
celulares.

Existe mucha informacién disponible acerca de los efectos del CCly, del daiio intenso
y reproducible que produce en varios animales de laboratorio (ratén, rata, etc.) siguiendo
una secuencia de tiempo especifica. De acuerdo con la dosis y la forma de aplicacién produce
una amplia gama de darfios finales, como ser acumulacién de lipidos, necrosis, cirrosis y
cancer, lo que permite el estudio del desarrollo de estas patologias y de posibles mecanismos
de proteccién (11, 6).

En lo que respecta al hepatocito, es la célula de mamifero de estructura, bioquimica y
funcién més conocida. Es el principal sistema de metabolizacién de sustancias, tanto
endégenas como exégenas (12, 3, 13).

El CCly es empleado también en el estudio de interacciones con otras sustancias
quimicas, asi como de los mecanismos de reparacién del dafio causado por sustancias téxicas
(14, 15, 3).
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I.B.- PROCESOS QUE SUFRE UNA SUSTANCIA EN EL ORGANISMO

I.B.I.- INTRODUCCION

La toxicidad de una sustancia esta directamente relacionada con los procesos de
absorcién, distribucién, excrecién, biotransformacién y con las posibles interacciones con
componentes celulares. Todos estos procesos ocurren en forma simultdnea y se estan
modificando constantemente de acuerdo a las distintas variables presentes en cada punto de
un organismo (8, 2, 16, 1). En la figura I.B.1 (2 con modificaciones) se representan los

distintos procesos.

?Exterior del org_;ﬁisﬁo ]‘ ABSORCION ' Plasma :
5 e : . :
Téxico i | Téxlibre - Té6x unido |
DISTRIBUCION EXCRECION
(T6x libre)
o ek ] | Medio Externo |
. Téxlibre - Tox unido | . Producto excretado |
BIOTRANSFORMACION
SR, P ——— EXCRECION
Tejidos (Metabolitos finales
Metabolitos libres o conjugados)

’ activos inactivos ';

Figura I.B.1: Absorcién, distribucién, biotransformacién y excrecién de sustancias

El lugar donde una sustancia causa su efecto toxico es denominado érgano o tejido
blanco, el cual no es necesariamente el lugar de mayor concentracién; en algunos casos si
coinciden (paraquat o monéxido de carbono), pero en otros casos hay mayor concentracién
de sustancia en otros érganos (plomo o CCly) (2, 8).

Se define como xenobiético (Xb) a toda sustancia extrafia al organismo. Dosis es la
cantidad de sustancia que ingresa a un organismo (8, 2).

En general, la cantidad de sustancia que llegue al 6rgano blanco estaré directamente
relacionada con la cantidad de sustancia a la que el organismo esté expuesto, cuanto mayor
sea la dosis mayor seré la cantidad que llegue al 6rgano blanco. Sin embargo, otros factores
que afecten los mecanismos bésicos de absorcién, distribucién, metabolismo y/o excrecién
(como ser el retardo de la absorcién oral o la disminucién de la temperatura corporal)
podrian alterar la cantidad de sustancia que llegue al lugar de accién téxica (17, 2, 8).

A continuacién se describen brevemente los distintos procesos mencionados.
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L.B.I1.- ABSORCION, DISTRIBUCION, EXCRECION

> I.B.I1.1.- Absorcién

En general, para que una sustancia ejerza su accién téxica debe ingresar primero al
organismo. Son excepciones las sustancias que actGen localmente, como por ejemplo 4cidos o
bases fuertes que actuarian directamente sobre la piel (2, 8).

Se llama absorcién al proceso por el cual una sustancia atraviesa membranas
biolégicas del cuerpo e ingresa al torrente sanguineo (8, 2, 16).

La absorcién de una sustancia est4 en gran medida determinada por la capacidad de
dicha sustancia de atravesar membranas biolégicas, lo cual est4 en relacién directa con su
liposolubilidad, grado de ionizacién y tamafio molecular. Una sustancia liposoluble atraviesa
mas facilmente membranas biolégicas y por lo tanto se absorbe mas facilmente. En el caso de
sustancias 4cidas o béasicas, el pH del lugar de absorcién es muy importante porque
determina el grado de ionizacién de la sustancia (16, 2, 8, 18).

Existen varios mecanismos por los cuales una sustancia puede ingresar al organismo:
atravesando directamente las membranas (difusién pasiva, la forma mas comtn), pasando a
través de poros en las membranas, o por transportadores especiales (normalmente
involucrados en el ingreso de sustancias importantes para el organismo) (2, 16, 8).

Al considerar la toxicidad de una sustancia es muy importante tener en cuenta la via

de absorcién, una dosis téxica por una via puede no serlo por otra (16, 17, 19).

Las vias de absorcién més importantes son el tracto gastrointestinal, el sistema
respiratorio y la piel (8, 2, 16).

El tracto gastrointestinal es una via de ingreso muy importante porque puede ser la
entrada de muchos contaminantes presentes en los alimentos, el agua de bebida, etc. Existen
a lo largo del mismo variaciones de pH y de sustancias presentes (enzimas, flora, etc.) que

pueden llevar a una distinta absorcién (16, 2).

Debido a su amplia superficie (40 veces la de la piel), su gran irrigacién y la cercania
entre el aire y la sangre, la via pulmonar es muy importante para la absorcién de gases,
sustancias volétiles y aerosoles. La volatilidad y la solubilidad en sangre de una sustancia

son factores determinantes de la absorcién de una sustancia por via pulmonar (17, 16).

La piel se comporta cualitativamente como una membrana celular, por lo que la
absorcién por via dérmica seré funcién directa de la liposolubilidad de las sustancias (16, 17).

Una via empleada experimentalmente es la via intraperitoneal, la cual posibilita una
rapida absorcion de las sustancias a través de la circulacién portal, pasando la sustancia
absorbida directamente al higado (16, 8).
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> LB.I1.2.- Distribucién

La sustancia absorbida es distribuida a todo el organismo por medio del sistema
circulatorio (el sisterna linfatico contribuye muy poco a la distribucién) (2, 16).

En la sangre la sustancia puede circular libre o unida a proteinas plasmaticas. S6lo la
fraccién libre es capaz de ingresar a las células, por lo que la cantidad de sustancia que llegue
a un determinado 6rgano o tejido serd funcién directa de la cantidad que esté libre en la
sangre. La sustancia libre en sangre puede pasar a los distintos 6rganos o tejidos (donde
puede acumularse, sufrir reacciones quimicas (biotransformacién), unirse a estructuras
celulares, etc.) o puede ser excretada (16, 1, 8, 2).

En general, las sustancias se distribuyen en el organismo de una manera heterogénea.
La cantidad de xenobiético (Xb) que se encuentre en un determinado compartimiento en un
momento dado dependeré4 de diversas variables: de las caracteristicas fisicoquimicas de la
sustancia (caracteristicas acido-base, liposolubilidad, hidrosolubilidad, grado de ionizacién),
de la existencia en el lugar de moléculas por las que pueda ser afin, del contenido lipidico del
6rgano o tejido en cuestién, del pH tisular y del flujo sanguineo de ese lugar (20, 16).

> 1.B.11.3.- Excrecién

La excrecién es la eliminacién de una sustancia o sus metabolitos del organismo (2, 8).

Uno de los principales sistemas de excrecién en mamiferos es el sistema renal (por
medio de la orina), siendo también muy importantes el higado (mediante la bilis, siendo
eliminada en las heces) y los pulmones (en el caso de sustancias volatiles) (20, 2, 8).

Todas las secreciones corporales excretan en alguna medida un dado xenobi6tico.
Estas secreciones secundarias (sudor, leche, saliva, semen, asi como las faneras) no son
significativas cuantitativamente, pero pueden tener importancia toxicol6gica por otras
causas, por ejemplo, el que un plaguicida pueda ser excretado por leche (8, 20, 16).

Al igual que en la absorcién, la excrecién depende de las caracteristicas fisicoquimicas
de una sustancia; nuevamente la liposolubilidad es un pardmetro fundamental. Las
sustancias hidrofilicas son facilmente excretadas; en cambio, las lipofilicas seran dificilmente
eliminadas ya que por su liposolubilidad pueden atravesar facilmente las membranas de los
sistemas de excrecién y reingresar por difusién simple al organismo (18, 19, 2, 8).

Los organismos han desarrollado estrategias para hacer las sustancias liposolubles
maés hidrosolubles mediante el proceso denominado biotransformacién (1, 20, 2, 8).

Por lo tanto, las sustancias pueden ser excretadas sin ser modificadas o luego de
sufrir alguna clase de alteracién en su estructura quimica por transformaciones metabélicas
(1,20, 2, 8).
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L.B.J11.- BIOTRANSFORMACION

Los organismos han desarrollado sistemas enzimaticos capaces de metabolizar
productos de desecho endégenos (por ejemplo, esteroides, eicosanoides) y sustancias
exégenas (por ejemplo terpenos, alcaloides ingeridos con los alimentos) a productos mas
solubles en agua (y por lo tanto mds facilmente excretables), en un proceso denominado
biotransformacién (20, 2, 19, 21, 18, 22).

En la biotransformacién el Xb es presentado al mismo tiempo a varias enzimas
metabolizantes. La o las reacciones que sufra el Xb dependerdn de las caracteristicas
fisicoquimicas del mismo y de su afinidad por cada una de dichas enzimas (2, 8, 6).

Los productos de la biotransformacién pueden ser menos o mas t6xicos que la
sustancia original. En el caso de ser menos téxicos se la llama biotransformacién
detoxificante, en tanto que si resultan ser mas t6xicos es llamada biotransformacién
activante. Asf, muchas sustancias no son téxicas por sf mismas, sino debido a que se
biotransforman a sustancias reactivas capaces de reaccionar con estructuras celulares; éste es
el caso del CCL; o del acetaminofeno (17, 9, 18).

Las reacciones de detoxificacién participarfan en la resistencia de los insectos a los
insecticidas, la de las plantas a herbicidas y en la biorremediacién del medio ambiente por
microorganismos entre otras (22).

Cuando una sustancia debe ser biotransformada para ejercer su efecto toxico, la
toxicidad final de la misma ser4 funcién de la intensidad con que se active, de la reactividad
del producto resultante y de la importancia biol6gica de las moléculas que los metabolitos
reactivos puedan atacar (6). Las caracteristicas fisicoquimicas del Xb y de sus metabolitos
determinaran los destinos finales de los mismos, la velocidad de eliminacién, su posible
acumulacién, etc.. Es muy importante el conocer la forma en que una sustancia puede ser
metabolizada en un organismo para comprender los efectos que la misma pueda causar (8, 2,

9). En la figura I.B.2 (8) se indican los procesos que puede sufrir un Xb una vez que ingres6 al

organismo.
Acumulacién Pxiaotgugtlc)s
en tejidos \ p
: No Eliminacién
/notransfoxmacxbn
Eliminacion Productos /
Etapa Il

Figura I.B.2: Procesos que puede sufrir un xenobi6tico en el organismo

El principal 6rgano metabolizante es el higado debido a la gran cantidad y diversidad
de enzimas metabolizantes que posee. Otros 6rganos como intestino, rifién, pulmén,
adrenales, testiculos, ovario, placenta, etc. también metabolizan sustancias, pero en mucho
menor grado (20, 6, 23, 21).
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> LB.IIL.1.- Importancia del higado en la biotransformacién

El higado es fundamental en la biotransformacién de Xb, por lo que es blanco del
efecto de una gran variedad de agentes necrogénicos naturales y sintéticos (6).

Es el 6rgano visceral méas grande del organismo; sus células parenquimales son los
hepatocitos, los cuales constituyen el 80% del volumen del higado y el 60% del nimero de
células. Los hepatocitos se ordenan en laminas de células formando las paredes de capilares
sanguineos denominados sinusoides (capilares sanguineos especiales), que permiten que la
sangre esté en intimo contacto con los hepatocitos (13, 12, 2).

Existen diversos modelos para describir la estructura hepatica, uno de ellos es el
“acino hepético” de Rappaport, el cual lleva implicito el concepto de zona metabélica (13,
24). En este modelo la sangre circula por los sinusoides desde el sistema porta o triada portal
a la vena central del lobulillo. Estas se unen formando la vena hepética que sale del higado.
La triada portal est4 formada por una rama de la arteria hepética (sangre oxigenada), una
rama de la vena porta (que viene de los intestinos, pancreas, bazo y vesicula biliar) y un
canaliculo biliar (que conduce la bilis formada en el higado). En la entrada del sinusoide se
mezcla la sangre de la arteria hepética (20-25%) con la de la vena porta (75-80%) y la mezcla
circula a lo largo del sinusoide hasta desembocar en la vena centrolobulillar (13, 21, 24, 12).

A medida que la sangre va pasando a lo largo de los sinusoides va siendo modificada
por intercambios con los hepatocitos. Basandose en esto se han definido tres zonas; una
“zona periportal” alrededor de la triada portal, en la cual la sangre tiene un alto contenido de
oxigeno, una zona intermedia y una zona perivenosa o centrolobulillar (alrededor de la
vénula hepética), donde la sangre ya ha intercambiado gases y metabolitos. La zona
centrolobulillar es la menos oxigenada, por lo que en ella esta favorecido el metabolismo
reductivo (13, 24, 25).

Los principales encargados de la metabolizacién de sustancias en el higado son los
hepatocitos, y dentro de ellos, la estructura metabolizante méas importante es el reticulo
endoplasmico, principalmente el liso. Este dltimo es significativamente més abundante en los
hepatocitos perivenosos. La membrana nuclear también es capaz de metabolizar sustancias,
aunque en una mucho menor proporcién (13, 12, 21, 20, 14).

En muchos casos las enzimas presentes en la zona periportal y en la zona perivenosa
son diferentes, pudiendo, ademaés, variar con las condiciones metabélicas. Esto causa
diferencias en la forma en que una sustancia pueda afectar a dichas zonas (13, 12, 21).

Los hepatocitos realizan més de 500 procesos metabélicos, por ejemplo, sintesis y
secrecién de proteinas, funciones importantes relacionadas con carbohidratos, proteinas y
lipidos utilizados en todo el organismo, almacenamiento de glucégeno, lipidos y vitaminas,
inactivaciéon de hormonas esteroides y polipeptidicas, procesamiento de productos de
desecho end6genos y detoxificacién de venenos metabélicos y ex6genos (12).
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> LB.II1.2.- Etapas de la biotransformacién

El metabolismo de xenobié6ticos se divide generalmente en dos fases: la Fase I y la
Fase 11 (20, 19, 2, 8).

En las reacciones de fase 1 la molécula es alterada quimicamente por introduccién o
desenmascaramiento de grupos polares tales como hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH) y
amino (- NH2). De esta manera la molécula resultante es més hidrofilica y por lo tanto més
facilmente excretable (2, 18, 23, 20).

En las reacciones de fase II se produce la conjugacién de grupos polares de la
molécula con sustancias endégenas hidrofilicas de bajo peso molecular. El conjugado esta
bastante disociado a pH fisiol6gico, siendo asf soluble en agua. Los grupos polares formados
en la fase | sirven como sitios de reaccion para las reacciones de fase II (20, 2, 23, 19).

Es importante la existencia de estas dos etapas ya que no siempre la etapa 1 de la
biotransformacién resulta en la pérdida de la actividad biol6gica indeseable para el
organismo o en una hidrosolubilidad suficiente que permita su rapida excrecién (20).

Las enzimas metabolizantes de fase I y II se distribuyen en el higado de forma
heterogénea. Por ejemplo, algunas enzimas son principalmente centrolobulillares, mientras
que otras son fundamentalmente periportales. También tienen distinta distribucién dentro
del hepatocito; asi, las enzimas de fase I se encuentran principalmente en el reticulo
endoplasmico, en tanto que la distribucién de las de fase Il es méas heterogénea. Por ejemplo,
la glucuronil transferasa y la epéxido hidratasa estan en el reticulo endoplasmico, en tanto
que la sulfoquinasa es citosélica (20, 26, 23, 21).

A continuacién se describen cada una de estas fases.

> LB.II1.2.1.- Reacciones de fase 1

Las reacciones que se producen en esta fase son oxidaciones, reducciones e hidré6lisis,
las cuales introducen un grupo polar en las moléculas (20, 2, 19, 23).

De las reacciones de fase I las mas comunes son las oxidaciones. Las reducciones son
mucho menos usuales, pero son importantes desde el punto de vista toxicol6gico (20, 2, 19,
23).

En las reacciones de fase I intervienen varias clases de enzimas, las cuales pueden ser
divididas en dos grandes grupos, enzimas que poseen citocromo P450 en sus moléculas y
enzimas que no lo poseen. La mayoria de las activaciones de las sustancias a metabolitos
reactivos son atribuidas a las enzimas que poseen al citocromo P450 (26, 27, 20, 23, 18).

Las enzimas involucradas en la fase I serdn descriptas mas adelante.

Las reacciones de la fase I estan indicadas en la tabla I.B.1 (20).
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Tabla 1.B.1: Reacciones de biotransformacion de fase I

Tipo de reaccién Reaccién quimica Ejemplos
Oxidaciones
Hidroxilacion C alifatico R-CH>R’—— R-CHOH-R’ pentobarbital, tolueno.
Hidroxilacién C aromatico R-CsHs — R-CsH4OH benceno, anilina, benzopireno.
O-dealquilacién R-O-CH>R’' —> R-OH + R’-C=0  codefna, anisol, acetofenetidina.
N-dealquilacién R-NH-CH>R’ — R-NH, +R’-CH=O morfina, aminopirina, metadona
R R clorpromazina, atropina.
"N-CHzR’ —> NH + R-CH=0
Ry Ri
" , PP dimetilsulfuro, metiltiopurina,
S-dealquilacion R-S-CH>R" —> RSH + R'-CH=0 | uibenzotiazol.
idaci R-NH-R’ — R-NH-R’ naftilamina, aminobifenilo,
N-Oxidacién H anilina acetamidofluoreno
R S .
clorpromazina, imipramina,
Rr-N _)Ral ~N-0 trimetilamina.
S-Oxidacién RSR — R-gR’ clorpromazina, tioacetamida.
Desulfuraciones R-C-R* —> R-C-R’ tiobarbituratos.
§ ¢
Ra Ra( paratién, malation, guthion.
Ri-P=S — Ry-P=O
R’ RS
Epoxidacién R-CH=CH-R'—> R-HC-CH-R’  benzopireno, aflatoxina B,
et cloruro de vinilo, tricloroetileno.
Deaminacién INN Ri anfetamina, metanfetamina,
CH-NHR' — C=0+ R’-NH, efedrina, norefedrina.
R, Ry’
Alcoholes R-CH>OH — R-C=0O metanol, etanol, feniletanol.
Ri Riy isolpropanol, meprofendiol,
CH-OH — C=0 ciclohexanol.
/ /
R> R2
Aldehidos R-CH=0O — R-COOH formaldehido, acetaldehido,
benzaldehido.
Reducciones
grupos azo R-N=N-R’—> RNH; + R-NH,  colorantes azoicos,

dimetilaminobenceno.

grupos nitro o nitroso

R-NO; - R-N=O - R-NHOH — R-NH:

nitrobenceno, cloranfenicol,
nitrosobenceno, trinitrotolueno.

dehalogenaciones
reductivas

R-CHX— R-CHs

halothano, tetracloruro de
carbono, DDT.
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Tabla I.B.1 (continuacién): Reacciones de biotransformacién de fase I

Hidr6lisis
ésteres carboxilicos R-COOR’— R-COOH + R'OH écii? acetilsalicflico, procaina,
cocafna.
ésteres fosforados R O R, O insecticidas fosforados.
RoP-X — RpP-OH
Rs Ra
ésteres nitrados R-NO; — NOs- + ROH nitroglicerina, tetranitrato de
pentaeritrol.
hal6genos de alquilo R-Cl— ROH + CI DDT, tricloroetileno.
amidas R-CONH-R' —>RCOOH+ R'NH, lidocaina, fenacetina,
procainamida.

> I.B.II1.2.2.- Reacciones de fase I1

Las reacciones de fase II son reacciones biosintéticas en las que se conjugan sustancias
con productos endégenos, lo que les da una mayor hidrosolubilidad. Estas reacciones son
normalmente empleadas por el organismo para excretar sustancias endégenas, por ejemplo,
bilirrubina. En general existen mecanismos especializados de excrecién para los conjugados
formados. Las reacciones de fase Il se encuentran en todos los organismos, pero existen
diferencias tanto cuali como cuantitativas (8, 2).

Las conjugaciones se producen sobre grupos polares como alcoholes, fenoles, restos
carboxilicos de un 4cido, grupos aminos, etc. (20, 6).

Las reacciones de fase II son en general detoxificaciones, pero también pueden ocurrir
activaciones, por ejemplo, se pueden formar grupos N-hidroxilados a partir de aminas
aromaéticas, ser conjugados en el higado, pasar a sangre, pasar a la via renal y llegar a la
vejiga; si la orina es acida, el grupo glucuronilo se puede separar, liberdandose el N-
hidroxiderivado que es carcinogénico para el epitelio de la vejiga (2, 23).

Las principales reacciones de la fase II son las conjugaciones con 4cido glucurénico (la
mas importante cuantitativamente), con glutatién, con sulfato o con amino4cidos; en estas
reacciones las sustancias o sus metabolitos se conjugan con compuestos endégenos activados
(2, 26, 20, 23, 8).

En otros casos se producen acetilaciones y metilaciones. En el caso de las acetilaciones
existe un marcado polimorfismo en los seres humanos, esto divide a la poblacién en
acetiladores lentos y rapidos, lo cual se puede reflejar en distinta respuesta a medicamentos
(2, 23).

Una enzima importante de la fase II es la epéxido hidrolasa, la cual es la encargada de
la detoxificacién de ep6xidos, los cuales hidrata a dioles (2, 23, 20).
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>> I.B.II1.3.- Enzimas de fase I

En las reacciones de fase I intervienen varias clases de enzimas, las que pueden ser

divididas entre las que poseen citocromo P450 y las que no lo poseen (20, 27, 23, 18).

> [.B.II1.3.1- Enzimas de fase I que no contienen citocromo P450

Muchas de las enzimas de fase I que no poseen citocromo P450 catalizan reacciones
que son importantes en el metabolismo de Xb. Son ejemplos: la alcohol deshidrogenasa y la
aldehido deshidrogenasa que intervienen en el metabolismo del alcohol etilico, asf como
enzimas que participan en la metabolizacién de aminas como las flavinmonooxigenasas (que
también participan en el metabolismo de tioles y tioureas), la monoaminooxidasa, la xantino
oxidasa (que participa en el metabolismo de las purinas) o la aldehido oxidasa (que cataliza
la oxidacién de aldehidos) (6, 27, 23).

En muchos casos estas reacciones son catalizadas también por enzimas que si poseen

citocromo P450, lo que dificulta mucho su estudio (27, 23).

» [.B.II1.3.2.- Enzimas de fase I que contienen citocromo P450

Estas enzimas forman parte del sistema de oxidasa de funcién mixta. Son muy
importantes por la gran variedad de reacciones que catalizan, por lo que seran estudiadas a
continuacién en més detalle.

L.B.IV.- SISTEMA DE OXIDASA DE FUNCION MIXTA

Su nombre deriva de que un 4tomo de la molécula de oxigeno que participa en estas
reacciones es incorporado al sustrato, mientras que el otro es reducido a agua. Este sistema
estd formado por tres componentes basicos: el citocromo P450, la NADPH-citocromo P450
reductasa y fosfolipidos (20, 28).

En este sistema el citocromo es el que cataliza la reaccién final. Los electrones
necesarios para la reaccién provienen del NADPH (fosfato de nicotinamida adenida
dinucleétido, forma reducida), siendo transferidos por la citocromo P450 reductasa (20, 6).

> L.B.IV.1.- Componentes del sistema de oxidasa de funcién mixta

A continuacién se describen los distintos componentes de este sistema.
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> I.B.IV.1.1.- Citocromo P450

Los citocromos son proteinas hémicas tioladas que catalizan reacciones de
biotransformacién; modifican las estructura de miles de moléculas orgéanicas, pudiendo
bioactivar muchos compuestos a metabolitos reactivos o radicales libres, a veces con
consecuencias criticas para la salud y el funcionamiento de los organismos (6, 29).

Los citocromos P450 participan en la modificacién y eliminacién de compuestos
endégenos (en muchos casos moléculas regulatorias) como ser esteroides, acidos biliares,

acidos grasos, leucotrienos, prostaglandinas y aminas biogénicas (20, 24).

La familia del citocromo P450 est4 formada por proteinas similares (isoenzimas) con
el mismo centro activo, donde se ubica un grupo prostético hemo (hierro-protoporfirina IX),
el cual estd unido en parte por fuerzas hidrofébicas. Hay un grupo hemo por molécula de
citocromo (23, 18, 24, 20, 30).

El grupo hemo esta coordinado en su quinta posicién con un tiolato fijo de un residuo
de cisteina de la apoproteina y con una molécula de agua reemplazable en su sexta posicién.
El grupo tiolato es el que le da a los citocromos P450 sus propiedades cataliticas dado que
genera distintos estados de oxidacién del hierro, todos ricos en electrones y con diferentes

reactividades. El grupo cisteina se conserva entre los distintos citocromos (28, 18, 22, 23, 30).

Los citocromos P450 son proteinas de aproximadamente 57.000 daltons (unos 500
residuos). La parte proteica es la que le da la especificidad de reaccién al determinar la
topologia del sitio activo. Se los clasifica en familias, las que se indican con nimeros
arabigos; los miembros de cada familia tienen al menos una homologia del 40%. Cuando la
homologia es mayor del 55-60%, son agrupados dentro de una misma subfamilia, las cuales
son indicadas con letras maytsculas (A, B, etc.). Las formas individuales de P450 en una
subfamilia son numeradas secuencialmente, por ejemplo, 2B1, 2B2, 2B3, etc. Asi, un
citocromo P450 se nombraria cyp2E1 o CYP2EI1 (18, 24, 20, 30, 31, 29, 32, 33).

En humanos se han identificado al menos 25-30 citocromos P450 diferentes, en tanto
que en ratas se han identificado més de 40. La rata es la especie mejor estudiada respecto a la
ubicacién de los distintos citocromos en el acino hepatico (34, 30, 24).

Inicialmente el término citocromo P450 fue utilizado para identificar una
hemoproteina hepéatica microsomal; su nombre deriva de que cuando se combina en estado
reducido con monéxido de carbono da una banda de absorcién caracteristica a 450 nm, por
lo que se la llamé pigmento P450 o P450. El monéxido de carbono compite con el oxigeno
por la sexta posicién de coordinacién. La presencia del ligando tiolato de la cisteina en
posicién trans al monéxido de carbono es lo que produce el inusual espectro de absorcién
(23, 29, 22, 31, 20).

Los citocromos estdn presentes en virtualmente todos los organismos, desde los
microbios hasta el hombre. Se Ios ha encontrado principalmente en higado, rifién y

12



INTRODUCCION

adrenales, y en menor cantidad en otros tejidos como pulmén, intestino, cerebro y placenta.
En el higado los citocromos son méas abundantes en la zona centrolobulillar (o perivenosa)
del acino hepatico (20, 29, 35, 24, 22, 36).

Intracelularmente los citocromos son més abundantes en el reticulo endopldsmico.
Los que estdn en el reticulo endopldsmico del higado catalizan una gran variedad de
reacciones, en tanto que los que estan en otros tejidos son més selectivos en cuanto a qué
sustrato metabolizan (23, 24, 37).

Existe un considerable solapamiento en la eficiencia para catélisis de las diferentes
isoenzimas. Asi, varias isoenzimas pueden catalizar la misma reacciébn, aunque con
diferentes velocidades. Sin embargo, en muchos casos es una ftnica enzima o es
fundamentalmente una la que cataliza el metabolismo de una determinada sustancia (ya sea
la detoxificacién o la activacién) (20, 30). El fenotipo expresado en un determinado érgano
define tanto el metabolismo como la toxicidad o la actividad farmacolégica de un compuesto
en ese lugar (34).

Los citocromos P450 tienen la caracteristica de ser enzimas inducibles (19, 36, 23, 14).

» I.B.IV.1.2.- NADPH-citocromo P450 reductasa

La citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH es la encargada de la
transferencia de los electrones del NADPH hacia el citocromo P450. Es una flavoproteina que
contiene un mol de FAD (flavinadenina-dinucle6tido) y un mol de FMN (flavina-
mononucle6tido) como grupos prostéticos por cada molécula de proteina. Los cofactores son
importantes para el flujo de electrones del NADPH al FAD, al FMN y finalmente hacia el
aceptor de electrones citocromo P450 (31, 35, 33, 30).

Esta enzima ha sido detectada en todos los tejidos ensayados, siendo especialmente
activa en higado, adrenales, intestino delgado, rifiéon y pulmén. El nivel de la NADPH-
citocromo P450 reductasa hepatica al nacimiento es similar al de un adulto (7, 35).

Al igual que los citocromos P450, la citocromo P450 reductasa se ubica
principalmente en la regién centrolobulillar. En el reticulo endopldsmico hay una reductasa
por cada 10-20 moléculas de P450; se formaria un acople multienzimatico que tendria una
cierta movilidad en la membrana (33, 20, 19).

En la mitocondria el papel de la NADPH-citocromo P450 reductasa es realizado por
dos proteinas: una reductasa tipo ferredoxina oxidoreductasa (la cual contiene FAD) y una
ferredoxina (la que contiene un centro hierro-azufre) (30).

Esta enzima, al igual que los citocromos, es inducible (19).
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» [.B.IV.1.3.- Fosfolipidos

Se ha demostrado en sistemas reconstituidos que los fosfolipidos son necesarios para
la actividad del sistema de oxidasa de funcién mixta o monooxigenasa. El principal
fosfolipido es la fosfatidilcolina. La funcién de los lipidos no es muy clara; se cree que
facilitan la transferencia de electrones al citocromo P450 y aumentan la afinidad del sustrato
y de la citocromo P450 reductasa por el citocromo P450 (20, 6, 26).

» [.B.IV.1.4.- Citocromo bs /citocromo bs reductasa

El citocromo bs por medio de la citocromo bs reductasa podria transferir el segundo
electron del ciclo catalitico del P450 (ver mas adelante). El sustrato que se esté metabolizando
determina si el segundo electré6n proviene de la reductasa o del citocromo bs (38, 20, 6, 39).

La presencia de bs puede cambiar la afinidad y la velocidad de reaccién de un
sustrato respecto de cyp2E1 (38, 20, 6, 39).

> I.B.IV.2.- Reacciones catalizadas por el sistema de oxidasa de funcién
mixta

Muchas de las reacciones de biotransformacién de fase I son catalizadas por este

sistema que contiene citocromo P450. En lineas generales se las puede dividir en reacciones

de oxidacién y reacciones no oxidativas, incluyéndose entre estas tltimas las reducciones.

> I.B.IV.2.1.- Reacciones de oxidacién

Dentro de las reacciones de oxidacién las mas comunes son las monooxigenaciones,
por las cuales, como se indic6 anteriormente, recibe su nombre este sistema. En estas
reacciones se produce la transferencia de un 4tomo de oxigeno a un determinado sustrato.
Las reacciones mas comunes son hidroxilaciones, epoxidaciones, O-dealquilaciones y N-

dealquilaciones oxidativas, N-hidroxilaciones, S-oxidaciones (28, 20).

Otra actividad oxidativa importante es la de oxidasa, por la que los citocromos son
capaces de formar especies reactivas de oxigeno en presencia o no de sustrato. Se forma
radicales super6xido (O2%), H:O, y H2O por reduccién del oxigeno. Este fenémeno es
particularmente importante en el caso del metabolismo de xenobiéticos, ya que al no ser
sustratos end6genos naturales de estos citocromos P450 podrian ubicarse incorrectamente en
el sitio activo para recibir el oxigeno. Esta actividad de oxidasa podria dar origen a la
peroxidacién de lipidos en sistemas microsomales hepéticos de rata in vitro (28, 40).
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Algunos citocromos son capaces de realizar otras reacciones menos usuales como
catalizar la unién oxidativa de dos fenoles, la deshidrogenacién con formacién de un doble
enlace en la testosterona, la deformilacién oxidativa en la sintesis de esteroides o la ruptura

de una unién C=N en la biosintesis de NO a partir de L-arginina (28).

Un peréxido puede sustituir al oxigeno y a los equivalentes de reduccién. Esta
sustitucién es llamada “lanzadera del per6xido”, la cual se cree que podria estar involucrada

en la peroxidacién de lipidos (23, 40).

> ILB.IV.2.1.1.- Mecanismo de oxidacion

En las reacciones de oxidacién més comunes se produce el agregado de un 4tomo de
oxigeno al sustrato. En la figura 1.B.3 (28 y 2 con modificaciones) se representan las

reacciones de monooxigenacion catalizadas por los citocromos P450.

[Cit-S-Felll «— OHj]

|

R(;—I/y [Cit-S-Fell] \Q'H
[Cit-S-FeV=0 RH] [Cit-S-Felll RH] -
H,O e <+FP, +NADPH
2H*
[Cit-S-Fel.O-O- RH] [Cit-S-Fe!! RH]

\ / O2 ,:"'::.
e (2
NADH —FP, —»citbs—» e

v. [Cit-S-Fell - O, RH]

Figura I.B.3: mecanismo de oxidacién por citocromo P450

En su estado de reposo los citocromos existen generalmente como una mezcla del
estado hexacoordinado de bajo spin Fe(IlI), con una molécula de agua coordinada en la sexta
posicién, y un estado pentacoordinado de alto spin Fe(IIl), en el cual el cisteinato es el tinico
ligando axial (28, 23, 32).

La unién de un sustrato a la proteina en un lugar cercano al hemo generalmente
desplaza el equilibrio hacia la forma pentacoordinada. Luego de lo cual el Fe(III) es reducido
a Fe (II) por un electrén proveniente del NADPH, el cual es transferido por la citocromo P450
reductasa (FP;). La reduccién del Fe(III) a Fe(II) permite la unién del oxigeno (28, 32).

El oxigeno se une formando el complejo Fe(II)-O,, el cual es reducido por un segundo
electrén, formando un complejo que, debido principalmente a su corta vida, no esta bien

caracterizado (28). El segundo electrén para la reduccién puede ser derivado de la NADPH-
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citocromo P450 reductasa o puede provenir del NADH, siendo transferido por el citocromo
bs via la NADH citocromo bs reductasa (FP2) (20, 23, 32, 41).

Habria un reordenamiento del complejo formado, luego de lo cual se produce la
ruptura del enlace O-O y se libera uno de los 4&tomos de oxigeno en forma de agua. El otro
dtomo permaneceria coordinado con el hemo, posiblemente como un intermediario
oxiperferril (Cit-5-FeV=0) altamente reactivo, que seria el que oxida al sustrato (39, 28).

Una vez oxidado el sustrato es liberado de la enzima (39, 28).

» I.B.IV.2.2.- Reacciones no oxidativas

Los citocromos son capaces de catalizar reacciones no oxidativas, las cuales no son
tan comunes como las oxidaciones pero son importantes desde el punto de vista toxicolégico.
En lo que respecta a los xenobi6ticos, la actividad no oxidativa més importante es la de
reductasa, la cual estd implicada en la reduccién catalitica de compuestos polihalogenados,
nitroaromaticos, azo-compuestos, aminas terciarias, N-6xidos y 6xidos de areno. La
actuacién como reductasa de algunos tipos de citocromos P450 permite la activacién del CCls
a sus metabolitos reactivos (28, 25, 20, 2).

Las reacciones de reduccién también se producen en sustancias endégenas, como por

ejemplo la formaci6n de prostaciclinas por isomerizacién de prostaglandinas (28).

> ILB.IV.2.2.1.- Mecanismo de reduccién del citocromo P450

La capacidad reductora de los citocromos es posible por la existencia de Fe(II) en el
sitio activo catalitico del citocromo P450. El Fe(Il) es un buen agente transferente de
electrones, pudiendo transferirlos tanto al oxigeno (en las reacciones de monooxigenacion)
como a otros sustratos muy oxidados, capaces de aceptar dicho electrén (28, 42).

Coherentemente, las reacciones de reduccién catalizadas por los citocromos P450 son
inhibidas por el oxigeno, ya que el sustrato a reducir deberia competir con el O, por los
electrones cedidos por el NADPH. Por esto las reducciones pueden ocurrir en mayor

extensién en condiciones anaerébicas o de baja presién de oxigeno (28, 42).

> 1.B.IV.3.- Inactivacioén suicida

Los citocromos P450 muchas veces participan en reacciones llamadas “inactivaciones
suicidas”, en las cuales el producto formado por un citocromo reacciona con la misma
molécula de citocromo causando su inactivacién. En el caso del CCly, el mismo inactiva al
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citocromo por destruccién del grupo prostético a productos que se unen a irreversiblemente

a la apoproteina. Esta inactivacién protegeria contra una nueva exposicién (9, 43).

>> 1.B.IV.4.- Induccién de los sistemas metabolizantes

Una caracteristica importante de muchas de las enzimas de los sistemas
metabolizantes es que son inducibles. En general la induccién no es en el acino hepatico
completo sino en ciertas zonas del mismo (44, 6, 33, 24, 36, 23).

Asi, los niveles de los citocromos P450 estan regulados tanto por factores endégenos
(por ej, hormonas gonadales) como por factores ex6genos (sustancias quimicas, ayuno, etc.).
Las sustancias quimicas pueden inducir draméticamente a los citocromos (20, 45, 34).

Otras enzimas que contribuyen al metabolismo de sustancias quimicas son también
inducibles, por ejemplo: aldehido deshidrogenasa, epéxido hidrolasa, NADPH citocromo
P450 reductasa, distintas glutatién-S-transferasas, flavinmonooxigenasa microsomal,
monoamino oxidasa, UDP-glucuroniltransferasa, peroxidasas (prostaglandina sintetasa y la
mieloperoxidasa), etc.. La induccién de las enzimas de fase II es usualmente mucho més
débil que la de las de fase I; esto podria causar un desbalance entre la activacién y la posible

conjugacién del producto activado que podria resultar dafiino para la célula (24, 33, 26).

» I.B.IV.4.1.- Mecanismos de induccién

El caso de los citocromos es el méas estudiado. Habria basicamente dos mecanismos
de induccién: aumento de la transcripcion o eventos post-transcripcionales (36, 45, 23).

Se conoce el mecanismo de aumento de la transcripcién para el 3-metilcolantreno: un
receptor después de interactuar con la sustancia se uniria al ADN y activaria la transcripcién.
Los mecanismos de otras sustancias (por ejemplo fenobarbital) son desconocidos (23, 33).

La induccién por eventos post-transcripcionales incluye la estabilizacién del mARN o
de la misma proteina citocrémica (denominado estabilizacién por sustrato). En la
estabilizacién por sustrato al no haber necesidad de sintesis proteica la induccién es mas
rapida (45, 46, 38, 24, 23).

Una misma sustancia puede causar los dos tipos de inducciones. Por ejemplo, la
acetona induce al cyp2E1 por estabilizacién del citocromo, en tanto que induce al cyp2B1 por
induccién de la transcripcion (45, 46, 38).

El ayuno causaria la induccién de algunos citocromos. En ratas, el ayuno induciria al
cyp2E1, se produciria un incremento del mARN correspondiente por aumento de la
transcripcién o por estabilizacién del mensajero. En el estudio del CCly es muy utilizado el
ayunar los animales la noche previa a los experimentos (46, 45).
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> L.B.IV.5.- Factores que modifican la intensidad de los procesos de
biotransformacién

Existen diferencias cuali (distintas enzimas metabolizantes) y cuantitativas (diferencia
de cantidad de enzimas metabolizantes, presencia de inhibidores naturales, balance de
reacciones opuestas, reacciones competitivas, etc.) entre distintas especies. Las cualitativas
conciernen principalmente a las enzimas de conjugacién de fase II, en tanto que las
cuantitativas son principalmente de enzimas de fase I (2, 20).

Dentro de una misma especie existen diferencias genéticas tanto en las reacciones de
fase I como en las de fase II (2, 23, 20). Estas diferencias se han observado para el
metabolismo de anticoagulantes como warfarina o dicumarol, asi como para faormacos como
la fenilbutazona o la antipirina, las cuales han sido atribuidas a factores cuantitativos. En la
poblacion humana el principal factor causante de las diferentes respuestas a un dado
xenobi6tico serian las variaciones en las actividades de los citocromos P450 individuales (de
incluso tres 6rdenes de magnitud) (20, 23, 26, 39).

La calidad de la dieta, factores ambientales, sustancias presentes en los alimentos
(sustancias téxicas o no, inductoras o inhibidoras) alteran los niveles de enzimas
metabolizantes. Las dietas pobres en proteinas y altas en hidratos de carbono o grasas
disminuyen la capacidad de metabolizacién, en tanto que las dietas ricas en protefnas la
aumentan (20, 2, 23).

En el caso de los seres humanos, los considerables estimulos a los que estan
constantemente sometidos (tabaco, alcohol, contaminantes ambientales, componentes de la
dieta, medicamentos, insecticidas, etc.) hace que muchas de las enzimas metabolizantes estén
inducidas (19, 23).

La edad es también un factor importante en la metabolizacién de sustancias. En
general, el nivel de enzimas metabolizantes es menor en el momento del nacimiento y en la
vejez (20, 2, 23, 19).

El contenido de citocromo P450, de la citocromo P450 reductasa o la afinidad del
sustrato por el citocromo P450 son modulados por hormonas, por lo que habria variaciones
de acuerdo a la hora del dia (por ejemplo, en el caso de la rata debido al ritmo circadiano de

los niveles de corticosterona), o por el estrés, el embarazo o el ayuno (20).

En el caso de la rata, existen diferencias en la expresién de enzimas en funcién del
sexo, esto no sucederia en otras especies como por ejemplo el hombre. Las ratas macho
poseen una mayor capacidad de metabolizaciéon de xenobi6ticos, por lo que en la

investigacion de la toxicidad del CCL muchas veces se emplean ratas macho (20, 2, 23, 19).
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> I.B.IV.6.- Degradacién de los citocromos

No sé6lo es importante el aumento de la expresién de un determinado citocromo en la
accion téxica de una sustancia, sino también su degradacién. Los distintos componentes del
sistema de oxigenasa de funcién mixta (isoenzimas de citocromo P450, NADPH-citocromo
P450 reductasa, citocromo bs) poseen distintas vidas medias. Con excepcién de unos pocos
mecanismos de prote6lisis selectiva, los mecanismos de recambio no son conocidos (47).

Como se ha indicado anteriormente, una de las formas de induccién del citocromo
P450 es por estabilizacién por sustrato. Se cree que en este tipo de induccién en presencia de
un determinado sustrato se forma una complejo que protege al citocromo de la degradacion,
aumentando asf su vida media. Este es el caso del citocromo 2El, el cual tiene una vida
media muy corta (de 7 a 8 hs). En este citocromo existiria la secuencia PEST (ver Sintesis de
Proteinas), la cual estaria asociada a una rapida proteo6lisis. Por el contrario, el cyp2B1, que no
posee la secuencia PEST, no tendria este tipo de regulacién (47, 48).

La vida media de la citocromo P450 reductasa es similar a la de las proteinas

microsomales totales, en cambio la del citocromo bs es considerablemente mayor (19).

> L.B.IV.7.- Citocromos importantes en la intoxicacién por CCl,

Como se indica més adelante, se ha determinado que Ios citocromos que activan al
CCl; a sus metabolitos reactivos serian cyp2E1 y cyp2B1/B2. Ambos tipos de citocromos estan
en las células de la regién perivenosa hepética, siendo mas abundantes en las 6-7 capas de
células mas cercanas a la vena central (36, 24, 49).

Se describiran aqui las caracteristicas generales de estos citocromos.

» LB.IV.7.1.- Cyp2E1

La caracteristica comun que parecerian tener las moléculas metabolizadas por cyp2E1
es su pequefio tamarfio (26, 18, 24, 32).

Este citocromo es importante en la metabolizacién de un gran niimero de sustancias,
algunas de las cuales causan su induccién, por ejemplo etanol, acetona, pirazol, piridina,
isoniazida, imidazol, benceno, acetona, tricloroetileno. En la biotransformacién de algunas de
las sustancias se generan metabolitos citotéxicos y carcinogénicos (45, 50, 49, 33, 26).

El cyp2E1, que en el caso de la rata era antes llamado citocromo P450j, metaboliza
sustancias endégenas. Es muy activo en la reduccién de hidroperéxidos formados en la
peroxidacién de Iipidos (51, 38, 52, 24, 50, 26, 19).

El cyp2E1 es facilmente inducible en humanos, por lo que es importante en Ia relacién
entre la exposicién laboral y no laboral a sustancias, por ejemplo, se han encontrado niveles
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hepaticos elevados de cyp2E1 en alcohélicos, lo que, como se indica més adelante, podria
tener consecuencias en la exposicién a CCls en el ambito laboral (26, 38, 53).

Relacion con la peroxidacion de lipidos: El citocromo 2E1 (en presencia de NADPH) es
particularmente activo en la reduccién del oxigeno molecular, con generacién de especies
reactivas de oxigeno capaces de iniciar la peroxidacién de lipidos (49, 24, 51, 38, 52, 45, 32,
37). Esto es asi porque al estar constitutivamente en la forma de alto espin (caracteristica que
lo hace tnico) permite que sea reducido por la citocromo P450 reductasa en ausencia de
sustrato (38, 37, 49, 50).

Este citocromo es regulado negativamente por los productos formados en la
peroxidacién de lipidos, es decir, por los productos que él mismo puede generar. La
inhibicién es de magnitud suficiente como para alterar significativamente la metabolizacién
de xenobiéticos (51, 52).

» LB.IV.7.2.- Cyp2B

Los citocromos 2B1 y 2B2 (genéricamente cyp2B) son muy similares, difieren
solamente en 14 de los 491 amino4cidos. Estos citocromos metabolizan un amplio espectro
de sustancias lipofilicas y sustratos esteroidales, incluyendo la androstenediona (24, 33).

El cyp2B de rata antes era llamado P450b (46, 19). Su expresién constitutiva es muy
baja en higado de rata; la proteina 2B2 es baja, pero medible, en tanto que 2B1 es 5-10 veces
menor (33, 24).

Esta subfamilia de citocromos es inducible por fenobarbital; este inductor causa un
aumento de la transcripcibn que va acompafiado de un incremento del reticulo
endopléasmico liso de la zona centrolobulillar, como resultado de esto se produce hipertrofia
celular con el consiguiente aumento del peso del higado (19, 33, 12).

El tratamiento con fenobarbital aumenta unas 50 veces el contenido de Cyp2B1. En
cambio no influye en la distribucién y contenido de citocromo 2E1 (36, 26, 46, 24, 33, 11).
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1.C.- RADICALES LIBRES

> I.C.1.- Introduccién

Los radicales libres son moléculas o fragmentos moleculares (organicos o
inorgénicos) que poseen al menos un electrén impar en su orbital més externo. Estas especies
tienen su octeto electrénico incompleto, por lo que en general son reactivas ya que buscan
aparear su electrén impar reaccionando con otras moléculas (54, 9, 37, 55, 56, 57, 3).

Son ejemplos de radicales libres:

*CHs *CCls CClOx* '}—&

Metilo triclorometilo triclorometilperoxilo =OzN/<N

DT - RO,
H—N O )—X O N—cHy o G e

radical del paraquat alilo radical del benznidazol

Un radical libre ser4 més estable cuanto mayor sea su capacidad para deslocalizar su
electr6n impar, lo cual depende de su estructura quimica y en particular de factores
electrénicos y estéricos. La vida media de un radical libre es inversamente proporcional a su
reactividad (9, 37).

Por ser los radicales libres moléculas electrofilicas (deficientes en electrones) tienden a
reaccionar con moléculas nucleofilicas (ricas en electrones). En los sistemas biol6gicos seran
nucleofilicas aquellas moléculas ricas en 4tomo de N, O o S; es por esto que son blancos
frecuentes de ataque las protefnas (con aminoacidos como lisina, histidina, cisteina,
metionina, etc.), asf como las moléculas de ADN y ARN (9, 3).

Una célula serd afectada por un radical libre solamente cuando sus moléculas
esenciales se vean afectadas; asi, la reaccién de un radical libre con componentes celulares
que estén en alta concentracibn o que puedan ser facilmente reemplazados no
comprometeria la funcién o la vida de la célula (9, 34).

La importancia toxicolégica que pueda tener un radical libre dependera tanto de su
reactividad como del lugar en que sea generado, asi como de la distancia del lugar de
generacion a la que se hallen moléculas vitales para la célula. La altisima reactividad de
radicales libres como HO*, *CCls o CClO,* hace imposible que puedan migrar grandes
distancias desde su sitio de generacién sin reaccionar con algtin componente celular (44, 55,
9, 54).
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> I.C.I1.- Reacciones de formacién de radicales libres

Un radical libre puede generarse por ruptura homolitica de una unién covalente o
por cesién o captacién de un electrén a partir de una especie neutra en procesos fisicos,
quimicos o biolégicos (9, 54). A continuacién se describen brevemente dichas reacciones.

> ruptura homolitica de uniones covalentes: puede ser causada por energia fotoquimica,
térmica o enzimatica:
AB ——— A* + B°

son ejemplos la ruptura homolitica del CCl; por luz UVC o por el sistema de oxidasa de
funcién mixta microsomal, asf como la ruptura térmica del per6xido de benzoilo (utilizado
como iniciador de radicales libres) (9, 54, 55, 57):

hv
/  (fotoqufmica)
> CCl *CCl; + CI°
\__e / P450 /
(enzimatica)

energfa térmica

> 2 CeHs - C O —»2CHs + CO;
O‘

> Cd'ls-(l;-O—O-%-CeHs

o O
peréxido de benzoflo

> Por cesion o captacion de electrones: en muchos de estos procesos intervienen sistemas
enzimaticos (54, 58):

. RNozmﬂzmoz__L.RNo2+ O
OH o
ST
OH OH
quinona reducida semiquinona

Los radicales libres se generan en muchos lugares de las células, como ser reticulo
endopldsmico, lisosomas, mitocondrias. El que se forme un radical libre depende muchas
veces de que existan sistemas de metabolizacién adecuados (9, 58, 44).

> I.C.III.- Reacciones de los radicales libres

Debido a su alta reactividad los radicales libres pueden dar varios tipos de reacciones,
las cuales se indican a continuacién (9, 54, 3, 55):

1.- Abstraccion: se produce la abstraccién de hidrégeno de una molécula adecuada, igual o
diferente a la que dio origen al radical libre, con formacién de un nuevo radical libre:
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R* + AH ——— RH + A
donde R* podria ser un radical de un 4cido graso , una especie radicalaria de oxigeno o un
radical libre de un xenobiético (por ejemplo CCLO>").

2.- Adicion: Se combina un radical libre con una molécula neutra dando lugar a la formacién

de otra especie radicalaria:

Vi

/Ra 1
R+ C=C———— R-C-C-Ri
R4

3.- Desproporcién (dismutacion): dos radicales iguales se transforman en dos productos no

N

2

radicalarios distintos:
2 CHs;-CH;* ———— CH,=CH, + CHs-CHs,

4.- Cancelacion: se combinan dos radicales libres, iguales o distintos, con formacién de una
molécula no radicalaria
R* + R*—— RR’

Las reacciones que han sido més frecuentemente vinculadas con problemas
toxicolégicos asi como en farmacologia y patologia, son las reacciones de abstraccién y
adicién. La primera puede dar lugar a procesos como la peroxidacién de lipidos y otras
reacciones sobre bases de ADN y proteinas, mientras que la segunda puede originar uniones

covalentes con componentes celulares (9, 3).

> I.C.IV.- Especies reactivas importantes toxicolégicamente

Por la accién de xenobiéticos asi como en procesos fisiol6gicos normales se generan
radicales libres. Estos pueden ser especies reactivas derivadas del xenobi6tico, especies
reactivas de oxigeno o radicales generados sobre moléculas biolégicas como lipidos o

proteinas (34, 59, 60). Se considerardn aqui algunos de ellos.

Radicales libres de oxigeno: La variedad de especies reactivas de oxigeno que se
generan en los sistemas biol6gicos es limitada.

El oxigeno molecular es un dirradical ya que posee dos electrones ubicados en forma
paralela, deberia reaccionar con moléculas que tengan la misma caracteristica. Como este
tipo de molécula es raro, en general da reacciones que involucran un solo electrén. Son esta
clase de reacciones las que permitirian la formacién de especies reactivas de oxigeno:
superéxido (O2:), radical hidroper6xido (HO.") peréxido de hidrégeno (H2O.), y radical
hidroxilo (HO*) (59, 37, 57, 54).

El Oz es el radical libre derivado del oxigeno mejor conocido. Tiene caracteristicas
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tnicas porque puede dar origen a otras especies reactivas como el radical hidroxilo, per6xido
de hidrégeno y el radical hidroperéxido (37).

El H2O,, pese a no ser un radical libre, ha sido muy estudiado debido a que se genera
frecuentemente en el organismo. No es lo suficientemente reactivo como para oxidar muchas
moléculas biol6gicas en el medio acuoso, pero puede difundir a través de las membranas
biolégicas y dar origen a especies muy reactivas como el radical hidroxilo. La fuente més
importante es la dismutacién del O a H;O2 y O por la super6xido dismutasa (37, 57).

De las especies reactivas generadas por el oxigeno la més reactiva es el HO",
considerada la especie oxidante més potente y de vida media més corta generada en
circunstancias normales en un medio biol6gico. Por su corta vida media no puede alejarse
mucho del lugar de formacién, por lo que el dafio que produce es amplio pero
indiscriminado (44, 37, 57).

Existen dos fuentes biol6gicas importantes de HO*, la reaccién de Fenton (con
metales de transicién como hierro (principalmente) y cobre en estado reducido) y la reaccién
de Haber-Weiss:

Fe2+ + HO;, ——> Fe3* + HO* + OH- Reaccién de Fenton
02 + H O, ———> 10, + HO + HO* Reaccién de Haber-Weiss

El HO* es capaz de iniciar la peroxidacién de lipidos por abstraccién de un hidrégeno

y de unirse a los dobles enlaces etileno de bases purinicas y pirimidinicas (37, 44, 58).

Otra forma reactiva de oxigeno es el oxigeno singulete (10;) el cual se forma por
inversién de uno de los electrones desapareados del oxigeno mediante energfa. El 10, puede
interactuar con sustancias como los 4cidos grasos poliinsaturados, iniciando de esta forma la
peroxidacién de lipidos (44, 57).

Radicales oxigenados de moléculas biolégicas: También son importantes
toxicolégicamente los radicales oxigenados que se originan en moléculas biol6gicas como ser
los radicales alcoxilo (LO*) o peroxilo (LOO*) provenientes de los lipidos. Los LOO* son de
vida media larga, pudiendo difundir del lugar de formacién. Serian los responsables de la
propagacién de la peroxidacién de lipidos. Por abstraccién de un atomo de hidrogeno de
otra molécula forman los hidroper6xidos (LOOH), los que por descomposicién por metales
de transicién pueden producir los radicales alcoxilo (44, 59, 60).

Otra especie radicalaria importante son los carbonilos excitados, los cuales se forman
en los procesos de peroxidacién de lipidos. Estas especies pueden abstraer H de donores

lipidicos, comportandose por lo tanto como iniciadores de peroxidacion de lipidos (44).

\
'c=0* + RH——— 'él-0H+ R*

24



INTRODUCCION

Radicales libres de azufre: Se pueden formar radicales libres a partir grupos
sulfhidrilos de la cistefna o por ruptura de puentes disulfuro de proteinas, generandose un
radical tiilo (RS*), el cual puede tener un importante papel en las funciones y/o disfunciones
celulares, por ejemplo, puede dar lugar a la peroxidacién de lipidos (57, 9).

Los grupos tioles se pueden oxidar siguiendo la secuencia (9):

R-SH——L) R-SOH — RS$SR ——M— R-g-S-R

4cido sulfénico disulfuro Tiosulfenato

> I.C.V.- Formacion de radicales libres en los sistemas biol6gicos

En muchos procesos celulares normales se generan radicales libres como
intermediarios, los cuales permanecen unidos a la enzima en el lugar donde fueron formados
el tiempo suficiente como para que pueda ocurrir la reaccién siguiente. Al no quedar libres
en el medio no serfan dafiinos. Esto permite reacciones como ciertas isomerizaciones,
reducciones de nucleétidos para la sintesis de ADN, biosintesis de hormonas y transduccién
de energfia entre otras (55, 61, 57, 54).

Se sabe que intervienen radicales libres en las defensas inmunolégicas como el
estallido respiratorio de los neutréfilos y macréfagos, en los cuales se generan radicales libres
de oxigeno (O, HXO, y también probablemente *OH) (62, 37, 63).

El radical libre 6xido nitrico formado a partir de la arginina en células endoteliares y
otros tipos de células actta en la vasodilatacién, inflamacién y shock (62, 63, 54, 59).

Actualmente estd surgiendo la idea de implicar a ciertos radicales libres como
mensajeros intracelulares; asi, las reacciones de radicales libres de oxigeno o de nitrégeno
sobre hierro o grupos sulfhidrilo de proteinas actuarian como sefiales, causando la
modificacién de la respuesta de sistemas como la proteina G, varios factores de transcripcién,
canales i6nicos, ciclooxigenasa o ribonucleétido reductasa. Serfa un reemplazo del sistema
llave-cerradura. En el caso de los tioles, es posible la existencia de una secuencia consenso
que permita la generacion de un residuo de cisteina activo en forma redox, que el residuo de
cisteina esté estratégicamente expuesto, o ambos (63).

En todas las situaciones anteriormente descriptas puede suceder que los radicales
libres formados escapen a los controles correspondientes y puedan causar dafio reversible o

irreversible a macromoléculas, por ejemplo protefnas o lipidos (64).

Por otra parte, las especies reactivas pueden provenir de fuentes externas como ser:
radiaciones ionizantes, sustancias t6xicas, polutantes ambientales, etc.. En general, pero no
siempre, cuando se ha determinado la formacién de un radical libre intermediario en el
camino metabélico de un xenobiético se ha visto que dicho radical est4 implicado en el efecto
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téxico. Algunas sustancias generarfan radicales libres que reaccionarian directamente (por
ejemplo el CCly), en tanto que otras generarfan especies reactivas de oxigeno, las cuales
serian causantes de su toxicidad (por ejemplo adriamicina, paracetamol) (56, 62, 9, 55).

> I.C.VI.- Datiios producidos por los radicales libres

Como se ha indicado, el dafio que pueda causar un radical libre depende de muchos
factores, entre ellos del radical mismo, del lugar en el que se genere, de la presencia de
moléculas vitales en las cercanfas del lugar de activacién, de la existencia de defensas
celulares, mecanismos de reparacién o de eliminacién de las moléculas dafadas, etc. (55, 9).

Entre los dafios causados por los radicales libres son muy importantes las alteraciones
de macromoléculas tales como proteinas, lipidos, ADN, ARN, ya sea por oxidacién, unién
covalente o fragmentacién. Dichas reacciones pueden llegar a alterar severamente tanto la
estructura como la funcién de dichas moléculas, asi como a modificar sus caracteristicas
antigénicas (1, 55, 65).

Los radicales libres pueden, por ejemplo, alterar enzimas y/o receptores de las
membranas, causando alteraciones en el transporte de iones que podrian derivar en la
pérdida de la homeostasis celular, por ejemplo, la del calcio (65, 55, 1).

Grupos tioles proteicos y no proteicos pueden ser rapidamente oxidados por muchos
radicales libres, pudiendo producir alteraciones en la actividad enzimatica, la funcién y/o el
estado redox de la célula. Se han determinado también la deplecion de moléculas
antioxidantes, por ejemplo glutatién, asf como la alteracién del balance NAD*/NADH y
NADP*/NADPH causadas por radicales libres (55, 65).

Algunos radicales libres son capaces de causar la iniciacién de la peroxidacién de
lipidos, resultando en la alteracién directa de la estructura y fluidez de la membrana y/o la
formacién de interuniones, con la consiguiente alteracién de su funcionalidad (55, 65).

Los radicales libres han sido implicados en el proceso de envejecimiento,
sugiriéndose que éste se deberfa a la acumulacién de dafio causado por dichos radicales
sobre moléculas de vida media larga como coldgeno, por dafio oxidativo al ADN, por
glicacién de proteinas, etc. (66).

Se cree que los radicales libres también podrian estar involucrados, al menos en parte,
en enfermedades como aterosclerosis, diabetes mellitus, cancer, en dafios al cristalino, piel,
pulmones, en la activacién del HIV por estrés oxidativo o en la formacién de los pigmentos
de la edad (37, 62).

En el caso de las proteinas, como se verd mas adelante, su oxidacién puede causar
cambios fisicos en las mismas como ser fragmentaciones, agregaciones, alteracién de la
susceptibilidad a la protedlisis, etc. (37, 67, 68).
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I.D.- CARACTERISTICAS DEL TETRACLORURO DE CARBONO

> I.D.I.- Introduccién

El tetracloruro de carbono (CCls) es un liquido incoloro, de olor dulce, insoluble en
agua (14, 69, 70).

Por sus caracteristicas quimicas tuvo en el pasado una amplia gama de usos: agente
desengrasante, removedor de manchas, fumigante de granos, propelente para aerosoles, asi
como también en extinguidores de incendio, en la manufactura de fluorocarbonos, etc..
Incluso se lo ha empleado en humanos como anestésico, analgésico, antiparasitario o en
champues. Como anestésico se lo dejé de emplear debido a su toxicidad hepética y renal. Por
esta misma razén se empezaron a estipular restricciones generales a su uso, especialmente en
los productos disponibles para el publico masivo (14, 69, 70). Sin embargo, el CCls sigue
teniendo en la actualidad uso industrial y de laboratorio (14, 11).

> L.D.II.- Contaminacién/fuentes

No existen fuentes naturales conocidas de CCly; todo el que esta presente en el medio
ambiente (aire, agua y suelo) serfa de origen antropogénico, liberado al medio ambiente
durante su produccién y uso, asi como en la descomposicion fotoquimica o combustién
incompleta en la incineracién de desechos quimicos del percloroetileno, efluentes

industriales, plantas de descarga de tratamiento municipal o derrames, etc. (14, 11).

El CCls se degrada muy lentamente, por lo que ha habido una acumulacién gradual
en el medio ambiente. Debido a su volatilidad, la mayoria est4 presente en el aire, siendo
muy estable en ese medio. En la estratésfera puede ser degradado por la luz ultravioleta a
radicales libres (cloro y triclorometilo) capaces de degradar el ozono alli presente. En agua y
suelos el CCly se puede degradar biol6gicamente. S6lo una pequefia proporcién del CCly
permanece unida a las particulas del suelo, el resto se evapora o se mueve hacia las napas de
agua (14, 11).

> L.D.II1.- Concentraciones mdximas permitidas en ambientes laborales

En la Argentina, de acuerdo a la ley 19.587 de Higiene y Seguridad en el Trabajo
correspondiente a 1999, la concentracién méxima permisible ponderada en el tiempo (CMP)
para el tetracloruro de carbono es de 5 ppm, no indicindose ningGn valor para la
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concentracién méaxima permisible para cortos periodos de tiempo (CMP-CPT). Se advierte en
esta ley que el tetracloruro de carbono puede ser absorbido por via dérmica y que es

sospechoso de ser carcinogénico para el hombre (71).

> L.D.IV.- Absorcibn, distribucién y excrecion

Al ser el CCly una sustancia lipofilica, se absorbe rédpidamente en el sistema
respiratorio y en el tracto gastrointestinal, siendo la absorcién por piel m4s lenta (11).

La via inhalatoria es la via mas comtin de absorcién en trabajadores ocupacionalmente
expuestos al CCL. Sin embargo, es muy frecuente la ingestion del téxico por personas que lo
confunden con otras bebidas o por mal uso, por lo que la via gastrointestinal es también
importante. La intoxicacién producida por absorcién a través de piel es menos frecuente. La

poblacién en general esta expuesta al CCly por aire o el agua de bebida (14, 11).

Una vez absorbido se distribuye en todo el organismo, concentrandose més en los
6rganos con mayor contenido lipidico: médula 6sea, cerebro, tejido adiposo (donde se
almacena) y, en menor concentracién, en higado. También se observan concentraciones
significativas en rifién y misculo (70, 11).

Por su lipofilicidad el CCl4 llega a todas las estructuras subcelulares (6, 70, 11).

El CCly es una hepatotoxina, pese a que s6lo una pequefia cantidad del CCl
administrado llega al higado (2%). Esto es debido a que para ejercer su accién téxica el CCly
debe ser biotransformado a metabolitos reactivos, siendo el higado el principal lugar de
metabolizacién del organismo. S6lo una pequefia cantidad del CCly administrado es
metabolizado (70, 14).

La principal via de excrecién del CCls es la pulmonar, sin metabolizacién previa. La
excrecion por heces depende de la via de ingreso del téxico, si el CCls es absorbido en dosis
bajas por pulmones, casi no hay excrecién por heces, en cambio, si la hay (por exsorcién
directa y por excrecién por bilis) si la via de ingreso es el tracto gastrointestinal.
Relativamente poca cantidad es eliminada en orina (11).

La velocidad de excrecién depende de la dosis; cuanto mayor es la dosis, més lenta es
la eliminacién, lo cual es consistente con la acumulacién del CCly en tejido adiposo. Al
aumentar la dosis, mayor cantidad de CCl4 entra al tejido adiposo, siendo la eliminacién del
tejido adiposo més lenta que la de sangre u otros tejidos (11).
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> .D.V.- Activacion del CCly a sus metabolitos reactivos

Como se indic6 anteriormente, para que el CCl4 resulte téxico debe ser activado a sus
metabolitos reactivos. La enzima que lo activa es el sistema de oxidasa de funcién mixta, el
principal sistema de metabolizacién de xenobi6ticos del organismo. Por estar este sistema de

activacién en el higado es que el CCl es una hepatotoxina (1,11).

Una de las razones que indicarian su necesidad de activacién es la demostracién de
que la toxicidad del CCL no es debida a su accién como solvente, ya que otras sustancias que
tienen tan buen poder solvente de lipidos como el CCly, tales como CH:Cl, o el CCIF, no
producen el efecto del CCly sobre el higado; ademas, las concentraciones necesarias para
causar una accién téxica por un efecto solvente deberian ser mucho mayores que las

alcanzadas en el organismo (7, 6).

Otra de las razones que confirman la necesidad de activacion es que animales como la
rata recién nacida y la gallina son muy resistentes al dafio por CCly, pese a que las
concentraciones alcanzadas en el higado son similares a las halladas en ratas adultas. Esto
seria debido a que en estos animales existe un menor contenido de sistema metabolizante, no
pudiendo ser activada la toxina a sus metabolitos reactivos en cantidad suficiente como para
producir dafio (14, 70, 7).

La necesidad de activacién a metabolitos reactivos también explicaria la distinta
toxicidad de los tetrahalometanos. La facilidad de activacién es funcién de la energia de
enlace, por lo que el CFCl3 es menos reactivo que CBrCl; y éste es méas reactivo que el CCla.
Por ejemplo, el CBrCls es 3040 veces més hepatotéxico que el CCly (42, 72, 7, 55).

La biotransformacién del CCL es un proceso de naturaleza reductiva en el cual se
produce la ruptura homolitica de la molécula con formacién de los radicales libres
triclorometilo (*CCl) y cloro. El *CCls fue uno de los primeros radicales libres metab6licos
implicados en la toxicidad de un xenobiético (14, 3, 70, 7, 65, 54, 56).

El CCl al no poseer ningtn enlace C-H no puede ser metabolizado oxidativamente.
En otras sustancias de estructura similar pero que poseen un enlace C-H oxidable, por
ejemplo el cloroformo, el metabolismo oxidativo es posible y es la principal forma de
metabolizacién en presencia de oxigeno. Sustratos ain menos halogenados no siguen el

camino reductivo (42).

El sistema metabolizante del CCl4 (sistema de oxigenasa de funcién mixta) se ubica

principalmente en el reticulo endopldsmico de los hepatocitos de la zona centrolobulillar (65,

7.
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» LD.V.I.- Lugares subcelulares de activacién del CCly

El CCly puede ser activado a sus metabolitos reactivos en algunas fracciones

subcelulares, las cuales se indican a continuacién.

Reticulo endopldsmico: En este lugar se encuentra el componente celular maés critico
para la biotransformacién del CCls a sus metabolitos reactivos, el citocromo P450, por lo que
es el principal lugar de activacién celular del CCls a sus metabolitos reactivos (3, 14, 70, 73,
74).

La activacién del CCly es més importante en el reticulo endoplasmico liso que en el
rugoso (73).

Nicleos: Los nucleos hepéticos son capaces de activar al CCls. Asi, se ha determinado
la formacién de metabolitos reactivos del CCL; en la membrana nuclear hepatica de rata (11,
75,10, 74).

Mitocondrias: En las mitocondrias el CCly puede ser activado a sus metabolitos
reactivos (76, 77, 14, 78, 79). La activacién puede ser enzimatica (dependiente de citocromo
P450 y NADPH) y o no enzimatica (independiente de NADPH y no afectada por inhibidores
del citocromo P450). Se cree que la activacién no enzimatica seria en la cadena respiratoria, en
los lugares donde se produce la reduccién univalente del oxigeno. Esto podria ser asi debido
a que los potenciales de reduccién del CCls y del oxigeno son similares, por lo que el CCl,
podria reemplazar al oxigeno (78, 79).

Citosol, lisosomas: Ni el citosol ni los lisosomas tendrian los sistemas enzimaticos

necesarios para la activacién del CCls a sus metabolitos reactivos (77, 14).

> I.D.V.2.- Activacién por medios fisicos

El CCl4 puede ser activado al radical *CCls por medio de luz ultravioleta. La forma de
activacién serfa por ruptura homolitica del enlace C-Cl, generandose el radical *CCls, el cual
en presencia de oxigeno puede dar CCLO* (80, 81).

En este Trabajo de Tesis se utiliz6 esta forma de activacién del CCly en sistemas
quimicos, empleandose luz ultravioleta C (254 nm).

» [.D.V.3.- Mecanismo de activacion

Como se indic6é anteriormente, el sistema de oxidasa de funcién mixta estd formado
por el citocromo P450, la citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH y fosfolipidos,
principalmente fosfatidilcolina (14, 3).
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En la figura I.D.I se grafica el mecanismo de biotranformacién del CCls.

unién

CClg covalente
[Fe(Il) - *CCly] + CI” ©: > [Fe(II) - *O,CCls] —*0CCls
NADPH / le'
[Fe(Il) - *CCLO7] abstrac. de H
e [y abstrac. de H lZH*
Fe(II) CClLp) + CI”
e /[He( ' [Fe(l) - CLCOH] + HO
unién . HCl
covalente _ hidrolisi
CO + HCOO Cl,CO HEIAUSIS, CO, + 2 HCI
acilacién

Figura 1.D.1: Mecanismo de biotransformacién del CCl4 a sus metabolitos reactivos

El proceso de reduccién del CCly se inicia con la unién de CCl; al citocromo P450;
pudiendo estar el citocromo tanto en estado reducido como oxidado (14, 25, 7, 55). El CCl; es
reducido por un electrén, forméandose el radical *CCls. El electr6n proviene del NADPH y es
transferido al CCl4 por medio de la citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH (14, 3).

El citocromo P450 es el que produce la reduccién del CCly, la citocromo P450
reductasa por si misma no es capaz de transferirle el electrén al CCly (14, 25, 7).

El radical triclorometilo (*CCls) formado puede liberarse del citocromo o seguir unido

al citocromo y continuar siendo reducido (79).

Si el *CCly se libera del citocromo, puede reaccionar rdpidamente con oxigeno
molecular para dar el radical triclorometilperoxilo (CClhO2*) en un proceso denominado
oxigenacién reductiva. Esta reaccién estd controlada esencialmente por la velocidad de
difusién del O, por lo que la reaccién es muy sensible a la concentracién del mismo (3, 65, 72,
80).

Ambos radicales (*CCls y CCl30,*) pueden intervenir en reacciones de adicién,
abstraccién de hidrégeno, desproporcién y cancelacién (14).

Si el *CCl; permanece unido al citocromo también puede reaccionar con una molécula
de oxigeno, dando CCl;O,". Este a su vez puede liberarse o puede ser reducido por un
segundo electrén a CClbOH (triclorometanol), el cual se descompone rapidamente a fosgeno
(Cl2CO) por dehidrohalogenacién. A su vez, la hidrélisis de fosgeno produce CO, el cual es
el principal metabolito del CCl, (42, 14, 3, 11, 79, 72).

El segundo electrén que participa en la reduccién del CCly puede provenir también
del NADPH, via la citocromo P450 reductasa o puede provenir de NADH, utilizando como
enzima transportadora el citocromo bs (14, 42, 10).
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Otro camino posible es que el *CCls unido al citocromo en vez de reaccionar con
oxigeno sufra una nueva reduccién para dar el carbanién triclorometilo, el cual puede dar
diclorocarbeno por eliminacién de un cloruro a y finalmente dar CO por hidr6lisis (42, 3, 25).
Esta reduccién mediante dos electrones pareceria tener poca importancia toxicol6gica (25).

La formacién de *CCly fue comprobada utilizando el atrapador de radicales libres
fenilbutilnitrona (PBN). El aducto formado fue detectado tanto in vitro como in vivo, por
ejemplo en sangre y bilis de ratas (14, 3, 42, 79, 11).

El CCl; compite con el oxigeno molecular por el lugar de unién al citocromo P450, por
lo que el oxigeno es un inhibidor de la activacién del CCL a sus metabolitos reactivos. Esto
implica que la formacién de *CCl; se ve favorecida en anaerobiosis o condiciones de baja
presién de oxigeno (79, 25). La concentracién de oxigeno en las células hepéticas puede ser
bastante baja, especialmente en la zona centrolobulillar, lo que permitiria que el CCly pueda

competir efectivamente con el oxigeno (25).

Una indicacién de que el CCly es metabolizado por el citocromo P450 es que su
activacion es inhibida por monéxido de carbono, lo cual, como se indic6 anteriormente, es la
caracteristica de los citocromos P450 y es usado como un criterio para decidir si una reaccién

es realizada o no por un citocromo P450 (80).

» 1.D.V.4.- Citocromos involucrados

Utilizando sistemas reconstituidos se pudo demostrar que la forma de citocromo P450
que estarfa implicada en condiciones normales en la biotransformacién del CClL; es el cyp2E1.
Como se indic6 anteriormente, dicho citocromo est4d presente en el higado humanos y
roedores, siendo inducible por etanol y por otros compuestos que son sustratos de este
citocromo (14). Uno de los indicios de que el cyp2El seria el que interviene en la
metabolizacién del CCly es que anticuerpos contra cyp2E1 reducen in vitro en un 80% el
metabolismo de dicha hepatotoxina (82).

El cyp2B también es capaz de metabolizar el CCly a sus metabolitos reactivos. Sin
embargo, como se indicé anteriormente, en condiciones normales esté en baja cantidad. Este
citocromo es inducible por fenobarbital, y en esas condiciones seria el principal citocromo que
participaria en la metabolizacién del CCl4 (82, 11).

La induccién de cyp2E1 por etanol o acetona ha demostrado ser més importante en el
metabolismo del CCl4 que la resultante de la induccién del cyp2B1 por el fenobarbital (82).

» L.D.V.5.- Inducciones de los citocromos 2E1 y 2B en el estudio del CCly

En el caso del estudio de la accién toxica del CCly se utiliza la induccién de los
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citocromos que lo metabolizan, por lo que se referird aqui brevemente a las formas de

induccién de estos citocromos.

Una de las practicas usuales en el estudio de las intoxicaciones por CCls es el ayuno
12-14 h antes del uso de los animales. Con el ayuno se induciria el cyp2E1, el cual, como ha
sido indicado, es la principal forma de metabolizacién del CCls (46, 45, 82, 50, 26, 32).

Otra practica coman es la induccién de los animales con fenobarbital el cual, como se
indicé anteriormente, induce los citocromos B1/B2, sin afectar al cyp2E1 (33, 19).

En la induccién con fenobarbital también se inducen la citocromo P450 reductasa y el
citocromo bs, los cuales forman parte del sistema de metabolizacién del CCl4 (19).

» I.D.V.6.- Inhibicion del citocromo P450

La activacién del CCly es una activacién suicida ya que los productos de dicha
activacion destruyen al citocromo P450 (14, 7, 25, 69). La destruccién de citocromo P450 por el
CCl; es més intensa en reticulo endoplasmico liso, lo cual coincide con que éste sea el lugar
con mayor cantidad de sistema de activacién (73). También coincidiria con que la velocidad
de metabolizacién del CCls disminuye al ir aumentando el periodo de exposicién (11).

El CCly no afecta la actividad de la citocromo P450 reductasa ni el contenido de
citocromo bs (14, 11).

Después de la alteracién del cyp2E1 por el CCls la enzima inactivada es rapidamente
removida del reticulo, mientras que persisten proteinas intimamente asociadas con ella como
la NADPH-citocromo P450 reductasa o el citocromo bs (48). El cyp2B1 no se degrada por esta
via (48).

>> I.D.VI.- Productos finales formados por metabolizacién del CCl,

En la metabolizacién del CCl; se han detectado varios productos que provienen de su
molécula, entre ellos CO. (producto mayoritario in vivo en todas las concentraciones
ensayadas), HCCls, C1,CO, hexacloroetano y CO en sistemas in vitro e in vivo en distintas
especies (14, 42, 11, 55, 54, 79).

Por ejemplo, se detect6 la presencia de HCCl; en aire espirado por perros y el CO: en
monos, asi como HCCl; y hexacloroetano en el plasma, adipocitos, rifiones y misculo de
conejos intoxicados con CCl (7).

El HCCly formado no es un intermediario del fosgeno (42). El fosgeno es muy
electrofilico y puede reaccionar con tioles nucleofilicos, hidroxilos y grupos amino de
proteinas y lipidos, pudiendo ser el responsable de la unién a biomoléculas pero no de la
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peroxidacién de lipidos. Por la cantidad generada no se considera que sea biol6gicamente
relevante; de hecho, ninguno de los compuestos finales antes mencionados formados en la
intoxicacién por CCly puede explicar la toxicidad del CCls (14, 37, 72).

A las 24 h de intoxicacién se observan niveles elevados de excrecién de productos de
peroxidacién de lipidos (formaldehido, acetaldehido, MDA y acetona) en orina,
probablemente como resultado del estrés oxidativo inducido por el CCls. Los aductos de CCl,
serian excretados por la bilis en una cantidad proporcional a su generacién en el higado.

También es excretado unido a macromoléculas (un 2-4%) (11).

> I.D.VII.- Reacciones de los metabolitos reactivos del CCly

Los metabolitos reactivos del CCl; (*CCls y CCl3O-*) tienden a dar tres tipos basicos de
reacciones: de adicién, de abstraccién y de ruptura. Reacciones deletéreas adicionales pueden
surgir como consecuencia de estas reacciones primarias (1).

Debido a la reaccién del *CCls con O, los productos que se formen y las reacciones
que se produzcan estardn muy influenciadas por la presién de oxigeno. En anaerobiosis el
tnico radical que se formaria es *CCl, (42).

Las reacciones de adicién dan lugar a la unién covalente. En las reacciones de
abstraccion, los metabolitos reactivos del CCly abstraen un atomo de otra molécula (3). Se
produce la fragmentacién de la molécula en las reacciones de ruptura, por ejemplo, en las
reacciones de los metabolitos reactivos del CCLs con aminoécidos (1, 83).

El *CCl; tiende a unirse covalentemente a proteinas, lipidos, nucle6tidos, etc.. Puede
abstraer hidrégenos de lipidos (con iniciacién de la peroxidacién) o de otras moléculas
biolégicas, por ejemplo proteinas, 4cidos nucleicos dando HCCls (1, 42, 14, 72, 25, 79).

También pueden condensarse dos *CCls con formacién de hexacloroetano en una
reaccién de cancelacion (14, 42, 7).

En anaerobiosis aumenta la formacién del HCCls porque al no haber O, aumenta la
vida media del *CCls, con lo que tiene mayor oportunidad de abstraer H de otras moléculas.
También estarfa promovida la unién covalente por las mismas razones (42).

En presencia de oxigeno, cuanto menor sea la presién de oxigeno mayor seré la
formacién de HCCls, de CO y la unién covalente a proteinas, en tanto que seria menor la
peroxidacion de lipidos y la formacién de CO; (42).

La abstraccién de hidrégeno seria causada fundamentalmente por el CCl,O>* (3, 54,
55, 1, 42). El radical CCliO,* es més reactivo que el *CCls, lo cual explicaria el aumento de
reactividad contra diferentes blancos cuando un pulso de *CCls es formado en presencia de
oxigeno (14, 3).
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L.LE.- PEROXIDACION DE LiPIDOS

> 1.LE.1.- Introduccién

La peroxidacién de lipidos (PL) es un proceso de naturaleza autocatalitica mediado
por radicales libres, en el cual se produce la degradacién oxidativa de lipidos de membranas
biolégicas, fundamentalmente los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) (44).

Se ha implicado a la PL en un rango muy amplio de injurias celulares causadas por
radicales libres asi como en la toxicidad del oxigeno (84, 55, 79, 6, 4). Es cada vez maés
aceptado que la PL serfa més un evento inespecifico resultante de la toxicidad de una
sustancia que el mecanismo causante de la toxicidad (84, 4).

El proceso de peroxidacién de lipidos no s6lo es importante para los lipidos sino
también para las proteinas, algunos de los productos de la PL son capaces de reaccionar con

proteinas, causando su alteracién (4, 85).

> LE.II.- Mecanismo de peroxidacién de lipidos:
En la figura I.E.1 (3) se representa un esquema de los mecanismos de peroxidacién de
lipidos.
LH + X° » L* + XH :l Iniciacién

L* + O ————» LOO" (rad. peroxilo)

—— LOO* + LH ——(ﬁ LOOH + L*
droperéx.ldo)
LooH —Fe(D) » LO* LH » LOH + L*
(rad. alcoxilo) .
Propagacién
b L’=0 + radicales de cadena corta ~—
aldehidos
(4HNE, etc)
hidrocarburos livianos
(etano, pentano, etc.)
O LH
L L<|o > 03y MDA + L’ + radicales de cadena corta
L-

Figura I.LE.1: Mecanismo de peroxidaci6n de lipidos
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La quimica de los procesos de LP es muy compleja, se forman una gran cantidad de
productos primarios y secundarios. Los principales acidos grasos que sufren la PL son
linoleico (18:2), araquidénico (20:4), linolénico (18:3) y otros acidos poliinsaturados. Cada
4cido graso da un grupo exclusivo y caracteristico de productos. Se produce incluso sobre
PUFAs que estén esterificados en fosfolipidos. Las membranas celulares tienen una alta
densidad de cadenas laterales polienoicas (44, 37, 86, 55, 57, 79, 6).

La PL procede por una reaccién en cadena tipica, donde hay reacciones de iniciacién,

propagacioén y terminacién (44, 84, 37).

» LE.II1.- Iniciaciéon

La iniciacién ocurre cuando un oxidante inespecifico da origen a un radical por

abstraccién de un atomo de hidrégeno de un lipido:

LH + X* ——— L* + HX
donde LH representa la cadena de un 4acido graso poliinsaturado (PUFA) dentro de un
lipido, X* un radical libre y L* un radical lipidico (44, 84).

El radical libre debe tener suficiente energia como para poder abstraer un hidr6geno
de un 4cido graso. Los PUFA son los blancos favoritos de la PL porque los enlaces C-H de un
carbono metilénico (-CHz-) adyacente a una doble ligadura son uniones débiles, por lo que
ceden mas facilmente el hidrégeno (44).

La resonancia del electrén del radical libre del PUFA causa un reordenamiento de la
configuracién cis—is a cis-trans que estabiliza al radical por una mayor conjugacién de
dobles enlaces. Dicha conjugacién causa que el compuesto tenga una mayor absorcién de luz
ultravioleta a 234 nm, lo que es usado para medir la PL in vitro e in vivo (44, 79, 54, 57).

En muchos casos, especialmente en los sistemas biolégicos, la identidad del radical
libre que inicia la PL es desconocida. Ejemplos de radicales libres que pueden iniciar la PL
son: *OH, oxigeno singulete, radicales alcoxilo (LO*), radicales peroxilo (LOO*) y radicales
alquilo (L*) u otros radicales libres originados de sustancias téxicas. Otras especies capaces
de iniciar la PL son el di6éxido de nitrégeno (NO,) y el 6xido nitroso (NO*), siendo ambos
componentes mayoritarios del humo de cigarrillo (84, 44, 6, 57, 86)

Las proteinas que contienen hemo como hemoglobina/mioglobina y varios
citocromos (incluyendo los citocromos P450) pueden reaccionar con HO, para generar
especies iniciadoras de la peroxidacién de lipidos (de naturaleza exacta no conocida), las
cuales podrian mediar en la peroxidacién de lipidos generada in vitro por el NADPH (84).

Otros compuestos metabélicamente activados a especies oxidantes pueden reaccionar
directamente con lipidos; un ejemplo tipico es el CCl4 (84, 44).

Los radicales tiilo (provenientes de sulfhidrilos de proteinas) son capaces de abstraer
hidrégenos alilicos de lipidos. Reaccionan ademas con oxigeno para formar tiil peréxidos
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(por ejemplo, RSOO* y R50,0*) Los radicales tiilo y sus derivados peroxilicos reaccionan por
transferencia de hidrégeno con los hidroperéxidos de lipidos (LOOH) como lo hacen los
HO:* (84, 87).

Después del reordenamiento comienza la etapa del proceso dependiente de oxigeno
en la cual se produce la interaccién del radical lipidico con el O; molecular para formar un
radical lipoperoxilo (44, 37, 57, 79):

L* + O, — LOO*

La velocidad de reaccién del radical lipidico con el oxigeno es muy rapida; como
sucede con todo radical centrado en carbono no hay ninguna barrera energética involucrada,
dependiendo tinicamente de la velocidad de difusién del oxigeno (7, 65).

> LE.I1.2.- Propagacién

El radical lipoperoxilo es capaz de abstraer un hidrégeno de otra molécula de lipido,
formando un hidroperéxido y generando un nuevo radical lipidico; esta reaccién esta
favorecida por el gran entrelazamiento de los lipidos en las membranas (44, 84, 7).

LOO* + LH —— LOOH + L-

La etapa de propagacién es la que permite que continte la reaccién en cadena; por
cada lipoperoxilo formado aparece un nuevo radical, produciéndose de esta manera la
verdadera amplificacién ya que por cada iniciacién ocurren varias reacciones de propagacioén
(44, 84,57, 79, 86).

El resultado es la conversién neta de acidos grasos poliinsaturados en LOOH, lo cual
lleva a una desestabilizacién de la integridad y la funcién de la membrana lipidica dada la
necesidad de acomodar los grupos hidroper6xidos polares (84).

La extensién de la propagacién dependera también de la proporcién lipido/ proteina
de la membrana dado que los per6xidos de lipidos podrian abstraer hidrégenos de una
proteina, pudiendo reaccionar también con &cidos nucléicos y otras moléculas exégenas o
endégenas (84, 57). Es asimismo importante la presencia de antioxidantes que interrumpan

la reaccién en cadena, por ejemplo, a-tocoferol (57).

» LE.I1.2.1.- Descomposicién de peréxidos de lipidos

En condiciones fisiol6gicas los per6xidos de lipidos son especies moleculares bastante
estables, pero su descomposicién puede ser catalizada por varios componentes celulares
como metales de transicién (hierro (principalmente) y cobre), aunque casi no existen en
forma no quelada en los sistemas biol6gicos (37, 57, 44).

Los LOO* pueden sufrir una mezcla compleja de rearreglos (via escisiones B con
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pérdida de oxigeno y recombinacién con oxigeno) y ciclaciones (si hay una insaturacién
adyacente, como es el caso del acido y-linolénico) con lo que se generaria otro LOO* que
puede entrar en otras reacciones de propagacion (84).

Los complejos de metal reducido reaccionan con los hidroperéxidos para dar
radicales alcoxilo (LO¢). Esta reaccién es facil y rapida para los metales de transicién
biol6gicamente relevantes en su estado reducido debido a la debilidad del enlace oxigeno-
oxigeno del peréxido (84, 57, 7, 65, 37).

LOOH + Fe?*-complejop ———  LO* + Fe3*complejo + OH-

Los metales de transicién con valencia superior reaccionan muy lentamente con los
LOOH para producir radicales peroxilo (84, 37):

LOOH + Fe3*-complejo ———  LOO* + Fe?*-complejo + H*

Los radicales alcoxilo y peroxilo pueden iniciar nuevas rondas de reacciones de
lipoperoxidacién (57, 88, 86, 79).

Los citocromos P450 son también capaces de descomponer los peréxidos de lipidos.
Asi, de los citocromos P450 purificados, el 2E1 es el més activo en la escisién p reductiva (ver
méas adelante) de los 13-hidroxiper6xidos derivados de écido linoleico y de los 15-
hidroperéxidos derivados del 4cido araquidénico, seguidos por 2B4, 3A6, 1A2 y 2C3 (52, 89).
Ademaés el cyp2E1 es particularmente activo en la reduccién del oxigeno molecular a especies
reactivas de oxigeno, las que pueden contribuir a la iniciacién de la peroxidacién de lipidos
de membrana (89, 52).

» LE.IL3.- Terminacién

Existen varias formas de terminacién de las reacciones en cadena de la peroxidacién
de lipidos. Podria ser por reaccién entre dos LOO* o por reaccién de un radical lipidico con
otro radical de terminacién para formar productos no radicalarios:

2LOO* —— > LO + 10, + LOH
L* + X* ———> L-X  (donde X* es L* u otro radical libre)

Estas condensaciones podrian llevar a reacciones de cruzamiento con cadenas
laterales acidicas de fosfolipidos del entorno o a uniones lipido-proteina o proteina-proteina
(79, 57, 44).

Otra forma de terminacién seria la reaccién de un radical con un atrapador de
radicales libres, generandose especies radicalarias no propagantes (84, 34), las cuales se
anulan a sf mismas por otros caminos; por ejemplo:

LOO* + a-tocoferol ———— LOOH + radical a-tocoferilo

Los antioxidantes estdn presentes normalmente en las células en una alta
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concentracién in vivo, por lo que es muy factible que la reaccién con antioxidantes sea la

principal forma de terminacién in vivo (84).

> LE.IIIL.- Productos formados en la peroxidacién de lipidos

Los hidroperéxidos de lipido formados pueden convertirse por sucesivas escisiones,
fisiones, rearreglos y oxidaciones en una gran variedad de productos (figura L.E.2 (86), los
cuales pueden contener varios grupos funcionales de oxigeno tales como aldehido-, cetonas-,
hidroxi-, epoxi-, carboxi- y peroxi- (86, 79, 55, 6, 44, 54).

- Productos de ruptura de cadena y oxidacion recurrente:
n-alcanales, 2-alquenales, 2,4-alcadienales, alcatrienales,
a-hidroxialdehidos, hidroperoxiaaldehidos,

— 4-hidroxialquenales, 4-hidroperoxialquenales, 4

malondialdehido, a-dicarbonilos,

4cidos w-aldehidocarboxilicos saturados e insaturados,

- LOOH — cetonas saturadas e insaturadas, alcanos, alquenos.

D/\Y - rearreglos y productos posteriores:

LH LOO: hidroxiacidos, cetoacidos, cetohidroxiacidos,
2 epoxihidroxiacidos, acido colneleico, dihidroxiacidos,
cetohidroxiécidos, trihidroxiacidos

i productos de oxidacion posteriores L]
cicloendoperéxidos (PGG) y analogos

productos de di y polimerizaciones:

) di y polimeros unidos por puentes eter, peroxi y C-C

Figura I.E.2: Productos de la peroxidacién de lipidos

A diferencia de los radicales libres muy reactivos, los aldehidos podrian tener una
vida media lo suficientemente larga como para difundir de su lugar de origen (por ejemplo,
las membranas) y alcanzar y atacar blancos intra y extracelulares distantes del lugar de

generacion del radical libre inicial (85).

Debido a la complejidad de las reacciones de peroxidacién, las mismas no estdn
perfectamente caracterizadas para cada uno de los productos, pero se cree que los tipos de

reacciones que intervendrian serian una o mas de las siguientes reacciones (86, 44, 85).

~ dismutacion de perdxidos: Seria el principal camino metabélico responsable de la
formacién de metabolitos aldehidicos a través de la ruptura homolitica de los enlaces
carbono-carbono siguientes al hidroperéxido (ruptura B) (37, 85). El grupo aldehido formado

puede quedar en el extremo metilico de la cadena o en el extremo carboxilico, por lo que
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podrian quedar fosfolipidos con un grupo carbonilos en la posicién o (86).

/yR-+R'CHo
mgg}-{‘——» R-gl:l-R‘ —

Por ejemplo, se formaria 2-hexenal a partir de 13-hidroxilinoleico, 13-hidroxi-y-

RCHO + R"

linolénico o 15-hidroperéxiaraquidénico.

El mecanismo de formacién de los hidroxialquenales es méas complejo y no estd
totalmente resuelto (85).

Los radicales alquilo formados puede abstraer hidrégeno de otras moléculas dando
hidrocarburos volétiles (por ejemplo: formacién de etano a partir de linolénico y de pentano
a partir de araquidénico). La formacién de etano y pentano se usa como medida de la PL (44,
52,37,79)

~ reordenamiento de enoles:

R —3»RCH=CH YO’y R.CH=CH-OH—3 R-CH,-CHO

o
Por ejemplo, el acido 13-hidroxilinolénico (18:3) darfa 4cido 12-oxo-10-trans-

dodecanoico y 2-hexenal (44, 85).

R-CH=CH!

~ condensacion aldélica reversible

R-CH-CH-R' —— > R-CHO + R'-CH0H
OH OH

Por ejemplo, el 4cido 9,10-dihidro-12-octadecenoico produciria 2-trans-nonenal (44,
85).

~ ruptura de endoperoxidos ciclicos

O |
|z:| > CH; E
O |

CHO

Este seria, por ejemplo, el mecanismo de formacién de malondialdehido a partir de
PUFA con 3 o més dobles enlaces (44, 85).

~ autooxidacion recurrente con dismutacion

R-CH,-CHO —»R-CHicHO <OH" , r.cHicHO =CHO", g cHO

‘OH :
Los aldehidos son inestables, por lo que la a-peroxidacién de un aldehido saturado
puede dar como intermediario un a-hidroperoxialdehido, el cual puede descomponerse a
4cido férmico (o formaldehido) y un aldehido con un 4tomo de carbono menos, este altimo
puede a su vez iniciar una nueva reaccién, con formacién de un set de productos
completamente nuevos (44, 86).
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> LEIV.- Principales productos de la peroxidacién de lipidos con
relevancia toxicolégica

La peroxidacién de lipidos amplifica los dafios producidos por los radicales libres
iniciales. Los aldehidos reactivos generados en este proceso pueden actuar como "segundos

mensajeros téxicos" (85).

» LE.IV.1.- 4-hidroxinonenal

El 4-hidroxinonenal (HNE), un hidroxialquenal, es el mayor metabolito (corresponde
al 95%) de la peroxidacién de 4cidos grasos poliinsaturados 1-6, siendo derivado de los 13 y
15-monohidroperéxidos de los 4cidos araquidénico (principalmente), linoleico y
docosahexenoico, aunque su mecanismo exacto de formacién no es conocido (37, 85, 88).

El HNE es el aldehido de mayor reactividad hacia las moléculas biolégicas debido al
efecto inductivo del grupo hidroxilo, reacciona con lipidos y proteinas y modifica bases del
ADN, lo que contribuye a su citotoxicidad, mutagenicidad y genotoxicidad (37, 88, 86, 60). Al
ser una molécula pequefia podria atravesar las membranas y difundir hacia otros lugares de
la célula (55).

En la intoxicacién por CCls el 4-HNE seria un producto toxicolégicamente importante
de peroxidacién de lipidos (14).

El HNE reacciona rapidamente con los grupos sulfhidrilos para formar tioéteres, con
los grupos aminos primarios y con el grupo imidazol de la histidina, aunque atacaré
preferentemente a los grupos sulfhidrilos (la reactividad es 2-3 érdenes mayor) (86, 52, 54, 68,
67). Asi, reacciona con grupos sulfhidrilos de compuestos de bajo peso molecular (por
ejemplo glutatién) y de proteinas (52, 54). Algunas de las inhibiciones causadas por el HNE
han sido relacionadas con la alteracién de aminoacidos. Por ejemplo, se ha descripto su
reaccién con lisina y cisteina en la inactivacién de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de

conejo (52).

» LE.IV.2.- Malondialdehido

Como se indic6é anteriormente, el malondialdehido (MDA) se forma principalmente
por la degradacién oxidativa de los PUFA por formacién de endoper6xidos ciclicos en los
acidos grasos con més de dos metilenos interrumpidos por dobles enlaces, por lo tanto, los
principales precursores serian el acido araquidénico (20:4) y el 4cido docosahexenoico (22:6)
(85, 88, 44, 86, 57).

El MDA puede interactuar con grupos tioles, lipidos, proteinas y ADN (57). Al ser un
compuesto bifuncional puede dar uniones intermoleculares por una segunda reaccién de
adicién (90, 85), dando lugar a la formacién de cromolipidos, proteinas agregadas y aductos
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con ADN y proteinas (57).
La adicién de MDA seria principalmente sobre los grupos lisina, histidina o cisteina;
podrian estar ademas afectados en alguna extensién tirosina, arginina y metionina (85, 90).

Otros productos de la PL deben ser también considerados como potenciales

inactivadores de enzimas (89).

> LE.V.- Importancia toxicolégica de la peroxidacién de lipidos

Los mecanismos por los cuales la peroxidacién de lipidos causa alteraciones celulares
subsecuentes son muy complejos y no estdn totalmente entendidos, pero basicamente se
podria considerar la produccién de dafio a las células a tres niveles:

.- alteracion de las membranas celulares,
.- reacciones de los radicales libres formados durante la peroxidacién de lipidos,

.- reacciones de los aldehidos y otros productos formados.

~ alteracion de las membranas celulares: la peroxidacién de lipidos cambia la composicién
lipidica de la membrana, alterando el contenido de PUFA y generando nuevos productos
lipidicos; ademas causa la formacién uniones covalentes entre lipidos o entre lipidos y
proteinas. Todo esto tiene como consecuencia la disminucién de la fluidez de las membranas
asf como la desorganizacién de las mismas, lo que puede llevar a la pérdida de la
homeostasis celular, asi como a alteraciones al nivel de la traduccién celular, del
reconocimiento y transporte celular, del mantenimiento del potencial de membrana y del
metabolismo celular (55, 44, 54, 37, 86, 84, 4, 6).

Por otra parte, tanto los hidroper6xidos como los aldehidos formados en la PL son
hidrofilicos, por lo que se puede alterar la distribucién de los lipidos en la membrana.
También se puede afectar la funcién de las proteinas de membrana que requieran de lipidos
para su actividad (86, 84, 4). La glucosa-6-fosfatasa, ATPasa, sistema de monooxigenasa de
funcién mixta, UDP-glucuroniltransferasa, etc. son ejemplos de proteinas que requieren
lipidos para actuar (7).

También se puede producir la caida del potencial de la membrana y el aumento de la
permeabilidad a iones, con la posible ruptura de la membrana y pérdida del contenido de la
organela o de la célula (44). Este fenémeno podria explicar la hinchazén y la pérdida de
potasio con entrada de sodio y de calcio a las mitocondrias (6).

~ reacciones de los radicales libres formados en la peroxidacion de lipidos: muchos radicales
altamente reactivos pueden atacar e inactivar enzimas y otros componentes celulares,
pudiendo abstraer atomos de hidrégeno de protefnas vecinas de la propia membrana o de
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sus grupos sulfhidrilo, dando puentes disulfuro y uniones lipido-proteina o proteina-

proteina con graves consecuencias potenciales (44).

~ reacciones de los aldehidos y otros productos formados: los aldehidos reactivos y
posiblemente otros compuestos formados en la PL son por si mismos citotéxicos. Los
aldehidos saturados (pentanal, hexanal, etc.) son menos t6xicos que los 2-alquenales y estos a
su vez menos téxicos que los hidroxialquenales, siendo los més téxicos los 2,4 dialquenales.
A su vez, dentro de una misma clase, la toxicidad se incrementa con el nimero de carbonos,
probablemente debido a que el aumento de la lipofilicidad permitiria que se ubique mejor en
la membrana, donde estaria méas protegido de la accién detoxificante de las enzimas
citosélicas, pudiendo promover mejor la inactivacién de las enzimas de membrana (85, 88,
37, 54).

Los aldehidos formados son capaces de formar interuniones de proteinas,
inactivando muchos compuestos celulares, incluyendo proteinas de membrana y enzimas
(34).

Los hidroxialquenales y otros aldehidos son lo bastante poco reactivos como para
poder alejarse del sitio donde fueron generados, pudiendo incluso salir de la célula y causar
dafio en sitios distantes (44, 54, 57).

La reaccién con grupos sulfhidrilos ha recibido particular atencién ya que se ha
determinado que la adicién de 4-hidroxialquenales a tejidos, células o fracciones celulares

lleva a una rapida pérdida de los grupos sulfhidrilo (85).

> LE.VI.- Reacciones de los aldehidos reactivos con proteinas

Muchas de las reacciones de los aldehidos reactivos son de dos tipos: la reaccién de
Michael (con grupos sulfhidrilos) y la formacién de bases de Schiff (con grupos aminos).
Ambas clases de reacciones son muy importantes en la accién de los productos de

peroxidacién sobre las proteinas.

> I.E.V1.1.- Reaccién de Michael

En este tipo de reacciones se produce la adicién de un aldehido o, B-insaturado a un

grupo tiol formando un enlace tioeter (85).

R
|
R R H.C
H—?-OH H-C-OH é-SR' |
CH +RSH — » CSR — A S
i IC H C|H2
oy u Cl_(; H-C —,
H-C=0 a bH
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El producto obtenido seria un aldehido saturado que tendria un grupo carbonilos
libre, por lo cual podria ser detectado por la técnica de 2,4-dinitrofenilhidracina (68, 67).

Tanto los 2-alquenales como los 4-hidroxialquenales formados en la PL pueden dar
este tipo de reaccién; la diferencia entre ambos es la velocidad de reaccién y la estabilidad
del producto formado, siendo las dos mayores en el caso de los 4-hidroxialquenales. La
mayor estabilidad seria debida a la formacién de un hemiacetal ciclico (86).

El HNE puede dar este tipo de reacciones, reaccionando por ejemplo con grupos
sulfhidrilo de compuestos de bajo peso molecular y de proteinas (52, 54). Posiblemente los
efectos del HNE serian debidos a la reaccién de los aldehidos con los grupos sulfhidrilos
activos (54). El MDA es mucho menos reactivo que el HNE (86).

La reacciéon de los aldehidos con grupos sulfhidrilos podria llevar a la alteracién del
contenido general de grupos sulfhidrilos de la célula, modificando el estado redox de la
misma, asi como también podria producir cambios en la estructura de enzimas por oxidacién
o por formacién de aductos con los grupos tioles (55, 57, 68, 67).

Una de las caracteristicas importantes de las reacciones anteriores es que los aductos
no serian completamente estables. Estando como aductos, los aldehidos no serian
susceptibles al ataque de enzimas detoxificantes que pudieran degradarlos (54). Esto les
permitiria llegar a lugares alejados de su formacién, donde el aducto se disociaria
regenerandose el grupo sulfhidrilo y el aldehido. De esta manera se trasladaria el dafio hacia
otras regiones. Por ejemplo, los aldehidos unidos a la albiimina sanguinea pueden alcanzar
blancos distantes (54, 86).

> L.E.V1.2.- Formacién de bases de Schiff

H R H R
PtNH, + O=C-CH=CH-C-OH » Pr-N=C-CH=CH-C-OH

Los compuestos carbonilicos, tales como MDA, HNE, reaccionan con grupos aminos
libres en moléculas biolégicas tales como aminoéacidos, proteinas, aminofosfolipidos, 4cidos
nucleicos, etc., dando como producto bases de Schiff (86, 52, 54, 68, 67).

Los compuestos como MDA que poseen dos grupos carbonilos pueden dar reacciones
de entrecruzamiento con dos moléculas que posean grupos NH,, dando bases de Schiff

conjugadas fluorescentes (68, 67).
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LF.- ESTRES OXIDATIVO/DEFENSAS CELULARES

Estos dos temas estdn muy relacionados entre si, por lo que se tratardn

conjuntamente.

LF.1.- ESTRES OXIDATIVO

Se denomina estrés oxidativo a la alteracién del balance “prooxidante-antioxidante”
en favor del prooxidante, con generacién de una situacién daiiina para el organismo (60, 59,
62, 4, 91).

En una situacién de estrés oxidativo se pueden dafar toda clase de moléculas,
incluyendo proteinas, lipidos, ADN y carbohidratos (59). Por lo tanto, este estrés podria estar
involucrado en procesos como dafio a membranas, peroxidacién de lipidos, oxidacién y
fragmentacién de proteinas, deplecién de grupos tioles, incremento de calcio intracelular,
dario a carbohidratos, asi como en mutagénesis y carcinogénesis (59, 4, 92, 2, 62).

El estrés oxidativo ocurre a menudo como consecuencia de las acciones téxicas de
varias sustancias quimicas o de sus metabolitos. El higado est4 constantemente expuesto a

estrés oxidativo al metabolizar numerosos téxicos endégenos y exégenos (92, 4).

I.F.Il.- DEFENSAS CELULARES

En circunstancias fisiolégicas normales la homeostasis celular est4d constantemente
desafiada por sustancias, tanto de origen interno como externo, que inducen estrés, siendo
muchas de ellas radicales libres. Debido a esto los organismos han desarrollado defensas
celulares como forma de proteccién (37, 59, 60).

Se denomina antioxidantes a cualquier sustancia que, cuando est4 presente en baja
concentracién en comparacién con un sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente
la oxidacién de ese sustrato (91, 59).

Los antioxidantes actuarian béasicamente de dos maneras: atrapando los radicales
libres (previniendo asf su accién téxica sobre las moléculas blanco) o interrumpiendo las
reacciones en cadena generadas por los radicales libres (54, 59).

Los componentes de los sistemas de defensa antioxidantes funcionan mejor cuando
actian de forma coordinada con procesos de reparacién de moléculas dafiadas y alteradas
oxidativamente por los radicales libres, de tal manera de mantener la homeostasis celular (60,

37).
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Ademas de la integracién de las defensas intracelulares, también es importante la
coordinacién con antioxidantes en el plasma para suprimir los radicales libres generados en

los compartimientos extracelulares (37).

> LF.I1.1.- Mecanismos de proteccién

Los sistemas de defensa son tan variados como los mismos radicales libres. Estan

formados por sustancias y por enzimas, ademas de otros elementos (34, 60, 93).

Una de las formas de proteccién seria la compartamentalizacién, la cual limita la
dispersién de las especies oxidantes. Otra seria la quelacién de los metales para evitar su
intervencién en reacciones tales como la descomposicién de peréxidos de lipidos. Los
metales son transportados y almacenados unidos a proteinas (por ejemplo, ferritina y
transferrina para el hierro, ceruloplasmina para cobre y metalotioneinas para otros metales)
(59, 44, 84, 57).

Por otra parte, la célula intenta reparar el dafio sufrido en casos de moléculas estables
como el ADN. Si la molécula afectada es de poca relevancia o es facilmente obtenible, como
por ejemplo lipidos y proteinas, directamente la reemplaza. En algunos casos el proceso
puede ser mixto como en la deacilacién de las porciones alteradas de fosfolipidos y

reacilacién con 4cidos grasos no alterados (9, 44).

> LF.I1.2.- Componentes de los sistemas de defensa

Como se indic6 anteriormente, las defensas estdn formadas por componentes
celulares, enzimaticos y no enzimaticos. A su vez los no enzimaéticos se pueden dividir en

lipo e hidrosolubles; de acuerdo a esto tltimo ser4 el lugar de la célula donde actien (60, 37).

Por ejemplo, componentes liposolubles serian vitamina E, carotenos, fenoles,
hidroquinonas, ubiquinona, 4cido a-lipoico, etc.; en tanto que hidrosolubles serfan glutatién,
ascorbato, productos del metabolismo de otras sustancias como bilirrubina, 4cido frico,
melanina, etc. (54, 44, 6, 91, 60, 93, 66, 88, 57).

Algunos de los componentes enzimaticos son: superéxido dismutasa, catalasa,
glutatién peroxidasa, glutatién reductasa y glutatién transferasa (88, 6, 59)

Se describiran brevemente algunas de estas defensas.
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> LF.I1.2.1.- Vitamina E /a-tocoferol

Esta es una de las sustancias empleadas en este Trabajo de Tesis, por lo que se
describira en mayor detalle.

El término genérico de vitamina E se refiere al menos a ocho isémeros estructurales
del tocoferol. El a-tocoferol (aT) es el isémero més conocido y el de mayor actividad
antioxidante tanto in vivo como in vitro para lipidos y proteinas (37, 94, 44).

La vitamina E se encuentra en altos niveles en determinados tejidos de mamiferos,
tales como higado, glandulas adrenales, corazén y testiculos. Intracelularmente esté presente
en las membranas de los microsomas y mitocondrias (44, 37).

CH, CH, GHs

CH,
o)

CHs
CHs (CHz)s—CH —(CHz)s—CH —(CHz)— CH—CH

HO

Como se puede observar de su férmula, contiene grupos metilo en la vecindad del
hidroxilo fenélico del grupo cromano y una cadena lateral tipo isoprenoide que le permite
ubicarse en las membranas lipidicas (59, 91).

El grupo hidroxilo de su anillo aromético puede donar hidrégenos a las especies
radicalarias como ser O.:, HO*, lipoperoxilos, alcoxilos lipidicos, oxigeno singulete y
CClL3O2*. También podria ceder un segundo hidrégeno (44, 95, 69, 37, 60, 6).

Por reaccién con un radical libre, el aT se transforma en el radical libre tocoferilo, el
cual serfa més estables que el radical libre que lo originé. Este radical se puede reducir
nuevamente a aT (con tioles o ascorbato) o dimerizarse (con lo que pierde su capacidad
antioxidante). El radical tocoferilo formado es soluble en agua, por lo que se traslada el dario
de la membrana a un compartimento acuoso (59, 60, 37, 54, 44).

El aT es el terminador de reacciones en cadena maés efectivo en las membranas.
Reduce los radicales peroxilo a hidroperéxidos, los cuales pueden ser metabolizados por la
glutatiéon peroxidasa de hidroper6xidos de fosfolipidos, evitando de esa manera la
propagacién de la PL al evitar la formacién de nuevos radicales alquilo (60, 54, 59, 37, 57, 62).

Se calcula que existe una relacién 1:1000-2000 de oT a PUFA y la reactividad del aT
con los radicales lipoperoxilo es 4-5 6rdenes de magnitud mayor que la de éstos con los
PUFA. Esto garantiza un buen efecto protector a menos que la cantidad de radicales lipidicos
sea tan grande que consuma la existencia de aT (44, 95).

Los animales deficientes en vitamina E son més susceptibles a la PL (54).

Existe una proteina de transferencia (aTTP, a-tocopherol transfer protein), presente
en el citosol, la cual se une especificamente al a-tocoferol, aumentando su transferencia entre
las membranas celulares (96).

La vitamina E también estd presente en sistemas antioxidantes extracelulares, por
ejemplo en las LDL (lipoproteina de baja densidad, low-density lipoprotein) (95, 93).
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» ILF.I1.2.2.- Otras sustancias

Vitamina C o dcido ascérbico: Es un antioxidante soluble en agua presente en el
citosol y en los fluidos extracelulares (91, 37, 95). Puede interactuar directamente con Oz y
HO¢, asi como con varios hidroperéxidos lipidicos (91, 37, 57).

El 4acido ascérbico es capaz de regenerar la vitamina E oxidada. Los niveles tisulares
de vitamina C son mucho mayores que los de vitamina E (91, 37, 57).

Dado en altas dosis puede actuar como prooxidante, debido a que puede reducir al
hierro, el cual a su vez puede formar especies reactivas de oxigeno, inclusive HO:*,
inductoras de la peroxidacién de lipidos (91, 37).

Carotenoides: Son antioxidantes liposolubles, pudiendo llegar a lugares de la célula
mas lipofilicos a los que la vitamina E no podria acceder (44, 60). Protegen contra la PL al
atrapar a radicales libres como el peroxilo y otras especies reactivas de oxigeno,
notablemente el oxigeno singulete (44, 37, 95, 57, 6, 59, 60).

El p-caroteno protege contra la PL causada por el CCl4 (37).

Glutation: El glutatién reducido (GSH) es un tripéptido, y-glutamil-cistein-glicina. Es
el tiol de bajo peso molecular mas abundante en las células, estando presente en
virtualmente todos los sistemas celulares de mamiferos (37, 91, 97).

El factor clave de la actividad del GSH es el grupo sulfhidrilo de la cisteina, el cual
puede reaccionar con oxidantes o puede cederles un hidrégeno. Cuando cede un hidrégeno
genera GS*, el cual se puede dimerizar para dar glutatién oxidado (GSSG), el cual puede ser
reducido nuevamente a GSH por la glutatién reductasa dependiente de NADPH o puede ser
excretado de la célula (37, 91, 44, 97, 3).

Este compuesto es importante en la regulacién del medio redox intracelular y en el
mantenimiento en estado reducido de los grupos tioles de proteinas, los cuales a su vez
actiian en la recuperacién de la vitamina E oxidada. También participa como cofactor de
numerosas enzimas antioxidantes (glutatién peroxidasas y transferasas) (44, 97, 37, 91).

En el caso del CCly, muy poco GSH es consumido in vivo para la reduccién de los
per6xidos de lipidos. El GSH es capaz de reaccionar con los metabolitos reactivos del CCls.
Pese a esto, el CCLs no causa la deplecién del GSH hepético, aunque aumenta levemente la
excrecién de GSSG (3, 98, 82, 5). El GSH es capaz de disminuir algunos de los efectos t6xicos
del CCly; se cree que actuaria en la recuperacién de las células y no en los mecanismos
iniciales de su toxicidad (99).

Otras sustancias: existen pigmentos como la melanina que protegen a las células

contra radiaciones ultravioletas (59, 60).
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» LF.I1.2.3.- Enzimas antioxidantes

Algunas enzimas actuarfan como defensas antioxidantes primarias, reaccionando
directamente con las moléculas dafiinas (por ejemplo, superéxido dismutasa, catalasa,
glutatién peroxidasa), mientras que otras actuarfan recuperando las moléculas empleadas en
la defensa (recuperacién de GSH, produccién de NADPH) o reparando el dafio causado
(fosfolipasa A2 o proteasas especificas). También son importantes los sistemas de transporte
de los conjugados (59, 60, 91, 44). Se describirdn muy brevemente algunas de ellas.

Superoxido dismutasa: Esta enzima existe en virtualmente todos los seres vivos
aerébicos. Su principal funcién es catalizar la reaccién de dismutacién del radical superéxido
en oxigeno y agua oxigenada (37, 57, 2, 44).

Catalasa: Es la mayor defensa antioxidante que cataliza la descomposicién del agua
oxigenada, generada por la SOD. Comparte esta funcién con la glutatién peroxidasa (37, 44,
57, 2).

Glutation peroxidasa: Cataliza la descomposicién del H2O, y de los hidroperéxidos
orgéanicos. Existen formas de glutatién peroxidasa dependiente y no dependiente de selenio,
algunas de ellas catalizan la destruccién de hidroper6xidos de lipidos. Se encuentra
localizada principalmente en el citosol y en la matriz mitocondrial (37, 44, 57, 60).

Glutation transferasas: Son un grupo de enzimas capaces de destruir hidroperéxidos
pero no HxO2. Se encontraron en el citosol y no son dependientes de selenio (44, 37).
Destruye, al igual que la peroxidasa, muchos hidroperéxidos orgénicos, formando
compuestos tioéteres (conjugados) (59, 91).

El CCl4 causa una disminucién de las actividades de glutatién transferasas (3).

Glutation reductasa: Reduce el glutation oxidado a glutatién, usando como
equivalentes de reduccién NADPH, por lo que es muy importante en la metabolizacién de
xenobié6ticos. Es una enzima fundamental del ciclo del glutatién, en el cual el glutatién
empleado para la reduccién de una sustancia es reducido nuevamente a glutatién por esta
enzima (44, 59, 6, 60, 91).

Defensas secundarias: serian las enzimas lipoliticas y las proteasas. Se considera que las
fosfolipasas serian un mecanismo de proteccién al eliminar lipidos alterados de las
membranas lipidicas. Se sabe que la PL activa a la fosfolipasa A, y que la misma prefiere
actuar sobre fosfolipidos oxidados (37).

Las enzimas proteoliticas serfan protectoras por degradar proteinas oxidadas,
impidiendo su acumulacién y asi el posible dafio. Algunas de ellas degradan
preferencialmente proteinas oxidadas (37, 57).
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1.G.- SULFHIDRILOS PROTEICOS

> 1.G.1.- Introduccién

La cisteina es el tinico aminoé4cido presente en las protefnas que contiene un grupo
sulfhidrilo libre. La unién de dos cisteinas forma un puente disulfuro, estructura muy

importante en el mantenimiento de la estructura espacial de muchas proteinas (100-102).

Muchas enzimas poseen en su centro activo residuos cisteinas que intervienen en el
mecanismo de catélisis. Por otra parte, muchos factores de regulacién celular utilizan el
estado de oxido-reduccién de uno o méas grupos sulfhidrilos como sefiales intracelulares
(100-103).

Las células poseen mecanismos de proteccién de los grupos tioles y de reduccién de
los grupos sulfhidrilos oxidados (104, 105).

> L.G.IL.- Grupos sulfhidrilos en enzimas

Grupos sulfhidrilos forman parte de los centros activos muchas de enzimas, por
ejemplo, poseen grupos sulfhidrilos la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, la papaina
(una tiolproteasa), la ribonucleétido reductasa, la adenilato ciclasa y enzimas del
metabolismo intermedio de los carbohidratos, entre otras (104, 61, 101).

Muchas veces se determina si una enzima o proteina requiere para su actividad de un
grupo sulfhidrilo empleando N-etilmaleimida (NEM), la cual alquila grupos sulfhidrilos.
Asf, la inactivacién de una enzima o proteina en presencia de NEM indicaria que la misma
necesita al menos un grupo sulfhidrilo en estado reducido para ser activa (106, 107, 104). Por
ejemplo, la N-etilmaleimida causa la liberacién Ca2* de los compartimentos intracelulares,
resultando en un incremento masivo de calcio independiente del calcio extracelular, por
mecanismos que serfan dependientes de grupos sulfhidrilos (108).

Existen factores de transporte de proteinas entre el nicleo y el citoplasma que son
inhibibles por NEM, lo que indicaria que probablemente serfan sulfhidrilicos (107).

Algunas enzimas ti6licas son las encargadas de mantener a otras proteinas
sulfhidrilicas en estado reducido. Por ejemplo, las tiorredoxinas son pequefias moléculas
ubicuas que poseen un par de grupos cisteina que pueden sufrir oxidaciones reversibles. A
su vez, las tiorredoxinas son mantenidas en estado reducido por la tiorredoxina reductasa
(105, 58).
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> L.G.IIL- Relacién con la estructura espacial de las proteinas

La influencia de los grupos sulfhidrilos y de los puentes disulfuros sobre la estructura
espacial de las proteinas ha sido ampliamente estudiada. La secuencia aminoacidica es la que
en principio determina el plegamiento de la proteina, muchas veces en el mantenimiento de
su conformacién final intervienen enlaces disulfuro. Si se desnaturaliza una proteina (por
ejemplo la extensamente estudiada ribonucleasa) y se la deja renaturalizar, frecuentemente
la misma vuelve a adquirir rdpidamente las estructuras secundarias y terciarias de la
proteina nativa, con reestablecimiento de los puentes disulfuro (100-103).

La formacién de los puentes disulfuro es realizada en el lumen altamente oxidante
del reticulo endoplasmico. Existen alli enzimas (por ejemplo, proteina disulfuro isomerasa,
tiorredoxinas) que favorecen su formacién (109-111, 100).

Los puentes disulfuro estin presentes en proteinas de secrecién y algunas de
membrana (por ejemplo receptores), en tanto que las proteinas intracelulares en general
tienen pocos puentes disulfuro. Estos enlaces son fundamentales, por ejemplo, en el
mantenimiento de la estructura, y por ende de la funcién, de proteinas tales como las

inmunoglobulinas, la insulina, etc. (100, 101, 57).

> I.G.IV.- Grupos sulfhidrilos regulados en forma redox

Los grupos sulfhidrilos de proteinas pueden actuar como sefiales intracelulares,
dependientes muchas veces del estado redox celular. En general, esta clase de grupos
sulfhidrilos se ha conservado durante la evolucién (104).

Por ejemplo, las tirosinas quinasa, varias protefnas G, canales i6nicos, la
ciclooxigenasa y la ribonucle6tido reductasa poseen grupos tioles regulables en forma redox
(104, 63). Muchos factores de transcripcién poseen residuos cisteina regulables via redox que
deben estar en estado reducido para actuar, por ejemplo Fos y Jun, p53 (104, 112, 113).

El sistema tiol-redox celular estaria muy relacionado con la disponibilidad de
equivalentes de reduccién de NADH y NADPH, los cuales a su vez estan relacionados con el
estado energético en el que se encuentre la célula. También son muy importantes para el
estado redox celular los niveles de antioxidantes tales como ascorbato y vitamina E, asf como
de las relaciones de glutatién a glutatién disulfuro (4, 114).

El estado redox de las células se expresa a veces por la relacién entre la concentracién
de equivalentes de oxidacién y los de reduccién. En este caso la funcién del GSH seria la de
mantener un medio intracelular reductor, necesario para un control estricto del estado redox
para el correcto funcionamiento celular (91).

En muchos casos la regulacién de 6xido-reduccién de la célula se produce a través del
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glutatién. Sin embargo, en el caso del higado una disminucién del contenido de grupos
sulfhidrilos hepéaticos no est4 claramente relacionada con la deplecién de GSH (97).

La alteracién del estado de oxido-reduccién de determinados grupos sulfhidrilos de
proteinas dispara la activacién de respuestas celulares. Por ejemplo, situaciones de estrés que
produzcan la oxidacién de tioles de proteinas o la disminucién de glutatién ocasionan la
activacién de factores como los de respuesta al calor (heat shock proteins) (104).

La tiorredoxina (que, como se indicé anteriormente, es la encargada de la reduccién
de grupos sulfhidrilos) es normalmente citoplasmética, pero es transportada al nticleo en
respuesta a estimulos como ésteres de forbol y radiacién UV. Esta enzima es inducida por
varios tipos de estrés oxidativos (113).

> I.G.V.- Tiolacién

Una de las formas de proteccién que poseen las células contra el estrés oxidativo es el
mecanismo denominado tiolacién, por el cual se protegen los grupos sulfhidrilos en un
estado de estrés oxidativo. De esta manera la célula evita el dafio irreversible de enzimas o
proteinas sulfhidrilicas importantes para su funcionamiento (104, 115, 112).

En muchos casos, debido a un estado de estrés oxidativo bajan los niveles de GSH y
aumentan los de GSSG. En estas circunstancias, el GSSG reacciona con los grupos
sulfhidrilos de ciertas proteinas “tiolandolos”. Este proceso inactiva a la proteina de una
manera reversible. De esta manera, al oxidar la célula misma sus grupos sulfhidrilos de
manera reversible los estd protegiendo de la oxidacién por otras especies reactivas. En
cambio, las oxidaciones de los grupos sulfhidrilos por agentes oxidantes rara vez son
reversibles (104, 115, 112).

Una vez que pasa la situacién de estrés, la célula posee enzimas (la principal es la
glutarreductasa) capaces de revertir la tiolacién de las proteinas (112, 115, 104).

Ejemplos de enzimas que son tioladas son: creatina quinasa, anhidrasa carbénica IlI,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y actina. Todas ellas son abundantes en los

hepatocitos de las ratas macho (115).

La tiolacién puede ser también un proceso protector contra especies azufradas
reactivas. Asf, intermediarios reactivos formados por la accién de oxidantes sobre grupos
sulfhidrilos de proteinas (como radicales tiillo o 4cido sulfénico) pueden ser tiolados,
evitando de esta manera que participen en otras reacciones que puedan llevar a la

inactivacién irreversible de la proteina (115).

La tiolacién es también un proceso necesario para el plegado de novo y para el
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mantenimiento de la conformacién de las proteinas (68).

> L.G.VL.- Grupos tioles blancos de radicales libres

Las protefnas pueden ser alteradas por sustancias que oxiden o que formen de
aductos con sus grupos tioles libres (97, 55, 37). De esta manera pueden ser modificadas
moléculas como proteinas G, factores de transcripcién, canales i6nicos, ciclooxigenasa,
ribonucle6tido reductasa entre otras (63).

La facilidad con que un determinado grupo sulfhidrilo de una protefna sea atacado
dependera de la secuencia aminoacidica de la proteina de la que forme parte y de cuan
expuesto se halle dicho grupo. Asi, la combinacién de estos dos factores causaria que

algunos tioles sean blanco de ataque de radicales libres y otros no (63).

La desaparicién de los grupos tioles, por ejemplo de glutatién, por conjugacién con
los metabolitos de la fase 1 o por quelacién con metales, puede llevar a una disminucién de
las defensas antioxidantes, lo cual puede estar relacionado con las funciones del calcio (ver
més adelante) (4).

Bajo condiciones de estrés por xenobi6ticos, la glutatién peroxidasa y la glutatién-S-
transferasa también disminuiran el GSH disponible, lo cual llevaria a una desestabilizacién

de la arquitectura de membrana (4).

Por otra parte, la oxidacién de grupos sulfhidrilos de proteinas incrementa la
susceptibilidad a la proteélisis (58).

Relacién con la homeostasis del calcio: Varios componentes de los sistemas
reguladores de la homeostasis célcica, por ejemplo: la bomba de calcio del reticulo
endoplasmico y los canales sensibles a IP3 (inositol trifosfato) o a rianodina, son proteinas
sulfhidrilicas, las cuales se podrian ver afectadas al alterarse el estado redox de sus grupos
sulfhidrilos (varios de los componentes sulfhidrilicos que estdn involucrados en la
homeostasis calcica serdn considerados méas adelante) (104, 116, 106).

También se producirian alteraciones de la homeostasis célcica por oxidaciones e
interuniones de grupos tioles de la membrana de las mitocondrias, lo cual lleva a la
formacién de poros no especificos que la hacen permeable al calcio (permeabilizacién
transitoria de la membrana). Esto esté4 relacionado con estados patol6gicos como la isquemia-
reperfusién (117).

Muchas veces productos que protegen los grupos tioles (2,3-dimercaptopropanol,
ditiotreitol, cisteina o GSH) también protegen del dafio, de lo que surge la relacién entre
grupos tioles y dario a mitocondrias (54).
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> L.G.VIL.- Grupos sulfhidrilos de protefnas en situaciones fisioldgicas y
patolégicas

En procesos tales como el envejecimiento o el dafio por radicales libres se ha
detectado la acumulacién de proteinas por formacién de complejos de proteinas o proteinas
y lipidos, los cuales estarian en parte unidos por puentes disulfuros (118, 67, 105).

Por otra parte, la acumulacién de productos de oxidacién de cisteina, entre otros, ha

sido determinada en proteinas de larga vida media en tejidos especializados como el ojo (68).

Los grupos sulfhidrilos proteicos son muy sensibles al HCIO formado durante el
estallido respiratorio que se produce, por ejemplo, cuando los macréfagos entran en contacto
con bacteria o péptidos quimiotacticos. En algunas enfermedades, por ejemplo enfermedades
desmielinizantes, artritis y otras inflamaciones crénicas, se produce la activacién y el
reclutamiento de macréfagos (119, 68, 67).

La proteina p53, involucrada en la apoptosis, podria ser regulada por alteracién de
sus grupos tioles. Asf, antioxidantes como el glutatién pueden inhibir su activacién. Esta

proteina puede ser activada por exposicioén a radiaciones (68).

En situaciones como la isquemia-reperfusién (que se puede producir en un ataque
cardiaco o en el transplante de 6rganos) se produce la oxidacién de grupos sulfhidrilos
proteicos (también la formacién de grupos carbonilos). Aunque la lesién precisa no ha sido
establecida, se cree que estarian involucrados transportadores de calcio, los cuales podrian
ser inactivados por oxidacién de sus grupos sulfhidrilos (68, 67, 120, 121).

El humo de cigarrillo causa la oxidacién de grupos sulfhidrilos (también la formacién
de grupos carbonilos) en proteinas plasmaticas. En este proceso no estarfan involucrados

radicales alcoxilo y peroxilo de lipidos (122).

Se produce la deplecién de grupos sulfhidrilos en otras enfermedades como la
pancreatitis inducida en ratas (123). También se ha determinado la oxidacién de grupos

tioles en la distrofia muscular hereditaria de pollos (97).
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I.H.- SINTESIS DE PROTEENAS

> L.H.I.- Introduccion

La informacién necesaria para la sintesis de todas las proteinas (excepto algunas
proteinas mitocondriales) esta codificada en el ADN nuclear. En cada célula est4n activos los
genes que establecen las proteinas que han de sintetizarse en esa célula, lo que en definitiva
define el tipo celular (124, 125, 100, 102).

El dogma central de la biologia molecular establece que el flujo de informacién
genética en una célula normal es:

DNA > ARN ————— proteina
Transcripcién Traduccién

En el proceso de transcripcién los genes del ADN son "copiados" en moléculas de
ARN denominadas ARN mensajero. En el proceso de traduccién la informacién codificada
en el mARN es “traducida” en una secuencia especifica de aminoécidos.

En esta descripcién no se tratar4 el mecanismo de transcripcién. Sélo se considerara el

proceso de traduccién y las moléculas involucradas en el mismo.

> LH.IL.- ARNs que intervienen en la sintesis de proteinas

Los ARN que intervienen en la sintesis de proteinas son: ARN mensajero (mARN),
ARN de transferencia (tARN) y ARN ribosomal (rARN). Se har4 a continuacién una breve

descripcién de cada uno.

> LH.IL.1.- ARN mensajero

Este ARN es denominado mensajero por ser el encargado de llevar la informacién
presente en el ADN del nicleo hacia el citoplasma, donde se realiza la sintesis de proteinas.
Los mARN de células eucariotas son muy heterogéneos ya que cada uno codifica para una
tnica proteina (124, 125, 100, 102).

En la transcripcién del ADN se forman los denominados transcriptos primarios, los
cuales en muchos casos deben sufrir un proceso denominado “maduracién”, el cual procede

segun las siguientes etapas (124, 125, 100, 102):

a) agregado de un casquete, capucha o “cap” en el extremo 5": La cadena naciente de
ARN se modifica casi de inmediato por formacién de una estructura denominada capucha o
cap en su extremo 5 (el cual es una 7-metilguanosina (aunque también existen otras
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metilaciones en las ribosas de los primeros nucleétidos que dan lugar a distintos tipos de

caps)). Este proceso define la iniciacién de la traduccién eucariota.

b) agregado de una cola de poli A en el extremo 3": casi todos los mMARN poseen en
sus extremos 3” colas de poliadenilato (poli A) de 100-200 nucleétidos de longitud.

A medida que se va sintetizando, el mARN se va condensando con proteinas
formando particulas ribonucleoproteicas  heterogéneas (hnRNP, heteronuclear
ribonucleoprotein particles). Las proteinas que forman las hnRNP son las més abundantes
del nicleo de la célula, con excepcién de las histonas.

La cola de poli A ayudaria a la exportacién del mMARN maduro hacia el citoplasma y a
la traduccién por ser una sefial de reconocimiento para el ribosoma. Se cree que

condicionaria la vida media del mARN en el citoplasma.

¢) Corte y empalme: En este proceso (denominado splicing) el transcripto primario es
modificado. Se pierden secuencias no codificantes internas (intrones) y se unen las
secuencias que se expresan (exones) en el mismo orden que tenfan en el gen. Este proceso
seria realizado por ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNAs: small nuclear RNAs).

No todos los genes poseen intrones, por ejemplo, los transcriptos primarios de las

histonas y de los interferones no los poseen.

d) Correccién del mensajero: En algunos mARN se produce un proceso de correccién
(editing) del ARN (cuya funcién no se conoce), por el cual se producen cambios, inserciones

o deleciones de bases. La apolipoproteina B y el receptor de glutamato sufren este proceso.

El mARN maduro sale del nicleo a través del poro nuclear hacia el citosol. Alli se
asocia a proteinas, formando complejos de ribonucleoproteinas, los que serian transportados

por medio del citoesqueleto, evitando asi su traduccién en lugares inapropiados (126).

> L.H.I1.2.-ARN de transferencia

La funcién de los tARN es hacer de nexo entre los aminoé4cidos y el mARN. Hay al
menos un tipo de tARN por cada uno de los aminoacidos comunes en las protefnas (125, 124,
100, 102).

Los tARN estan formados por unos 80 nucleétidos; muchos de ellos modificados.
Tienen un disefio comdn en forma de hoja de trébol. Poseen una secuencia ~CCA en el
extremo 3’(afiadida después de su sintesis) a la cual se une el aminoacido correspondiente.

Cada tARN tiene en el centro de la molécula (en el brazo opuesto al -CCA) una
secuencia de tres bases particular a la que se denomina anticodén. Esta secuencia es la que se
aparea con 3 bases del mARN (codé6n), determinando que el amino4cido cargado en el tARN
sea incorporado a la cadena peptidica.
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Se forma un aminoacil-tARN (aa-tARN) por unién de un aminoécido a su tARN
correspondiente. Este proceso requiere energia y participan aminoaciltransferasas (enzimas
muy selectivas, de las que existe al menos una por cada amino4cido), las cuales reconocen al
tARN y al aminoécido correspondiente. El aminoécido en el aa-tARN esté activado, es decir,

tiene la energia necesaria para la formacién del enlace peptidico

» IL.H.IL.3.- Ribosomas

Son los complejos moleculares que coordinan las interacciones entre los tARNSs, el
mARNSs y la proteina que se esté sintetizando. Estan formados por dos subunidades, una
mayor (60S) y una menor (40S). Juntas forman el ribosoma de 80S (125, 100, 102, 124).

La ultraestructura de los ribosomas es muy compleja; tienen asociados 4 ARN: tres en
la subunidad mayor: 28S; 5,85 y 55 y el restante (18S) en la menor. Poseen un gran nmero
de proteinas asociadas; 33 (denominadas Li-Las, large) en la subunidad mayor, y 21
(llamadas: S51-Sz1, small) en la menor. Ambas subunidades no tiene proteinas en coman.

Los ribosomas 80S de mamiferos poseen un tinel que seria el camino de salida de las
proteinas nacientes, el cual se extiende a lo largo de la subunidad mayor desde el lugar
donde estd ubicada la peptidil transferasa hasta una superficie plana (la cual estaria

involucrada en el anclado del ribosoma a la membrana del reticulo endoplasmico) (127).

La sintesis de los ribosomas es realizada en el nucleolo. Alli se produce la
transcripcién, procesamiento y ensamblaje de los ribosomas (100, 128). Los ARN de 18S; 5,85
y 28S se transcriben juntos, formando un transcripto primario de 45S, el cual es metilado en
forma especifica en aproximadamente 100 sitios, pertenecientes en su mayorfa a las
secuencias del rARN procesado. Cerca del 80% de estas modificaciones son residuos de O
metilribosa. Pequefias ribonucleoproteinas nucleolares (snoRNPs, small nucleolar
ribonucleoproteins) actuarian como guias durante el proceso de maduracién de los rARN.
Luego de la metilacién el transcripto de 45S es cortado en lugares especificos, los pre-rARN
formados se asocian a las proteinas ribosomales y son nuevamente cortados para formar los
rARN maduros. El rARN 56 se sintetiza fuera del nucleolo (100, 102, 129).

> LH.I1I.- Traduccién

En este proceso se “traduce” la informacién presente en un mARN a una cadena
peptidica. Se denomina de esta manera porque el alfabeto de cuatro letras de los é4cidos
nucleicos se traduce a otro alfabeto totalmente distinto de aminoécidos. La direccién de
sintesis es del extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal (125, 124, 100, 102).
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Se divide la traduccién de proteinas en tres etapas: iniciacién, elongacién,

terminacién. A continuacion se describira cada una de ellas.

> IL.H.IIL.1.- Iniciacion

La iniciacién consiste en la formacién del denominado “complejo de iniciacién”. Este
proceso consta de varias etapas y requiere energia. El primer paso es la unién del tARN
denominado “iniciador” con la subunidad ribosémica 40S y con el mARN en presencia de
varios factores de iniciacién denominados elF (factor de iniciacién eucariética, eucariotic
initiation factor) (125, 124, 102, 130, 100).

En la figura I.H.1 (102) se representa la iniciacién de la sintesis de proteinas.

Met
elF4+elF3+CBPs
elF2-GTP-Met-tARN
\ elF-subunidad 40S
5’cap. AUG 3 \A > “cap. AUG 3
nATP
Met Met

nADP

elF2-GDP y otros
factores de iniciacién

\ S'cay 3

Subunidad
ribosémica 60S

5’cay UG. 37 <

Figura [.H.1: Iniciacién de la sintesis proteica

El tARN iniciador forma con el aminodcido metionina el aminoacil-tARN iniciador
(Met-tARN);), el cual es distinto al tARN para metionina empleado en la elongacién.

Para poder recibir al Met-ARN; el mARN debe tener unidas proteinas denominadas
proteinas de unién al cap (CBPs, cap binding proteins), las cuales llevan unidos algunos elFs.

Una vez unida la subunidad 40S se produce el movimiento del conjunto hasta
encontrar el codén de iniciacién (el AUG mas cercano al extremo 5°) en un proceso dirigido
por la hidrélisis de ATP, luego de lo cual se separan de factores de iniciacién y se une la

subunidad 60S, formando el complejo de iniciacién capaz de iniciar la etapa de elongacién.

> L.H.II1.2.- Elongacién

Los aminoéacidos se afiaden al extremo carboxilico de la cadena en crecimiento por
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reacciones que son similares para todos los aminoéacidos. Estas reacciones (representadas en
la figura I.H.2 (102)) se producen por ciclos de tres fases e intervienen factores de elongacién
(eEF, eucariotic elongation factors) (125, 124, 102, 100, 130).

Sitio P Sitio A
Aminoacil-tARN
depositado por eEFla—G’IE
5°cap GDP + P;
Formacién de un
Preparado para enlace peptidico
siguiente ciclo de catalizado por la
elongacién peptidiltransferasa
Met Met
I Liberacién del tARN I
Lugar A descargado Arg
vacio
Translocacién dmglda
por eEF-2
s
GDP + P; GTP 5'cap

Figura I.LH.2: Elongacién en la sintesis de proteinas

En los ribosomas hay dos lugares donde pueden unirse los tARN:
- el sitio peptidilo (sitio P)
- el sitio aminoacilo (sitio A).

Los sitios A y P estdn cercanos, de manera que los tARN que estan en ellos se aparean
con codones adyacentes en el mARN. El tARN iniciador se une al lugar P del ribosoma.

En la primera fase de la elongacién el aa-tARN cuyo anticodén se corresponda con la
secuencia de las tres bases siguientes al AUG se une al sitio A, lo cual es conducido por el
factor de elongacién eEF1a-GTP.

En la segunda etapa del ciclo de elongacién se forma el enlace peptidico. El grupo
amino del aa-tARN ubicado en el sitio A desplaza al tARN ubicado en el sitio P (en el caso de
la unién del primer aminoécido se desplazaria al tARN;) uniéndose al carboxilo de dicho
aminoéacido. Esta reaccién es catalizada por una peptidiltransferasa o aminoaciltransferasa, la
cual es una enzima fuertemente unida a la subunidad grande del ribosoma. La nueva
cadena, con un resto aminoacido mas, queda unida al tARN que esta en el sitio A. La
reaccién de transpeptidizacién usa la energia del aminoacil-tARN ya unido. Asi, cada

aminoacido lleva la energia de activacién para la adicién del pré6ximo aminoacido.
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En la tercera etapa de la elongacién el peptidil-tARN resultante se transloca desde el
sitio A hacia el sitio P al mismo tiempo que la molécula de tARN que estaba en el lugar P
abandona el ribosoma. Esto prepara al ribosoma para el préximo ciclo de elongacién.

Posteriormente un aminoacil-tARN se une al lugar A vacio, iniciondose un nuevo

paso de elongacién.

En las etapas de iniciacién y elongacién existen factores que llevan unidos GTP o
GDP. El factor con GTP es el que se une al ribosoma y permite el proceso en el que esté
involucrado. Al hidrolizarse el GTP se produce la separacién del ribosoma del factor unido a
GDP. Otros procesos fuera del ribosoma permiten la recuperacién de la forma del factor con
GTP, necesaria para poder proseguir la sintesis proteica. Los factores elF2, eEFla y eEF2

sufren este proceso.

» ILH.IIL3.- Terminacion

La terminacién ocurre cuando una sefial de parada en el mARN (secuencias de
terminacién UAA, UGA o UAG) es leida por un tnico factor proteico de liberacién (eRF,
eucariotic release factor), causando la liberacién de la cadena polipeptidica completa del
ribosoma. No existen tARN que lean los codones de terminacién (125, 124, 102, 100, 130).

La unién del factor de liberacién en el sitio A activa a la aminoacilpeptidiltransferasa
para que hidrolice el enlace entre el péptido y el tARN en el lugar P. El aceptor del carboxilo
del dltimo aminoicido seria una molécula de agua en vez del grupo amino de un
amino4cido. Como lo tinico que mantiene unida la cadena polipeptidica al ribosoma es el
enlace del carboxilo con el tARN, la cadena polipeptidica se libera y abandona el ribosoma,
seguida por el tARN y el mARN. Por dltimo el ribosoma se disocia en sus subunidades.

El elF3 impide la reasociacién de las subunidades ribosémicas en ausencia del
complejo de iniciacién (es decir, si el mARN no esté presente).

Como el aminoéacido inicial es siempre metionina, todas las cadenas sintetizadas
tendrian como residuo N-terminal este aminoacido. En algunos casos, cuando no afecta la
funcién de la proteina, la metionina es mantenida; sino, luego de la sintesis de unos pocos

aminoéacidos es removida por prote6lisis.

> LH.IV.- Lugar de sintesis de las proteinas

Los mensajeros que salen del niicleo son transportados al citosol por medio del
citoesqueleto (130, 126). La sintesis de todas las proteinas comienza en ribosomas libres en el
citosol. A la cadena de mARN se van agregando ribosomas, los cuales traducen al mismo
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tiempo la informacién codificada en el mensajero, formando estructuras denominadas
polisomas o polirribosomas (125, 124, 102, 100, 130).

Un esquema de la distribucién de los ribosomas en la sintesis proteica se muestra en
la figura I.H.3 (124).

Polirribosoma
gémpergtee%a s libre en el citosol

Reserva de subunidades
ribosomales libres en el citosol
' 0 o 2
Polirribosoma unido
ala membrana del RE

mAlgrl;l qtrxg codifica Pepudo sefial

sin das enel RE Reﬂculo endoplésmico

Figura I.H.3: Sintesis de proteinas en polisomas libres y unidos al RE

La secuencia de los primeros aminoacidos de la cadena naciente es la que determina
el lugar donde finaliza la sintesis proteica. Si los primeros aminoacidos corresponden a una
sefial, denominada “secuencia sefial”, la sintesis pasard a realizarse en el reticulo
endopldsmico (RE). En cambio, si dicha secuencia no codifica ninguna sefial especifica, la
sintesis continuara y terminaré en el citosol (125, 124, 102, 100).

Los ribosomas unidos a membrana y los ribosomas libres son intrinsecamente
idénticos. Lo que determina que estén libres o unidos a membrana es la proteina que estén
sintetizando en ese momento (130, 102, 100).

En los hepatocitos (sistema celular empleado en este trabajo de tesis) la proporcién de
ribosomas y polisomas libres es pequefia (un 20% del total). Los deméas (80-90%) estan

unidos a membrana (131).

> L.H.IV.1.- Sintesis de proteinas en el citosol

Las proteinas destinadas al nicleo, al citosol, a las mitocondrias y a los peroxisomas
son sintetizadas en el citosol en polisomas libres o asociados al citoesqueleto (125, 124, 102,
12). La informacién que indica que un determinado mARN se deberia transcribir en
polisomas unidos al citoesqueleto estaria codificada en los mismos mensajeros (130).

Existirian ademéas mARN unidos a polisomas asociados con el citoesqueleto en una

forma no traducible, formando ribonucleoproteinas llamadas prosomas (130).
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> LH.IV.2.- Sintesis de proteinas en el reticulo endopldsmico

Las proteinas de secrecién, de membrana (todas las proteinas integrales de
membrana, excepto las de las mitocondrias, son sintetizadas allf), lisosomales, proteinas del
aparato de Golgi y de compartimentos de transporte intermedio son sintetizadas en
polisomas asociados al RE (12, 124, 132, 133, 130).

La sintesis de estas protefnas comienza en el citoplasma y contintia en la membrana
del reticulo endopldsmico rugoso. Este transporte es del tipo co-traduccional ya que se
produce al mismo tiempo que se esta sintetizando la protefna (30, 124).

Las proteinas a ser sintetizadas en el RE son dirigidas hacia la membrana del mismo
por secuencias de 6 a 20 aminoéacidos no polares, denominadas secuencia o péptido sefial,
localizadas en el extremo N-terminal de la proteina precursora (134, 30, 125, 124, 110).

La molécula que reconoce las secuencias sefial es una ribonucleoproteina llamada
SRP (signal recognition particle) que interactGa con la secuencia sefial, disminuye la
velocidad de traduccién y dirige el conjunto hacia la membrana del RE (134, 125, 110). Alli la
SRP se une a un receptor (protefna de anclaje). Esto estimula al ribosoma para que prosiga la
sintesis de la cadena polipeptidica y facilita el paso del extremo N-terminal del polipéptido a
través de un canal denominado traslocén en la membrana del RER hacia la luz del RER, estos
canales estarfan ubicados en sitios precisos de la membrana del RE (134, 110, 100).

Una vez que la cadena peptidica naciente se ubica correctamente la SRP se separa del
ribosoma y del receptor, usando GTP. El ribosoma queda unido al RE por medio de un
receptor propio para ribosomas. El ribosoma se separa del RER una vez finalizada la sintesis
de la proteina (134, 110, 100).

Existen también enzimas en el sitio de pasaje que modificarian la cadena naciente: la
peptidasa sefial (que corta la secuencia sefial) y la oligosacariltransferasa (que catalizaria la
N-glicosilacién en asparragina para formar glucoproteinas). Ambas enzimas parecerfan ser
esenciales para el proceso de traslocacién (134, 100, 30, 132, 124).

También existirian proteinas luminales residentes que ayudarian al plegado correcto
de las proteinas (chaperonas) y facilitarfan la degradacién de los péptidos mal plegados.
Muchas de estas protefnas son inducidas por condiciones de estrés que produzcan la
acumulacién de proteinas no plegadas o mal plegadas. Existen factores, como el sensible a
N-etilmaleimida, que regularfan la actividad de estas protefnas (133, 132, 124, 109).

La formacién de puentes disulfuro en las proteinas se produciria atin antes que se
haya completado su sintesis de la proteina. La proteina disulfuro isomerasa, la cual cataliza
reacciones de intercambio tiol/disulfuro, es una de las proteinas que interviene. De acuerdo
a la naturaleza del polipéptido y el potencial redox presente promueve la formacién del
puente disulfuro, la isomerizacién o la reduccién. Su abundancia est4 en relacién directa con
el nivel de sintesis de protefnas de excrecién. Otras proteinas que pueden llevar a cabo esta
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esta tarea son las proteinas tipo tiorredoxina, también presentes en el RE (109, 110).

El medio redox del interior del RE es unas 20 a 100 veces méas oxidante que el citosol,
de manera tal que se promueve la formacién de puentes disulfuro. Para mantener el medio
oxidante se liberan al citoplasma desde el RE pequefios tioles como cisteina o glutatién. La
excrecién de pequefios tioles al citosol podria conectar la formacién de puentes disulfuro con

las sefiales redox intra y extracelulares (135, 111).

Otro mecanismo de transporte, el post-traduccional, se produciria después de
sintetizada la protefna. Este transporte es independiente de los ribosomas o de las particulas
reconocedoras de sefiales y requiere ATP. Intervendrian proteinas de la membrana del RE y
chaperonas citosoélicas (por ejemplo, la chaperona Hsp 70) para evitar un plegamiento de la
proteina que impidiera su pasaje a través del traslocén (el mismo empleado en el transporte
cotraduccional) (134, 110, 132).

El largo de la cadena determina cual es el mecanismo que opera. Las proteinas de mas

de 70 aminoécidos requieren del transporte co-traduccional (110).

En el RE existirfa un “control de calidad” que s6lo deja pasar al Golgi las proteinas
correctamente plegadas. Las proteinas mal plegadas son ayudadas a obtener la conformacién
correcta o son sacadas del RE hacia el citosol por medio del transporte retrégrado (132, 133).
El transporte retrégrado se realiza a través del traslocén (el mismo del transporte co- y post-
traduccional). Una vez transportada la proteina anémala, seria degradada
fundamentalmente por el proteosoma citos6lico (ver mas adelante) (132, 133).

La acumulacién de proteinas mal plegadas en el lumen del RE puede llevar a su
agregacion y precipitacién, bloqueando los caminos de secrecion. Este sistema operaria en la
degradacién de protefnas anémalas como la del canal de cloruro en la fibrosis quistica, en la
cual la mayoria de la proteina es degradada en un compartimento pre-Golgi (132, 133).

> LH.V.- Localizacién final de las proteinas

La localizacién de las proteinas en el compartimento celular adecuado es una
condicién sine qua non para la correcta estructura y funcionalidad de cualquier célula (125).

Como se indic6 anteriormente, el destino final de una proteina esta codificado en la
misma secuencia proteica. En el caso de las protefnas que se sintetizan en el citosol, las
mismas son dirigidas hacia su ubicacién final después de haber sido sintetizadas, es decir, el
transporte es post-traduccional (12, 125).

En la figura .H.4 (125) se muestra un esquema de los lugares de sintesis y las posibles
localizaciones finales de las proteinas
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Figura I.H.4: Sintesis y localizacién de las proteinas celulares

Proteinas nucleares: Si la proteina posee una sefial llamada sefial de localizacién
nuclear (NSL: nuclear signal localization), la proteina sera dirigida hacia el nicleo. Este

transporte se considerara méas adelante en més detalle.

Proteinas mitocondriales: La mayoria de las proteinas mitocondriales son
sintetizadas a partir del ADN nuclear en el citosol. Estas proteinas poseen sefales
mitocondriales N-terminales de unos 25 aminoéacidos de longitud, las cuales son distintas de
acuerdo a si la proteina pertenece a la matriz, al espacio intermembrana, o a la membrana
externa o interna de la mitocondria. En el citosol estas proteinas interactuarian con
chaperonas (por ejemplo, Hsp70) que la mantendrian en forma desplegada. Receptores en la
superficie de las mitocondrias reconocerian la secuencia sefial y dirigiria a la proteina hacia
su destino final en la mitocondria. Durante o después de la translocacién se produce el corte
de la secuencia sefial. La translocacién requiere ATP (125, 12, 109).

Proteinas de secrecién, de membrana, de lisosomas y de peroxisomas: Las proteinas
de secrecién, del RE, lisosémicas y de los peroxisomas pasan completamente a través de la
membrana del RE hacia la luz del mismo.

Las proteinas integrales de membrana contienen una secuencia hidrofébica de unos
20 aminoéacidos llamada “ancla de membrana” o de “detencién de transferencia” que detiene
el paso de la cadena en crecimiento a través de la membrana. La secuencia de anclaje
determina la forma en que seréa sintetizada la proteina, lo que a su vez dependera de cuél es
el extremo (amino o carboxilo) que quedara orientado hacia el citoplasma (125, 30).

Las proteinas de membrana, las de secrecién via el aparato de Golgi y las lisosémicas

son transportadas hacia su destino final por vesiculas revestidas con clatrina, la cual se cree
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que actuaria como armazén flexible para promover al formacién de la vesicula. Una vesicula
se desprende por gemacién de su membrana de origen y se funde posteriormente con la
membrana diana. Este proceso conserva la orientacién de la proteina transmembrana. En el

aparato de Golgi las proteinas serian glicosiladas antes de ser exportadas (100, 125).

En el caso de los lisosomas, las proteinas poseen un lugar donde se une un residuo de

azlcar particular que hace que estas proteinas sean dirigidas a esa organela (100, 125).

Las proteinas de los peroxisomas poseen en su extremo C-terminal una secuencia SKF

(Ser-Lis-Fen) que es la que indica que su destino final son los peroxisomas (124, 12).

Proteinas del reticulo endopldsmico: Las proteinas propias del RE poseen una
secuencia C-terminal comtn Lis-Asp-Glu-Leu (KDEL) que indica que el destino final de la
proteina es el reticulo. Esta secuencia no evita que sean trasladadas esas proteinas al Golgi,

sino que permite que sean recuperadas para el RE rapidamente (100, 124, 30).

Proteinas citosélicas: Estas proteinas no tendrén ninguna sefial especifica, por lo que
quedarian en el citosol (12, 125, 104).

> I.H.VL.- Transporte nuclear

En la figura I.H.5 (128) se representa el transporte entre el ntcleo y el citoplasma.

; — Reticulo
Citoplasma endoplasmico

membrana
" nuclear externa

membrana
{\1 LS nuclear interna
Q. —— Complejo del

\ poro nuclear

Ncleo
Proteinas
(snRNPs)
RANRNNRARNNNNNANN
é%;,%f CLS — lamina nuclear
Transporte \
mediade Difusién
(iones, metabolitos,
pequefias protefnas)

Figura I.LH.5: Transporte de sustancias entre el ntcleo y el citoplasma
El transporte de macromoléculas al ntcleo es diferente del transporte a otras

65




INTRODUCCION

organelas. La entrada y salida de sustancias del niicleo es continua y se produce a través de
estructuras denominadas complejo del poro nuclear (CPN) (128, 136, 137).

En la figura LH.5 NLS representa sefial de reconocimiento nuclear, NBP serfa la
protefna de unién a NLS (NLS binding protein) y CLS indica sefial de localizacién
citoplasmatica (cytoplasmic localization signal).

A diferencia de otros transportes, las proteinas pasa a través del CPN con su
conformacién natural, incluso formando particulas como, por ejemplo, en el caso de la salida
de los complejos de ribonucleoproteinas ya ensamblados (136, 137).

Una caracteristica del transporte nuclear es que la importacién y la exportacién son
procesos igualmente importantes. Muchas proteinas necesitan ser importadas al nicleo
varias veces: proteinas del nucleolo, Hsp70, el receptor de progesterona y la proteina quinasa
dependiente de AMPc entre otras (136- 138).

Se deben exportar ademas tARN, rARN y mARN, sintetizados en el ndcleo pero
usados en el citoplasma. También, la formacién de particulas como snRNAs (componentes
del procesamiento de los mARN) o la biogénesis de los ribosomas implican procesos en el
citoplasma, con multiples cruces de la membrana nuclear (136, 128, 139, 107, 137).

Existen protefnas que se mueven entre el citoplasma y el nicleo, mientras que otras
tienden a permanecer en el nicleo por largos perfodos. Algunas proteinas de transporte

nuclear est4n establemente asociadas con los poros nucleares (128, 137).

» LH.V1.1.- Nicleo

El nucleo de las células eucariotas est4 rodeado por una envoltura nuclear compuesta
por dos membranas lipidicas (la membrana nuclear interna y la membrana nuclear externa)
separadas por el espacio perinuclear. La membrana nuclear externa forma un continuo con la
membrana del RE rugoso y el espacio perinuclear se continga con el lumen del RE (124, 140,
138). Del lado interno de la membrana nuclear interna est4 la lamina nuclear, que une la
membrana nuclear interna con la cromatina (124, 134, 140). Mucho del espacio dentro del
nucleo es ocupado por cromatina, la cual est4 organizada en dominios de eucromatina (laxa)
y heterocromatina (compacta) (129).

La membrana nuclear es fundamental en las caracteristicas del transporte entre el
nicleo y el citoplasma. Permite la separacién de las actividades nucleares (la replicacién de
ADN, transcripcién y procesamiento de ARN) de las actividades citos6licas (traduccién), lo
cual posibilita un mayor control de la expresién genética (124, 125).

> LH.V1.2.- Complejo del poro nuclear

El transporte hacia y desde el nicleo se realiza a través del complejo del poro nuclear.
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Habria unos 103-10¢ por ntcleo, de masa aproximadamente 108 daltons (aproximadamente 30
veces la de un ribosoma) (138, 136, 124).

El CPN esta formado por unas 80-100 clases de proteinas diferentes (llamadas
nucleoporinas); sélo un pequefio nimero de ellas han sido caracterizadas. El CPN esta
asociado con las membranas nucleares interna (MNI) y externa (MNE) y con la lamina
nuclear (138, 136, 128).

En la figura I.H.6 (128) se muestra un diagrama de la estructura del CPN.

Vista superior Vista lateral )
Citoplasma

g

o (7) |

MNE

MNI

Nicleo

Figura I.H.6: Esquema del complejo del poro nuclear

El poro nuclear (P en la figura) posee simetria octaédrica cuando se lo mira desde el
nicleo o el citoplasma. En cambio, es asimétrico en el plano de la membrana nuclear; en
dicho plano hay 3 anillos apilados con simetria octaédrica. El anillo central o luminal posee
ocho estructuras como rayos de un rueda (R) que rodean un tubo central, estos rayos son
probablemente parte del transportador; del lado nuclear (An) y del lado citoplasmético (Ac)
se ubican componentes anillares que se extienden hacia el centro del poro (124, 128, 139).

Ademas hacia el citoplasma se extienden ocho fibras (Fc), mientras que hacia el lado
nuclear se extienden ocho fibras que forman una estructura de canasta, denominada jaula
nuclear (Jn). Las fibras serian el lugar de interacciones tempranas entre elementos
transportadores y el poro nuclear (128, 124).

En condiciones normales el CPN presenta un canal de difusién de 9 nm. Por algtn
estimulo de transporte puede dilatar su estructura central ampliando el canal interno de 9
hasta 26 nm. La apertura es muy especifica, s6lo permitiria el paso de la molécula que
estimul6 su apertura. El CPN seria sensible a mecanismos regulatorios (por ej, cambios en las
concentraciones de calcio) operantes desde el lumen del reticulo endoplasmico. El diametro
de apertura y la velocidad de entrada al nicleo podrian estar regulados por la cantidad de
secuencias SLN que posea la proteina a ser transportada (128, 107, 140, 136).

El canal interno de 9 nm permitiria la difusién de iones, metabolitos, y en principio de
macromoléculas de aproximadamente 40-60 kDa. Las moléculas de mayor tamafio requieren
mecanismos especiales activos de transporte. Sin embargo, al menos en el caso del calcio, el
transporte de iones estaria regulado. También el transporte de pequefios ARNSs tales como
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tARN y pequeiias proteinas como las histonas (= 15 kDa) es normalmente activo y mediado
por transportadores (136, 128, 140, 139).

» LH.V1.3.- Seriales de localizacién nuclear

Existen varios mecanismos de entrada de proteinas al nicleo. El mas conocido es el
que implica moléculas que contienen la ya mencionada sefial de localizacién nuclear (NLS),
las cuales pueden ser secuencias de amino4cidos béasicos continuas o separadas por unos 10
amino4cidos. La NLS puede estar ubicada en cualquier lugar de la proteina, aunque se cree
que debe estar en la superficie de la misma (140, 128, 139, 137).

A diferencia de otros mecanismos de transporte hacia organelas, la NLS permanece
en la molécula de proteina, probablemente porque en el momento de la divisién celular seria
necesaria la secuencia NLS para reconocer que la proteina es nuclear (136, 140). Proteinas
reguladoras de genes, procesadoras de ARN, algunas histonas o enzimas nucleares (ADN y
ARN polimerasas contienen NLS (12).

Proteinas que no poseen secuencia NLS podria ser transportadas al nicleo formando
un complejo con otra proteina que si posee la SLN. Este es el caso de las histonas H; y H:B,
las cuales posiblemente entrarfan activamente al niicleo asociadas a protefnas como la
nucleoplasmina que si posee NLS (128, 136, 137).

Otro mecanismo de entrada es usado por receptores de hormonas (glucocorticoides
en rata, andrégenos en humanos, etc). La sefial de entrada al nticleo es una secuencia de 255

amino4cidos que queda desenmascarada por la presencia de la hormona adecuada (107).

> L.H.V1.4.- Mecanismos de transporte desde y hacia el nticleo

Los mecanismos de entrada y salida del ndcleo (representados en la figura I.H.7
(136)) estarian regulados por moléculas transportadoras.

El transporte nuclear tiene una necesidad absoluta de factores citos6licos. Se ha
determinado que algunos de ellos son sensibles a N-etilmaleimida (NEM), la cual reacciona
alquilando grupos sulfhidrilos. Existen otros factores citosélicos como las chaperonas Hsp 70
y el componente que interactta con glicoproteinas del CPN (140, 137, 107, 136, 141, 139, 138).

» LH.VI.4.1.- Importacién

Como se indic6 anteriormente, el principal mecanismo de entrada al ntcleo seria via
la secuencia NLS (140, 137)

Este transporte se basa en la existencia de proteinas receptoras (importinas a o
carioferina a) que se acoplan a la secuencia NLS, formando un complejo con la proteina
(carga); este complejo utiliza una segunda proteina (importina B) para atravesar el poro
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nuclear, luego de lo cual es liberado en el interior del nicleo (136, 139, 141, 137).

Este sistema de transporte se basa en que las proteinas transportadoras tengan una
alta afinidad por la proteina con secuencia NLS en el citoplasma (para poder unirse a ella) y
una baja afinidad en el nicleo (para poder liberarla). Esto se produce por la presencia de la
proteina denominada Ran, la cual tiene distintas propiedades de acuerdo a si lleva unido
GTP o GDP. La forma Ran-GDP (forma predominante en el citosol) es poco afin por las
proteinas transportadoras, por lo que en el citoplasma las proteinas transportadoras se
unirian a las proteinas con NLS y las transportarian al ntcleo. En el ndcleo, la forma
principal es la Ran-GTP (muy afin por la proteina transportadora). La unién de Ran-GTP a la
importina B hace que tenga poca afinidad por la proteina con secuencia NLS, liberdndola en
el nacleo (136, 139, 138, 137).

Citoplasma Nicleo
(bajo RanGTP) (alto RanGTP)

@ =
liberacion exportina Banlalh union
w de carga _ exportacién cooperativa -
(hidr6lisis de GTP) | carga el
carga o

@ liberacién de la importina
ey e loarga imzortaciénl w carga por RanGTP
o carga carga >
carga carga

Figura I.H.7: Importacién y exportacién de moléculas al nicleo

La concentracién diferente de Ran-GTP y Ran-GDP en el citoplasma y el ntcleo es
debida a la presencia de una enzima que transforma Ran-GDP en Ran-GTP (RCC1) y de otra
enzima (Ran-GAP) en el citosol que cataliza reaccién opuesta (139, 136, 138).

Las proteinas transportadoras deben volver al citoplasma para comenzar un nuevo
transporte. Para la salida del ntcleo la importina o requeriria un exportador especifico,

llamado CAS, en tanto que la importina  probablemente sale por si misma (136, 138).

Habria otras secuencias de reconocimiento para la importacién al nicleo, tales como
las encontradas en las proteinas de los ribosomas. Estas secuencias serian mas grandes y

complejas e interactuarian con proteinas de importacién, variantes de la importina o (136).
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Existen otros transportadores que dependen de factores diferentes, como ser
concentracién de calcio, ATP, unién al citoesqueleto, GTP, etc.. Aunque se basen en distintos
transportadores, el mecanismo general implica la interaccién de receptores citoplasméaticos
con secuencias presentes en la proteina. La secuencia presente indicaria cuél es el mecanismo

involucrado, por ejemplo NLS u otros no conocidos (141, 128, 137).

> ILH.V1.4.2.- Exportacién

La exportacion de macromoléculas es también un sistema mediado por
transportadores. Es rdpida y dependiente de energia. Las proteinas que son exportadas del
nucleo poseerian secuencias de exportacién especificas NES (nuclear exportation signal),
formadas por aminoéacidos hidrofébicos ricos en residuos de leucina, capaces de unirse a las
nucleoporinas (138, 125, 128, 107, 137).

El mecanismo bésico de exportacién seria similar al de importacién. La presencia de
Ran-GTP dentro del nucleo causaria la unién de la sustancia a la proteina exportadora,
mientras que la presencia de Ran-GDP en el citoplasma produciria la separaciéon del
complejo con liberacién de la sustancia transportada en el citoplasma (137, 139, 136).

La mayoria de los caminos de exportacién estarfan influenciados por Ran. Sin
embargo, existirian otros sistemas, como el de la exportacién del mARN de proteinas de
choque de calor en respuesta a estrés celular (139, 137).

La salida de ARN del ntcleo es un proceso mediado por sefiales, altamente selectivo
y facilitado. El lado nucleopldsmico del poro debe reconocer y exportar maltiples especies de
ARN, entre ellas tARN, snARNs, mARN maduros, dejando las especies de mARN inmaduro
dentro del ntcleo. Algunas nucleoporinas son requeridas especificamente para la
exportacién del ARN del nicleo (125, 107, 128, 137).

> IL.H.VL5.- Forma de regulacioén del transporte nuclear

La regulacién del transporte podria ser de varias maneras: por exposicién o
enmascaramiento de secuencias NSL, por retencién de una proteina nuclear en el citoplasma,
por modulacién de las NLS (modificaciones posttraduccionales de los NLS o de las
secuencias que lo flanquean) o por cambios en la maquinaria de transporte (137, 140, 107).

Asi, fosforilaciones podrian exponer o esconder secuencias NLS, Alternativamente,
otras moléculas pueden enmascarar SLN o anclarla a estructuras del citoplasma, por
ejemplo, el citoesqueleto o endomembranas (128, 107, 138, 137).

Muchos factores reguladores de genes estdn almacenados en el citoplasma en forma
inactiva y ante un estimulo adecuado son liberados y traslocados al nticleo rapidamente. Un
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ejemplo es la activacién del factor de transcripcién NF-kB en condiciones de estrés oxidativo.
En condiciones normales este factor esta unido en el citosol a otra proteina, la IkB. Por estrés
oxidativo (por ejemplo, tratamiento con H20O,, ésteres de forbol) la protein quinasa C (y otras
quinasas) fosforila a 1B, causando la liberacién de NF-«B, el cual asi expone una secuencia
NLS que induce su traslado al nicleo, donde activa la transcripcién de genes determinados.
Se cree que los radicales libres del oxigeno generados podrian actuarian directamente sobre
1xB, sin mediar la fosforilacién, con el mismo resultado final (128, 137).

Cuando la velocidad de transporte hacia el nitcleo disminuye se produce
indirectamente una inhibicién de la replicacién de ADN y defectos en los puntos de control
del ciclo celular, debido a concentraciones inapropiadas de moléculas regulatorias en el
nicleo comparado con el citoplasma (141, 137).

> L.LH.VII.- Proteinas nucleares

Se puede dividir a las proteinas nucleares en dos grandes grupos, histonas y no
histonas (124, 103, 142).

Las histonas son proteinas béasicas pequefias, entre 10 y 20% de sus aminoécidos son
lisina o arginina. S6lo existen 5 clases de histonas: Hy, H.A, Hz2B, Ha y Hj (103, 124, 142).

Por ser proteinas basicas se unen fuertemente al ADN formando nucleosomas en los
cuales las histonas H>A, H2B, Ha y Hj se unen entre si formando un octdmero alrededor del
cual se enroscan dos vueltas de ADN de 140 pares de bases. La histona H; se une al puente
de ADN que une los nucleosomas (103, 124, 142).

Las proteinas no histénicas son muy heterogéneas y pueden variar entre las distintas
células. Algunas de ellas estan asociadas al ADN y al ARN. Entre ellas se incluyen las ARN
polimerasas, las ADN polimerasas, diversas proteinas regulatorias, proteinas que forman
parte de los ribosomas, proteinas que forman parte del aparato de maduracién del mensajero
(snRNAs) o de los ribosomas (snoRNPs) (103, 124, 100, 125).

En el procedimiento de fraccionamiento de proteinas nucleares utilizado en este
Trabajo de Tesis se separa a las proteinas nucleares empleando soluciones que permiten
aislarlas de acuerdo a caracteristicas fisicoquimicas de las mismas. En la descripcién de
técnica de fraccionamiento de proteinas nucleares Materiales y Métodos se indican las

caracteristicas generales que tendrfan las proteinas de cada una de las fracciones nucleares.
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> I.H.VIIL.- Degradacién de proteinas

La degradacién de proteinas es fundamental para la vida de los organismos. Podria
ser tan importante para la economia de la célula como la sintesis. Las protefnas celulares son
recambiadas constantemente, con vidas medias que van desde pocos minutos hasta semanas.
La degradacién de proteinas es necesaria para la eliminacién de proteinas alteradas cuya
acumulacién podria ser peligrosa para las células y para desechar proteinas reguladoras
superfluas (100, 105).

La vida media de una proteina esta determinada en parte por su resto N-terminal.
Proteinas con un resto N-terminal Met, Ser, Ala, Tre, Val, Gli o Cis tendrian una mayor vida
media que proteinas con otros extremos N-terminales (100, 102).

Existen otras sefiales, por ejemplo, segmentos ricos en Pro (P), Glu (E), Ser (S) y Tre
(T) (secuencia PEST). Proteinas con esta secuencia son degradadas rapidamente; por ejemplo,
el citocromo 2E1 posee esta secuencia (100, 47, 48).

Existen distintos mecanismos de degradacién de proteinas, por los cuales se podrian
dividir a las proteasas en tres categorias:

- Proteasas que intervienen en eventos especificos, en los que se generan proteinas
maduras de menor tamario que las moléculas precursoras. Son ejemplos las proteasas que
intervienen en el clivado de las secuencias sefiales de las proteinas de secrecién o las que

clivan proteinas citosélicas para producir las formas maduras (125, 105).

- Proteasas que actfian en los lisosomas, las cuales degradan proteinas que son
transportadas a ese lugar especificamente para su degradacién. En los lisosomas hay unas 50
enzimas hidroliticas. Estas proteasas intervienen en la degradacién de proteinas de
compartimentos intracelulares (tales como mitocondrias o reticulo endopldsmico) y externas
(las que entran a la célula por endocitosis, pinocitosis o fagocitosis) (105, 125, 100).

- Proteasas del proteosoma, complejo citos6lico que degrada proteinas. El
proteosoma interviene en la degradacién general (que convierte una proteina completa en
pequeiios fragmentos) y en ciertos eventos de procesamiento especificos. Constituye el 1% de
las proteinas solubles (143).

» LH.VIII.1.- Proteosoma

El proteosoma interviene en la degradacién de proteinas normales o anormales del
nicleo y del citosol, asi como en la degradacién de protefnas anormales del reticulo
endopldsmico. Varias funciones celulares vitales requieren del proteosoma, como ser, la
diferenciacién celular, el procesamiento de antigenos, la activacién del NF-xB y la remocién
de protefnas oxidadas, etc.. La inhibicién de la actividad del proteosoma causa la detencién
de la protedlisis de la mayoria de las proteinas celulares (105, 132, 133, 125, 34, 92, 143).
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Existen dos formas de proteosoma: 20S y 26S. La forma 20S es la que contiene la
actividad proteolitica. Se forma el complejo 26S por adicién al 20S de un grupo de proteinas
(19S). Intervienen en dos clases de degradaciones: las dependientes e independientes de
ubiquitina y ATP (92, 105, 125, 143).

El 20S tiene la forma de un cilindro hueco, las proteinas del 19S5 se unirian en uno de
los extremos. Cliva las proteinas del lado carboxi de amino4cidos bésicos, hidrofébicos y
acidicos. Su pH de trabajo 6ptimo es entre neutro y débilmente alcalino (105, 125, 143).

Algunas de las actividades proteoliticas del proteosomas son inhibidas por sustancias
que reaccionan con grupos tioles (143).

Esta presente en el ntcleo y el citosol. Por técnicas inmunolégicas se detecté que una
parte estaria cerca o directamente sobre la membrana del reticulo endopldsmico y de los

polisomas de hepatocitos de rata (143).

> LH.VIIL2.- Marcacién de proteinas para su degradacién

En condiciones normales el organismo “marcaria” las protefnas que deben ser

degradadas. El principal sistema de marcacioén es la ubiquitinacién, aunque existen otros.

Ubiquitinacién: Se adiciona covalentemente la proteina ubiquitina (denominado asi
porque es ubicua) a grupos lisina de las proteinas a ser degradadas. En general es necesario
el agregado de varias moléculas de ubiquitina (poliubiquitinacién) a una proteina para que
sea degradada (125, 143, 105, 92, 100).

El sistema de ubiquitinacién de protefnas tiene 3 componentes (E;, Ez y Es), siendo
todos sulfhidrilicos. Las proteinas a degradar serian determinadas por E; y Es, existen varias
clases de cada una, con diferentes criterios para elegir los sustratos a degradar (125, 100).

La ubiquitinacién es responsable de la degradacién de varias proteinas de vida media
corta, apohemoproteinas, proteinas dafiadas estructuralmente o aberrantes (43, 125, 143).

Otras formas de marcacién para la degradacién: La fosforilacién de proteinas podria
ser otra forma de marcacién ya que ciertas proteinas son degradadas més facilmente cuando
estan fosforiladas.

La falta de sustrato podria ser la sefial de marcacién de ciertas enzimas; cuando falta
su sustrato (es decir cuando ya no serfan necesarias) son degradadas por proteasas
intracelulares. Por ejemplo, sustratos y cofactores protegen a enzimas de ser inactivadas por
oxidasas de funcién mixta (118, 144, 121, 119).

Proteinas oxidadas: La oxidacién de proteinas por los propias células podria ser una
forma de marcacién para que las mismas sean degradadas, asf, ciertas proteinas con sus
grupos sulfhidrilos oxidados son més susceptibles a la degradacién (118, 144, 121, 119).

La degradacién de las proteinas oxidadas seré tratada en el capitulo siguiente.
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I.1.- OXIDACION DE PROTEINAS

> LLI.- Introduccién

Las proteinas son probablemente el blanco méas critico en el dafio por especies
reactivas debido a la gran variedad de funciones que realizan, por lo que su alteracién puede
causar un desequilibrio en las funciones celulares, tanto a corto como a largo plazo. Ademas,
son el componente celular mayoritario después del agua, por lo que existe una alta
probabilidad de que sean alteradas por agentes nocivos. Pese a todo esto, la oxidacién de
proteinas no ha sido tan estudiada como la de lipidos (123, 94, 68, 58).

Las principales caracteristicas que regulan la oxidacién de proteinas en los
organismos vivos se resumen en la figura 1.1.1 (68), en la cual los caminos en color ptrpura

indican mecanismos de proteccién.

Irradiacién, fugas de electrones, metales, peroxidacién
de lipidos, inflamacién, autooxidacién, xenobiéticos

|

Generacion de radicales
Secuestro de metales de transicién Enzunas antioxidantes
sustratos competitivos trapadores de radicales libre
antioxidantes de sacrificio
v
OXIDACION DE PROTEINAS
R;%%lﬁ.;sd e Especies reactivas unidas dehidos

Remoci6n porg a proteinas
antioxidantes reaccibnes

en cadena

Reduccx()n Denvatlzacxén
Radical
secundanos

PRODUCTOS FINALES ESTABLES m-:
DEGRADACION <+—— " "OxIDACION DE PROTEINAS

\ T Marcadores

Excrecibn €——— aminoacidos —» Reutilizacién ACUMU'LACION
oxidados (sintesis de proteinas)

Figura L.I.1: Mecanismo postulado de la oxidacién de proteinas in vivo

La acci6bn de especies reactivas generadas por diversos procesos (radiaciones,
sistemas transportadores de electrones, etc.) conduce en general a la oxidacién de las

proteinas. Se han determinado diversas modificaciones quimicas sobre las proteinas
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oxidadas, como ser especies radicalarias, aldehidos, peréxidos, etc.. El grado de dafio

causado a amino4cidos y/o proteinas por un dado estrés oxidativo depende de muchos
factores, entre ellos de la naturaleza y localizacién relativa de la fuente de oxidante/radical
libre, su proximidad a la proteina blanco, asi como de la naturaleza y concentracién de
sustancias y enzimas antioxidantes disponibles (105, 121, 68, 145).

Las proteinas oxidadas son en general degradadas por prote6lisis; s6lo en algunos
casos el organismo cuenta con enzimas especificas para su recuperaciéon. Las proteinas
oxidadas pueden también acumularse (68, 145, 105, 58, 67).

La oxidacién de proteinas podria estar implicada en la etiologia y/o progresién de
varios desérdenes fisiolégicos y enfermedades (119, 121, 58). Sin embargo, no siempre la
formacién de radicales libres sobre proteinas es una indicacién de dafio, algunas enzimas
forman radicales libres en su estructura como parte de su mecanismo de accién. Ademas, la
oxidacién de protefnas tendria en algunos casos un rol fisiol6gico, por ejemplo, en la

marcacién de proteinas para su degradacién (119, 68, 67).

> LLIIL- Formacién de especies reactivas

Las especies reactivas capaces de interactuar con las proteinas se pueden formar en
una gran variedad de situaciones fisiol6gicas y no fisiolégicas. Las fuentes principales estan
representadas, sin un orden de importancia determinado, en la figura I.1.2 (67).

Radiaciones:
rayos y, rayos X, UV
Inflamacién, Autooxidacion de
neutréfilos, transportadores
macréfagos de electrones
Sistemas MCO oxidasas de funcién
(oxidacién por metales) mixta
Productos de glicacién, Productos de peroxidacién
glicoxidacién de lipidos
Y

~ 4
P S | s

l Proteasa

Proteina R
oxidada g

Proteina

aa

Figura L.I1.2: Posibles agentes causantes de la oxidacién de proteinas

Se puede dividir las especies reactivas en dos grupos: especies oxigenadas (ROS,
reactive oxygen species) y no oxigenadas (RS, reactive species). Las especies oxigenadas
pueden ser a su vez radicalarias (radical superéxido, radical hidroxilo , etc.) o no radicalarias
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(HCIO, HxO:, O, oxigeno singulete, aldehidos derivados de la peroxidacién de lipidos, etc.).
Especies no oxigenadas serian: radical tiilo (RS*), radical tioperoxilo (RSOO*), 6xido nitrico
(NO*), peroxinitrito (ONOO "), etc. (144, 145, 67).

> LLIIL- Sistema de oxidaci6n catalizada por metales

Un sistema muy estudiado de oxidacién de proteinas es el catalizado por los metales
de transicién (MCO, metal-catalyzed oxidation), graficado en la figura I.1.3 (67). Se cree la
MCO seria importante en condiciones normales, por ejemplo en el envejecimiento (67).

La oxidacién de proteinas catalizada por metales depende de la presencia de Fe(Il) (o
Cu (I)) y H202. La formacién de dichos compuestos puede ser catalizada por muchas
flavoproteinas que sirven normalmente como transportadores de electrones en varias
reacciones metabélicas: oxidasas de NADPH y NADH, NADPH deshidrogenasas,
citocromos P450 reductasas/ oxidasas, la xantino oxidasa, etc. (120, 119, 144, 67).

Fe(III)
MFO
Proteasas ADI

Fe(II) Pr oxidada
(RC=0)
Pr Pr-Fe(II) Fe(lll)

Figura I.1.3: Oxidacién de proteinas catalizada por metales por
los sistemas de oxidasas de funcién mixta

Las MCO estan limitadas por la disponibilidad del metal. Situaciones que causen la
liberacién de metales de transicién de las biomoléculas a las que estdn normalmente unidos
favoreceran estas reacciones (146).

La principal caracteristica de las MCO es que son reacciones localizadas, sé6lo se
oxidarfan los amino4cidos presentes en el entorno del lugar de unién del metal a la protefna.
Se cree que el Fe(Il) se uniria al sitio de unién de metal a la proteina, luego de lo cual el
complejo Fe-proteina reaccionaria con el H2O,, generando in situ especies de oxigeno
activadas (HO", i6n ferrilo, i6n perferrilo, peroxirradicales), los cuales a su vez reaccionarian
con los aminoéacidos presentes en su entorno; es decir, estas reacciones sucederian en una
"jaula" que las especies reactivas de oxigeno no podrian abandonar (120, 121, 144).

La oxidacion catalizada por metales podria tener un rol fisiol6gico en la regulacién
metaboélica del recambio intracelular de proteinas. Algunas quinasas, deshidrogenasas,
sintetasas y otras enzimas estdn sujetas a inactivaciones sitio-dirigidas por sistemas MCO
(118).
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> LLIV.- Oxidaciones de aminodcidos y proteinas

Muchos de los conocimientos actuales de la quimica de las reacciones de oxidaci6én de
aminoéacidos y proteinas fueron desarrollados usando como sistema de estudio la radi6lisis
del agua con rayos v, en la cual se forman radicales hidroxilo, forméndose ademas el radical
super6xido en presencia de oxigeno. La variedad de productos de oxidacién generados por
polipéptidos y proteinas es mucho mayor que los formados a partir de los aminoacidos
aislados (105, 121, 147).

También se utilizé y se sigue utilizando como sistema de estudio los sistemas de
oxidacién catalizada por metales (148, 121, 119, 120).

» LLIV.1.- Aminodcidos

En la figura 1.1.4 (121) est4 representado un modelo de los pasos que podrian suceder

en la oxidacién de aminoacidos por radicales hidroxilo en presencia de oxigeno.

NH;* HO* NH,* (0% NH,*
R-éI-COO' — > RL-COO o ~ > RLE-COO™
|
H HO radical centrado o0
en carbono radical peroxilo
derivado
¢ -HO,*
O,
C“) < NH:; f NHz* B d Eﬂf i
R-C-COO™ ) r&coor re R<-COO
a-cetoacido H20  imino derivado HO-» OOH
8 - H,0, ¢ ~H,O, H* alquil peréxido
’ derivado
RCOO™ + CO, RCHO + CO2 + NH4*

Figura L.I.4: Oxidacién de amino4cidos en presencia de oxigeno

La reaccién primaria seria la abstraccién de un 4tomo de H del carbono a formandose
un radical centrado en carbono (a); al cual se le podria adicionar una molécula de O, dando
un radical peroxilo (b). Después de reacciones sucesivas se formaria un iminoderivado que
podria hidrolizarse a un aldehido (e) o dar a-cetoacido (f) (121, 68).

Si no hay oxigeno en el medio de reaccién no se podria generar el radical peroxilo,
por lo que se veria favorecida la deaminacién reductiva (pérdida de amoniaco con formacién
de un radical centrado en el carbono a). La combinacién de radicales centrados en carbono

formaria derivados mono y diaminodicarboxilicos (121):
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H NH; NH,
NHs e, H Lcoor oo Lcoo
o ) RC-COO-  R-C-COO R-C-COO
RL4-COO NHG5 R-CO0 R—¢-COO‘ * R-¢C00‘ * RJI:-coo-
H H H NHs

La oxidacion de la glicina puede explicarse completamente por este mecanismo, sin
embargo, cuando el amino4cido es méas complejo se producen otras reacciones, por ejemplo,
la formacién de hidroxiaminoéacidos por ataque a las cadenas laterales. Esta Gltima reaccién y
la formacién de derivados cruzados son més importantes cuanto mayor nidmero de carbonos
tenga la cadena lateral del amino4cido, probablemente porque existiria mayor nimero de
sitios para el ataque del HO* (121).

En el caso de los amino4cidos aromaticos, el anillo ind6lico del triptofano y los
grupos aromadticos de la tirosina y la fenilalanina son blancos primarios del ataque por
radicales de oxigeno producidos durante la radi6lisis. La abstraccién de hidrégeno y la
deaminacién son eventos relativamente menores. Los mayores productos de la oxidacién
serian formilquinurenina en el caso del triptofano; 3, 4, dihidroxifenilalanina (dopa) en el
caso de la tirosina; en tanto que la fenilalanina generaria tirosina y varios derivados
hidroxilados (121).

Todos los aminoacidos expuestos a foto-oxidacién, radicales oxidantes o HOCI

produjeron especies RCHO por decarboxilacién (68).

No se conocen bien los mecanismos en la oxidacién de aminoacidos por metales de
transicién. Se formarian NH,*, a-cetoacidos, oximas, CO, y 4cidos carboxilicos con un atomo
de carbono menos. La leucina es el tnico amino4cido para el cual se ha determinado la

estequiometria de la reaccion, siendo carbonilicos algunos de los compuestos formados (121).

» LIIV.2,.- Proteinas

Las especies reactivas pueden causar alteraciones quimicas sobre los residuos
aminoacidicos de las proteinas, afectando su estructura primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria. Esto puede llevar a alteraciones de su funcién con consecuencias graves para la

célula en general. En el item siguiente se analizaran las alteraciones quimicas en proteinas.

> L1.V.- Alteraciones quimicas observadas en las proteinas oxidadas

Las alteraciones quimicas producidas por especies reactivas en proteinas son de
varios tipos. Cudl sea la modificacién depende fundamentalmente de la especie agresora, asf
como de la composicién aminoacidica y de la estructura espacial de la proteina (de la
accesibilidad a grupos sensibles al dafio) (68, 67, 37). Las principales modificaciones
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observadas son:
1.- fragmentaciones y enlaces cruzados
2.- reaccién con productos de peroxidacién de lipidos
3.- glicosilaciones
4.- formacién de per6xidos de proteinas
5.- formacién de grupos DOPA
6.- nitrosilaciones y nitraciones por peroxinitrito

> LI1.V.1.- Fragmentaciones y enlaces cruzados

Muchas de las acciones de los radicales libres sobre las protefnas comenzarfan con la
abstraccién de un atomo de hidrégeno con formacién de un radical proteico. El hidrégeno
abstraido puede ser de la cadena principal (carbono a) (figura I.1.5) o de los grupos metilos y
metilenos de la cadena lateral de alguno de los residuos de aminoécidos (figura L.1.6).

En presencia de oxigeno se favorecen las reacciones de ruptura, en tanto que en su
ausencia estan favorecidas las reacciones de agregacién El ataque inicial del radical libre
podria ser en cualquier lugar de la molécula, posteriormente se producirfan reordenamientos
intramoleculares y transferencias de hidrégeno o de electrones tendientes a lograr que el
electrén impar se ubique en el amino4cido en que tenga menor energia. En presencia de O:
se interrumpirfa el proceso de reordenamiento (58, 149). Los fragmentos formados en
presencia de oxigeno se mantendrian unidos por fuerzas no covalentes (uniones hidrofébicas
e i6nicas). En cambio, en ausencia de oxigeno se favorece la formacién de enlaces covalentes
(146, 121, 118, 150, 151).

Las fragmentaciones ocurren atn en ausencia de lipidos, lo que estaria indicando que

los que actian son radicales libres (149).

» LILV.1.1.- Cadena principal

Primero se considerar4 el caso en que el hidrégeno se abstrae de la cadena principal
de la proteina (figura 115 (67 y 68 con modificaciones)). La formacién de las especies
graficadas en color azul ha sido determinada experimentalmente.

La reaccién inicial serfa la abstraccién de un 4tomo de hidrégeno con formacién de un
radical centrado en el carbono a (Pr*, reaccién a), el cual puede dar origen a diferentes
reacciones, como entrecruzamientos (reaccién b) o formacién de radical alquil peroxilo
(PrOO¢, reaccién c). A su vez el radical PrOO* puede dar origen a hidroperéxidos (d) o a
radicales alcoxilo (PrO°) (f, g, i).

Las reacciones que se produzcan pueden culminar en Ia formacién de
entrecruzamientos (b), rupturas de cadena (1), formacién de iminas cuya hidrélisis resulta en
la formacién del un a-cetodcido (m) o generacién de nuevos radicales alquilo que seguirdn
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reaccionando (e) (68, 121).
~NH-CH-C(0) ~

R Pr-Pr
alx. /
~ NH-C'-C(O) ~
R
Pr
ClOz g ~ NH-CH-C(0) ~
. 2x, via tetroxido R
NH Q-c 0 g N o 1 801-1
T Fe(ll) R NHGCO)~ < oxidacion de ~NH-G-C(0) ~
R R un eleclrén R
PrO* & PrOO hidroperéxido sobre
e arbono a
RH i h . reduccion de
\ rescohando ~ NH-CH-C(0) ~ i lun tleciron
A Y~ Hoo: R o
OH
H20
~ NH-C-C(0) ~ =———= ~NH=CC(O)~
R R ~ NH-CH-C(O) ~
PrOH imina _q.
1 hidrolisi radjcal spbre
<Fscision B ml rolisis cadena latera
~NH-C(O)-R + *C(O)~ ~NH; + R-C(0)-C(O)~
a-cetoacido ‘
reacciones
contintia posteriores
reaccionando

Reaccién de Garrison
Figura L.1.5: Alteraciones proteicas 1: fragmentaciones y enlaces cruzados
en la cadena principal
Las rutas que llevan a la formacién del a-cetoacidos son conocidas como “reaccién de
Garrison”, por ser el primero en proponer un camino de fragmentacién de proteinas por
radicales libres (68, 67, 144, 121, 151).

Por un mecanismo anélogo, el aminodcido N-terminal de las proteinas puede sufrir
una desaminacién oxidativa, liberdandose amoniaco y quedando en esa posicién un N-a
cetoacilderivado (121):

NH,CH(R)CONHR, —12HO2" | N11.RCOCONHR; + H:0;

Tanto en la reaccién de Garrison como en la desaminacién oxidativa se generan
grupos carbonilos que pueden ser determinados por la técnica que emplea 24-
dinitrofenilhidracina (121).

» I[I1V.1.2.- Cadenas laterales

Un esquema de este proceso se representa en la figura 116 (67 y 68 con
modificaciones), en la cual las especies marcadas en azul han sido detectadas
experimentalmente.

Al igual que en el caso de la cadena principal, la reaccién comienza con la formacién
de un radical alquilo, esta vez sobre la cadena lateral. Nuevamente se forman radicales alquil
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peroxilo (c) y alcoxilo (f, g h), al igual que radicales alquilo (e), reacciones entrecruzadas (b)

e hidroper6xidos (d), aunque involucrando las cadenas laterales de los amino4cidos.
También se forman como productos finales compuestos carbonilicos (i, m, n) (118, 68).

~NH-CH-C(O) ~
R Pr-Pr
Alcoholes/hidr6xidos en alX’ b
las cadenas laterales
~NH-CH-C(O) ~
R — resotionahdo -C-
j Pr
~NH-CH-C(O) ~
RH c|0 d R
2x, via tetréxido 4
~ F f \ d
NH-CH-C(0) el ~ NH-CH-C(0) ~ Sadacdnde ~NH-CH-C(O) ~
-G-Or R eg J/ -C-00 un electrén -¢-OOH
. . hidroperéxido en la
PrO* lat. Escisién B PrOO lat. cadena lateral
h redu cnén de
e electron
rearreglo | k R* + compuestos carbonflicos
PrO- lat.
v
rad. a-hidroxialquilo
1|02 m~\Oxidacién ~NH-CH-C(0) ~ ~ NH'¢'C(O) ~
R R
v radical centrado en la
rad. a-hidroxialquil peroxilo mﬁ’compuesto carbonflico cadenafrotexca
H(io' resctlonando

continda
reaccionando

Figura 1.1.6: Alteraciones proteicas 1: fragmentaciones y enlaces cruzados en
las cadenas laterales

Las uniones covalentes entre protefnas formadas en ambos casos podrian ser via
enlaces disulfuro, ditirosina u otras clases de enlaces carbono-carbono; cualquier radical
centrado sobre carbono podria unirse a otro radical sobre carbono, de Ia misma o de otra
molécula proteica (121, 67, 118, 58, 151).

La ruptura de la cadena polipeptidica podria suceder en residuos prolina o
glutamico, segtn se indica en la figura L.1.7 (67).

—¥R1CONH(|:HNHR-[\_,HO.' HO.", “R;CONH; + CH;COCONHR. + (I:OOI-I + H O
((IZHz)z COOH

COCH
residuo de glutamico

Z B—CONHCHCO HO" HO»,, Oo +CO, + HzN(éHCO—\_ + H,0

~-RiCON R2 ~-R|CON
residuo de prolina

Figura I.1.7: Fragmentacién de proteinas en glutdmico y prolina
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Ha sido sugerido (y demostrado en algunos sistemas) que la ruptura de la cadena

lateral se daria preferentemente en prolina (121, 68). El largo de los fragmentos obtenidos en
el caso de la albamina coincide con la ubicacién de residuos de prolina. Se forman péptidos
con grupos carbonilos (67, 121, 68, 151, 37).

Algunos autores también indican que la ruptura podria ser en glicina, por ejemplo, en

la fragmentacién de coldgeno de piel de ternero por el sistema de xantino oxidasa (68).

» LILV.1.3.- Aminodcidos afectados determinados experimentalmente

Los residuos de aminoéacidos alterados en proteinas por la accién de varios sistemas
oxidantes, principalmente HO* y sistemas MCO han sido estudiados, determindndose en
muchos de ellos la formacién de compuestos carbonilicos; por ejemplo, semialdehido
glutamico a partir de arginina y prolina; semialdehido a-aminoadipico a partir de lisina; 2-
oxohistidina a partir de histidina, 4cido 2-amino-3-cetobutirico a partir de treonina. También
se forman compuestos aldehidicos en el caso de leucina, valina. Por otra parte, todas las
cadenas laterales no arométicas sometidas a radicales generarian grupos carbonilos sobre las
proteinas (67, 68, 121, 151, 144).

Los radicales de HO* causan también la formacion derivados hidroxilados de valina,
leucina, lisina, prolina, isoleucina, fenilalanina, tirosina y triptofano (68). Las cadenas
laterales de los aminoacidos arométicos y los que contienen azufre son especialmente
vulnerables al ataque por radi6lisis. El triptofano es el mas sensible dando N-
formilquinurenina. La fenilalanina ademés puede producir tirosina; la histidina puede
formar aspartato y asparragina (121).

Se forman oxiacidos y cistina a partir de cisteina; hidroperoxido glutdmico a partir de
glutamico y metionina sulf6xido en el caso de la metionina (67, 68, 121).

En las oxidaciones catalizadas por metales los aminoacidos mas afectados son:
histidina, arginina, lisina, treonina, prolina, tirosina, metionina y cisteina (144, 118, 151). Se
forman compuestos carbonilicos en los cuatro primeros casos, mientras que la cisteina y la
tirosina forman puentes disulfuro y ditirosina respectivamente (121, 44). Los aminoacidos
arométicos no se hallan normalmente en el sitio de unién del metal a la proteina por lo que
no son buenos blancos de la MCO (121, 144, 146, 118, 151, 37).

La formacién de grupos DOPA y de hidroperéxidos se discutira més adelante.

La oxidacién de metionina ha sido estudiada en varios sistemas quimicos, por
ejemplo, el ozono causa la oxidacion de metioninas de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y glicoforina aisladas de eritrocitos humanos (121). El t-butil hidroperéxido
oxida solamente a las metioninas expuestas (probablemente por razones estéricas). Se
considera que oxidacién de metionina en el inhibidor a;-antitripsina es importante en la
patogénesis del enfisema inducido por fumar (68).
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> LIV.2.- Reaccién con productos de peroxidacion de lipidos

Los productos de la peroxidacién de lipidos (productos radicalarios y aldehidos
reactivos) son capaces de causar dafio a las protefnas. Este dafio es distinto al causado por
otros radicales y seria debido a la unién de componentes lipidicos a las proteinas (68, 58).

Los aldehidos altamente reactivos generados en la peroxidacién de lipidos pueden
reaccionar formando grupos aldehido y entrecruzamientos entre proteinas. Las reacciones
que se producirian serfan de dos tipos: la adicién de Michael y la formacién de bases de
Schiff (68, 118, 152, 144, 119).

En la reaccién de Michael los aldehidos reactivos reaccionan con grupos sulfhidrilo
de cisteina o con grupos amino de lisina o histidina mientras que en la formacién de bases de
Schiff dichos aldehidos reaccionan con grupos amino de lisina (ver figura 1.1.8 (67 con
modificaciones)) (152, 153, 67). La importancia relativa de cada reaccién depende tanto del
aldehido reactivo como de la proteina. Con algunos carbonilos de lipidos la reaccién de
adicién de Michael seria mucho més importante que la formacién de bases de Schiff, por
ejemplo, el 99% de las reacciones del 4-hidroxinonenal (HNE) seria via la adicién de Michael
(la reactividad con los sulfhidrilos es 2-3 6rdenes mayor) (68, 52, 86). En el caso de la
insulina, la cual no posee grupos sulfhidrico de cisteina, se produce la reaccién de Michael
con residuos histidina (68, 152, 153).

(ﬁ} Pr
AN

OH
Pr

\|/\/\O
OH
HNE OH
PUFA —2 Pr-NH R
T- 2 . MN Pr

>

HCO-CHrHCO _PrNH2 _  prN=C-CH,HCO
MDA

Figura 1.1.8: Alteraciones proteicas 2: Reaccién de los aldehidos reactivos de
la peroxidacién de lipidos con proteinas

En algunas de las reacciones (por ejemplo en la reaccién de HNE segtn la reaccién de
Michael y de malondialdehido en la formacién de bases de Schiff) quedarian grupos
carbonilos libres, los cuales pueden ser determinados con la técnica de 2,4-
dinitrofenilhidracina. Se atribuye el 10% del aumento del contenido de grupos carbonilos con
la edad de los hepatocitos de rata a estas reacciones de adicién (118, 144).

Con dialdehidos o mediante reacciones sucesivas de los aldehidos a,B-insaturados

83



INTRODUCCION

puede ocurrir la formacién de enlaces cruzados entre proteinas por las reacciones de Michael

y/ o Schiff, segtin se indica en la figura 1.1.9 (68, 58 con modificaciones).

Pr; Pry
X X
R R R
NN+ POX —— 5 N, \/\/\N'Pr
\'O/H\/\O 1 \&;\/\O OH 2
Prz-NHz
HNE
Pr>-NH:
HCO-CH>HCO + Pr;-NH, » Pri-N=C-CH,-HCO \. »> Pri-N=C-CH>C=N-Pr,
MDA

Figura 1.1.9: Alteraciones proteicas 2: Formacién de enlaces cruzados entre
proteinas causados por productos reactivos de la peroxidacién de lipidos

La presencia de metales de transicién seria muy importante en la relacién entre
peroxidacién de lipidos y dafio a proteinas dado que los mismos favorecerian la
descomposicién de Ios per6xidos de lipidos en las cercanias de metaloproteinas, formando
las especies reactivas que afectarian a amino4cidos cercanos al metal. Por ejemplo, el dafio
catalizado por metales a membranas no irradiadas parece afectar en forma paralela a lipidos
y proteinas, siendo restringido por el a-tocoferol (37, 52).

Existe mucha evidencia de que la PL causa la inactivacién de enzimas de membrana.
Por ejemplo, el HNE inactiva la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, con formacion en el Gltimo caso de uniones intra e intermoleculares.
La unién de aldehidos reactivos a los residuos de lisina de apo B causa la diminucién de su
unién al receptor de LDL. Productos de oxidacién de lipidos y proteinas pueden formar
enlaces cruzados, dando productos fluorescentes que podrian contribuir a la formacién de
ceroides, lipofuscina y otros pigmentos de la edad encontrados en células. Los radicales
producidos en la peroxidacién de lipidos también pueden inactivar el inhibidor a;-
proteinasa por oxidacién de la metionina 348 (68, 58).

Se ha determinado por inmunohistoquimica que las modificaciones de las proteinas
por HNE ocurren in vivo, gran parte de la toxicidad del HNE es atribuida a su reaccién con
grupos sulfhidrilo (152, 153). Los 4-hidroxialquenales de la apolipoproteina B modifican los
residuos lisina, histidina, serina, tirosina y los dos grupos sulfhidrilo presentes en la
molécula (85).

Se cree que la peroxidacién de lipidos causada por el estrés oxidativo seria el causante
de enfermedades como la aterosclerosis, el mal de Parkinson, Alzheimer, injuria traumarica,
asi como en el envejecimiento. Se producirfa el entrecruzado de péptidos o su degradacién

como consecuencia del estrés oxidativo (60).

» LI.V.3.- Glicosilacién

La glicosilacién (representada en la figura 1.1.10 (67)) es la reaccién no enzimatica de
los azicares reductores (principalmente fructosa y glucosa) con proteinas.
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Figura 1.1.10: Alteraciones proteicas 3: Glicosilacién

El azdcar reductor puede reaccionar con el grupo N-aminoterminal o mas
cominmente con grupos g-amino de lisina de proteinas, dando bases de Schiff, las cuales
pueden sufrir un rapido rearreglo dando cetoaminas relativamente estables (productos de
Amadori). Estas cetoaminas se convierten lentamente en derivados poliméricos marrones
fluorescentes cuya concentracién aumenta con la edad, los productos de Millard, a los cuales
se los llama productos finales de glicosilacién avanzada (AGEs, advanced glycosylation end
products). No se sabe en que medida la glicacién contribuye al aumento del contenido de
grupos carbonilos con la edad (118, 144, 67, 146).

La formacién de productos AGEs ha sido relacionada con varios desérdenes
fisiol6gicos como la diabetes, la cataratogénesis y el envejecimiento (118, 146).

> L1.V.4.- Peréxidos de proteinas

Se han detectado en proteinas oxidadas dos especies reactivas que no son de

naturaleza radicalaria, una de los cuales son los peréxidos de protefnas (68, 154, 155).

componentes

PrOOH celulates $ dario
O~ HO*
Me(mﬂ) HZOZ Oz.— + 02'_
PrMer
Pr PrM@’/("

02.
Figura [.I.11: Alteraciones proteicas 4: Formacién de per6xidos de protefnas

Los hidroperéxidos de proteinas (figura 1.1.11 (155)) se forman por ataque de especies
reactivas a protefnas en presencia de oxigeno, probablemente con formacién del radical
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peroxilo (y posiblemente alcoxilo) de especies centradas en carbono de las cadenas laterales y

también sobre carbonos de la cadena principal. No se conoce el mecanismo de la reaccién, se
cree que existen varias reacciones de propagacién que no requeririan oxigeno (68, 146).

Estos grupos peroxilo son distintos de los generados en la reaccién de Garrison en la
que se produce la ruptura de las cadenas polipeptidicas y los hidroperéxidos formados no se
acumulan (154).

La posibilidad formacién de per6xido de protefna depende de cual sea el radical
atacante; por ejemplo el HO* es capaz de formar peréxidos sobre proteinas, en cambio, el O
no lo es. Con las técnicas actuales no es posible localizar los grupos hidroperoxilo en las
proteinas peroxidadas (155).

Los peréxidos de proteinas podrian causar la inactivacién de enzimas por interaccién
con grupos oxidables importantes para su funcionamiento como ser grupos sulfhidrilos o
flavinas (155). Al igual que otros hidroperéxidos, podrian causar la deplecién de reductantes
celulares tales como el glutatién y el ascorbato, pudiendo ser un aspecto constitutivo del
estrés oxidativo (146, 64, 154).

Se cree que son lo suficientemente estables como para poder alejarse del lugar de su
formacién y trasladarse a zonas alejadas de la célula (64, 146, 154, 121).

> LILV.5.- Formacién de grupos DOPA

La otra clase de especies no radicalarias que se forman en las proteinas son grupos
reductores (cuya formacién se representas en la figura 1.1.12 (64 con modificaciones)) que se
forman tanto en presencia como en ausencia de oxigeno. El principal grupo reductor seria el
DOPA (3,4-dihidroxi-fenilalanina) (154, 64, 68).

Radiaciones y
Reaccién de Fenton
ONOOH
Autooxidacién de Glucosa
N v

3 2
OH
Protefna OH OH

L-tirosina DOPA en protefna

Reduccién
enzimatica

&EEIO Z é”@o

o-quinona

Figura [.1.12: Alteraciones proteicas 5: Formacién y reaccién de grupos DOPA
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Al igual que los hidroperéxidos, los DOPA son generados por una gran variedad de

sistemas productores de radicales libres como ser radiaciones, la reaccién de Fenton, la
xantino oxidasa o leucocitos activados. El grupo DOPA pareceria ser el principal reductor
generado por los radicales hidroxilo (64, 146, 156).

Las especies reductoras se forman principalmente sobre tirosina, y en menor
proporcién en los otros aminoacidos aromaticos como triptofano o fenilalanina (en los que
habria una hidroxilacién con formacién de especies similares a DOPA). La ditirosina, aunque
se forma en estas condiciones, no es la especie reductora (146, 156).

Los grupos DOPA unidos a proteina pueden perder varios electrones, dando
productos (o0-quinonas) que también son reductores (146, 64). Estas especies reductoras son
capaces de reducir metales de transicién unidos a proteinas, lo que contribuiria de por si al
estrés oxidativo (64, 68, 154).

Los grupos reductores son més estables que los per6xidos de proteinas, pudiendo
permanecer reactivos por varias semanas. Esta estabilidad permitiria que difundan de
organela en organela, en contraste con radicales transientes o con los relativamente fijos
hidroperéxidos de lipido (146).

Se ha determinado que los grupos DOPA o TOPA (trihidroxifenilalanina) estan
presentes en el sitio activo de ciertas enzimas y donan equivalentes de reduccién. Ademaés
estdn presentes en protefnas de adhesién y estructurales, en reacciones de interunién; en el
pelo (relacionado con la melanogénesis). Por otra parte, el DOPA libre es un compuesto
fisiol6gicamente importante (154, 64).

> LI.V.6.- Modificacién de proteinas por peroxinitrito

EI 6xido nitrico (NO*) es formado por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS = nitric
oxide synthase) a partir de arginina. Se ha encontrado al NO* en una gran variedad de
células; actia como vasodilatador, neurotransmisor e inhibidor de la agregaciéon de
plaquetas. Por otra parte, el NO* puede reaccionar con el radical superéxido a una velocidad
controlada por la velocidad de difusién formando el peroxinitrito (ONOO) altamente t6xico
(145).

NO* + O22 ——— ONOO"

El 6xido nitrico puede reaccionar directamente con grupos sulfhidrilos, grupos amino
y metales presentes en proteinas para producir derivados S-nitroso, N-nitroso y Fe-nitroso
(146, 145). Se sabe que la actividad biol6gica de algunas proteinas es modificada por la accién
del 6xido nitrico (146).

El peroxinitrito puede causar la nitracién de tirosina y triptofano y la oxidacién de
residuos de cisteina y metionina (145).
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> LI.VI.- Determinacién de alteraciones en proteinas

Una Gnica especie reactiva puede causar en una proteina una o varias de las
modificaciones recién indicadas. Algunas de estas modificaciones son buenas marcadoras de
que una proteina ha estado sometida a alguna clase de agresién. Son buenos marcadores la
formacién de grupos carbonilos y la reduccién del contenido de grupos sulfhidrilo, siendo la
primera la més utilizada (68, 67).

> LILVI.1.- Formacién de grupos carbonilos

El contenido de grupos carbonilos en proteinas es muy utilizado debido a que ha
probado ser una medida valiosa del dafio oxidativo a proteinas asociado a situaciones como
estrés oxidativo, ciertos desérdenes fisiol6gicos o enfermedades y el envejecimiento (68, 67,
145, 120, 122). Otra razén muy importante para utilizar este indice es que existen métodos
sensibles para la deteccién y cuantificacién de los grupos carbonilos formados. Muchas de
las reacciones indicadas en el item anterior tienen como consecuencia la formacién de grupos
carbonilos en las proteinas (145, 67).

Se pueden generar grupos carbonilos en las proteinas por oxidacién directa de las
cadenas laterales de los residuos de aminoacidos. Por ejemplo, se ha determinado la
formacién de compuestos carbonilicos en proteinas por accién de radiaciones ionizantes,
ozono y sistemas MCO. En algunos casos se han caracterizado los compuestos carbonilicos
formados: semialdehido a-aminoadipico a partir de lisina; semialdehido glutdmico a partir
de arginina y prolina; 2-amino-3-cetobutirico sobre la treonina y 2-oxohistidina a partir de la
histidina (144, 67, 145, 121).

Otra forma de generacién de grupos carbonilos por la accién de especies reactivas es
por ruptura de la cadena principal proteica de acuerdo a la reaccién de Garrison, quedando
sobre la cadena correspondiente al amino terminal un N-a-cetoacilderivado (121, 67, 145, 68).
También se produce la ruptura de la cadena polipeptidica principal por ataque a las cadenas
laterales de glutamico y prolina, forméndose de grupos carbonilos en sus extremos (145, 67).

El grupo sulfhidrilo de la cisteina y los grupos amino de lisina e imidazol de histidina
podrian reaccionar con aldehidos a,B-insaturados y malondialdehido (productos de la
peroxidacién de lipidos) para dar compuestos de adicién tipo Michael con un grupo
carbonilo libre (145, 67, 152, 154).

Los grupos amino de lisina e imidazol de histidina podrian reaccionar con
malondialdehido (formado en la peroxidacién de lipidos) dando bases de Schiff con un
grupo carbonilo libre (152, 145, 67).

La reaccién de aldehidos de aztcares con grupos amino libre (por ejemplo de lisina)
puede llevar a la formacién de cetoaminas (glicoxilacién de proteinas) (145, 152).
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> LI1.V1.2.- Disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos

La cistefna es uno de los residuos de aminoacido mas facilmente oxidables, pudiendo
sufrir reacciones reversibles de oxidacién/reducciéon. La oxidacién/reduccién de grupos
sulfhidrilos de muchas proteinas constituye un mecanismo de regulacién celular, cualquier
evento que contribuya a desequilibrar dicho sistema puede tener graves consecuencias para
el funcionamiento celular. Por ejemplo, la oxidacién de grupos sulfhidrilo incrementa la
susceptibilidad a la prote6lisis (58, 157).

Al igual que en el caso de los grupos carbonilos, la disminucién del contenido de
grupos sulfhidrilo puede deberse a varias causas:

Se ha determinado la oxidaci6n de los grupos sulfhidrilo a disulfuros y otras especies
oxidadas (por ejemplo oxi4cidos) como uno de los primeros eventos en la oxidacién de
proteinas mediada por radicales libres; la relacién de disulfuro a material oxigenado
depende del ambiente en el que se desarrolle la reaccion (68). Por ejemplo, el HO, causa un
consumo preferencial de tioles en las lentes cristalina in vitro, mientras otros aminoéacidos
presentan pocos cambios (68).

Productos de la peroxidacién de lipidos (aldehidos) pueden reaccionar con grupos
sulfhidrilo de residuos cistefna por la reaccién de adicién de Michael (118, 68).

Los hidroperéxidos de protefnas podrian reaccionar con grupos sulfhidrilos de la
misma o de otra proteina (155).

Se ha detectado la S-tiolacién reversible (por reaccién por ejemplo con glutatién
oxidado) en proteinas expuestas a radicales libres (68). La explosién respiratoria de los
monocitos humanos resulta en una S-tiolacién rdpida y reversible de muchas proteinas
citos6licas (68). Por lo tanto, tioles biol6gicos como GSH y cisteina pueden influenciar la
inactivacion de protefnas inducida por oxidantes ya sea por reacciéon directa con los radicales
libres, o indirectamente formando uniones reversibles con tioles de las proteinas
(normalmente libres). La tiolacién es también un proceso necesario en el plegado de novo y en

el mantenimiento de la conformacién de proteinas (68, 112, 115, 104).

> L1.VIIL.- Protecci6én y reparacién de proteinas

Para prevenir el dafio causado por radicales libres los sistemas biolégicos contienen
defensas antioxidantes que incluyen pequefios compuestos no proteiniceos, que pueden ser
dadoras de electrones o de 4&tomos de hidrégeno. Entre ellos esta el a-tocoferol, la forma maés
activa de la vitamina E, el cual es el mejor agente protector de lipidos y proteinas (58, 94).

En lo que respecta a los organismos como un todo, algunas proteinas plasmaticas
podrian actuar como antioxidantes de sacrificio, se oxidarian ellas antes que otras moléculas
y serfan removidas rapidamente de la circulacién. Se ha comprobado la formacién de

89



INTRODUCCION

peréxidos de proteina sobre albimina de suero en muchos sistemas in vitro, por lo que tal

modificacién podrian darse también in vivo, protegiendo de esa manera a otras moléculas. La
apo B de las LDL es susceptible de peroxidacién, pudiendo ser la responsable del potencial
antioxidante que poseen las LDL. Se cree que la bilirrubina también actuaria como agente

fisiolégico antioxidante (158).

En algunos casos las células tratan de recuperar las proteinas dafiadas o los péptidos
defectuosos y restaurar asi su funcién (105).

Muchas de las inactivaciones de las enzimas se producen por desplegamientos de las
mismas (68, 64). Varias proteinas de shock o de estrés, tanto en sus formas constitutivas
como inducibles, son capaces de ayudar a la recuperacién de la estructura terciaria de las
protefnas oxidadas. Durante el estrés oxidativo se inducen varias de estas proteinas, no est4
claro si su accién protectora es a través de su capacidad de restablecer la estructura espacial
de las proteinas (105, 68).

Existen enzimas capaces de reparar modificaciones covalentes en la estructura
primaria; uno de los mecanismos mas comunes es la reduccién de los enlaces disulfuro
oxidados, por ejemplo, mediante el sistema de tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (107).
Otro sistema es la disulfuro isomerasa, la cual tiene actividad de chaperona (ayuda al
plegamiento de proteinas después de su sintesis) o facilita reacciones de intercambio de
disulfuro con sustratos proteicos inactivos (105, 68, 58).

La oxidacién de residuos de metionina puede ser revertida; si la oxidacién es leve son
suficientes moléculas como el Trolox, en tanto que si la oxidacién es mas intensa es necesaria
la enzima metionina sulf6xido reductasa. Esta altima podria ser muy importante en la
proteccién contra el estrés oxidativo (157, 105, 58, 68, 154).

El homogento de higado de rata es capaz de catalizar la destruccién de los per6xidos
de proteina a pH neutro. Cofactores como el glutatién no parecerian tener un efecto

importante en condiciones fisiol6gicas (154).

> LI.VIIL.- Degradacién de proteinas oxidadas

Las células serian capaces de degradar selectivamente las proteinas oxidadas y/o
dafiadas. La degradaci6n selectiva de las proteinas dafiadas permitirfa evitar su acumulacién
y limitaria la extensién del dafio durante un estrés oxidativo moderado, actuando como una
segunda linea de defensa antioxidante contra los radicales libres y agentes oxidantes que
amenacen la integridad celular (105, 120).

La deplecién de reductantes celulares (NADH, GSH) est4d a menudo asociada a un
aumento de la prote6lisis, probablemente porque habria una disminucién de la reparacién
del dafio (58).
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En la figura LL13 (105) estan representados los mecanismos principales que

regularian la degradacién de proteinas oxidadas.

Fuentes de
radicales libres

‘3-/' Fragmentacién/
interuniones
Proteosoma 205’

Degradacién Almacenamiento

y acumulacién

Fragmentacion

eptidasa del
proteosoma 20S

Figura 1.1.13: Degradacién de proteinas oxidadas

Una caracteristica muy importante de las proteinas oxidadas es que pueden
acumularse formando productos que podrian ser parte del problema de la oxidacién de
proteinas, contribuyendo a ciertos estados de enfermedad y envejecimiento (105, 92).

Se ha sugerido que un aumento en la degradacién de proteinas oxidadas podria ser
una funcién normal de los sistemas de protedlisis intracelulares, en tanto que la inhabilidad
para degradar proteinas muy oxidadas (con la consiguiente acumulacién) puede llevar a

estados de enfermedad y envejecimiento (92).

> LILVIIL1.- Sistemas de degradacion de proteinas oxidadas

El proteosoma 20S seria el principal sistema de degradacién de proteinas oxidadas; se
ha determinado que el 70-80% de las proteinas oxidadas son removidas selectivamente por
dicho complejo (92, 105). Este sistema no requiere ATP (de hecho dicha degradacién esta
levemente inhibida en presencia de ATP) ni que las proteinas esten ubiquitinadas. Si se
inmunoprecipita el complejo 20S se inhibe casi completamente la proteélisis de proteinas
oxidadas inducida por H>O: en extractos libres de célula de Clon 9 de higado o células de
eritroleucemia K562 de humano (105, 92).

Algunas proteinas oxidadas requieren ATP para poder ser degradadas, se cree que el
ATP seria necesario para la activacién del sustrato; por ejemplo, para su despliegue. Algunas
proteinas requieren del complejo 26S para su degradacién, por ejemplo, las proteinas

fotooxidadas de las lentes oculares (causantes de la formacién de cataratas) (105).
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Existen muy pocos estudios sobre el destino de las proteinas de membrana oxidadas.

Se cree que las que poseen un dominio hidrofilico podrian ser degradadas por proteasas
hidrosolubles citoplasmaéticas o de la organela correspondiente (en o cerca de la superficie de
la membrana). Podrian existir también proteasas de membrana integrales o unidas a la
membrana (105).

Ha sido demostrada la existencia de una proteasa que degrada proteinas oxidadas en
reticulo endoplasmico, la cual es sensible a las condiciones de oxidacién/degradacién. En
mitocondrias por tratamiento con agentes generadores de radicales libres o por el transporte
normal de electrones se produce un aumento de la prote6lisis (105). También ha sido
determinada la presencia del proteosoma en el nicleo (143).

No se sabe mucho acerca de la degradacién de las proteinas extracelulares oxidadas,
las cuales deben ser endocitadas y transportadas al citosol o a los lisosomas para su

degradacién, siendo normalmente la endocitosis el paso limitante (105, 159, 64).

Los macréfagos y las células sinusoidales hepaticas poseen receptores que detectan
las proteinas extracelulares oxidadas. Se han identificado dos clases de receptores, uno para
los aductos con malondialdehido en las LDL y el otro para los aductos con glucosa; estos
dltimos estarfan relacionados con la endocitosis de productos finales avanzados de la
glicosilacién (AGE) formados in vivo, también reconocerian un nimero de conjugados
aldehidos alifaticos-proteinas sintetizados (por ejemplo albimina modificada con MDA y
también con formaldehido, glicolaldehido, gliceraldehido o propionaldehido, pero no por
aldehidos aromaticos) (118, 105, 85, 60).

No se conocen los factores que regulan la actividad de las proteasas multicataliticas y
de otras proteasas que degradan las proteinas oxidadas (105, 92).

> LI.VIIL2.- Factores que afectan la protedlisis de proteinas

La oxidacién de unos pocos aminoécidos de una protefna la hace mas susceptible a la
proteolisis (105, 92, 64). Esto se deberia fundamentalmente a la alteracién de la proteina y no
a la modificacién de los sistemas de degradacién (92). Las proteinas oxidadas son maés
hidrofébicas. Se cree que la oxidacién produce la exposicién de residuos hidrofébicos ocultos
por la estructura terciaria y cuaternaria (105, 92, 147, 90, 37).

Inicialmente, cuanto méas oxidada esté una proteina més susceptible seria a la
protedlisis; llegado un punto esto se revierte y es mas resistente a la proteélisis al aumentar
el estado de oxidacién de la protefna. Esto seria debido a que las proteinas muy oxidadas
estarian muy entrelazadas por enlaces covalentes formando agregados que serian sustratos

pobres para el proteosoma (105, 159, 92).
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> LLIX.- Acumulacién de proteinas oxidadas

La acumulacién de proteinas oxidadas podria deberse a que la velocidad de
formacién de proteinas oxidadas es mayor que la velocidad de degradacién o a que los
productos oxidados estdn tan alterados que las proteasas no son capaces de degradarlos. Se
formarian agregados de proteinas y/o protefnas y lipidos, en los cuales las proteinas podrian
estar unidas covalentemente (por puentes disulfuro y otros tipos de enlaces) o no
covalentemente (105, 67, 118). Una causa de acumulacién de proteinas carboniladas (ya sea
por una sustancia téxica o durante el envejecimiento) podria ser el dafio a las proteasas
encargadas de degradarlas, con lo que disminuiria la capacidad de las células de degradar
las protefnas oxidadas. Se ha observado la disminucién de la actividad de proteasas neutras

con el envejecimiento en varios tejidos de varias especies, incluyendo la humana (90).

La acumulacién de proteinas alteradas podria ser dafiina por poseer especies
reactivas capaces de alterar a otras biomoléculas o por impedir el funcionamiento de un
determinado 6rgano (por ejemplo, la cataratogénesis en las lentes oculares) (58, 154, 144, 64).

Sin embargo, la acumulacién de protefnas alteradas en otros casos podria ser una
forma de proteccién, una manera de “aislar” productos que de otra forma podrian resultar
toxicos para la célula. Se acumularian como macromoléculas en el sistema vacuolar
(endosomas, lisosomas, etc.) (58, 154, 144, 64).

> L1.X.- Oxidacién de proteinas en situaciones fisiolégicas y patolégicas

La formacién de proteinas alteradas ha sido determinada en muchas situaciones
celulares, tanto normales como patolégicas. Las alteraciones quimicas que se han detectado
se corresponderfan con los mecanismos indicados anteriormente; en muchos casos se ha

empleado la deteccién de la formacién de carbonilos como indicador de la alteracién.

Niveles bajos pero detectables de protefnas oxidadas estan presentes en las células
normales saludables. Se asocia un aumento de la oxidacién con una disminucién de la

actividad especifica y con la alteracién de la labilidad al calor de las enzimas (160).

Se formarian protefnas oxidadas en situaciones normales como la apoptosis, o
durante el “estallido respiratorio” de macréfagos y neutréfilos, los cuales generarian especies
reactivas de oxigeno y HCIO para atacar a bacteria. Este mismo mecanismo seria causante de
enfermedades desmielinizantes, artritis y otras inflamaciones crénicas (68, 119, 120).

También se oxidarfan proteinas en la marcacién para su recambio y en la degradacién

de las mitocondrias durante la maduracién de los reticulocitos (119, 68, 67)

Se ha detectado la formacién de proteinas oxidadas en el envejecimiento, la cual se
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cree que estaria involucrado en el mismo. Asi, se ha determinado un aumento del contenido

de grupos carbonilos en proteinas al aumentar la edad del donante en fibroblastos humanos,
lentes oculares humanas (existe un aumento pequefio pero significativo del contenido de
grupos carbonilos), en hepatocitos de ratas, en eritrocitos al aumentar la edad del eritrocito.
En enfermedades relacionadas con la vejez como el sindrome de Wemner o la progenia, el
contenido de proteinas oxidadas de los fibroblastos es similar al de una persona normal de
70-80 afios (67, 120, 58, 68).

En proteinas de larga duracién de tejidos especializados como el ojo se ha
determinado la acumulacién de productos de oxidacién (como dopa, ditirosina, hidréxidos
de valina, leucina, cisteina y metionina) asi como la formacién de grupos carbonilos).
También existe en los animales viejos una acumulacién de “pigmentos de la edad” como
lipofuscina (68).

La exposicién de animales o cultivos celulares a situaciones de estrés oxidativo lleva a
un incremento del nivel de grupos carbonilos; por ejemplo, en hepatocitos y pulmones de
ratas sometidas a hipoxia, en higado de ratones expuestos a etanol, etc. (67, 144).

Se ha determinado el aumento de grupos carbonilo de proteinas en la enfermedad de
Alzehimer (también de malondialdehido). En la aterosclerosis (donde estarian involucradas
las LDL) aldehidos y lipidos oxidados causarfan reacciones de fragmentacién, interuniones y
modificacién de residuos de aminoécidos (histidina, lisina, prolina). No se ha diferenciado
entre la contribucién de la oxidacién directa de la proteina y la proveniente de la
peroxidacién de lipidos (68, 58, 120, 154, 66).

El humo de cigarrillo causa la formacién de grupos carbonilos y la oxidacién de
grupos sulfhidrilo de proteinas plasmaticas. Lo mismo sucede en la distrofia muscular
hereditaria en pollos (122, 97).

En la pancreatitis inducida en ratas por infusién con taurocolato al 5% se produce una
deplecién de grupos sulfhidrilo (123).



L.J.- HOMEOSTASIS CALCICA

> L.].1.- Introduccién

La regulacién de la concentracién intracelular de calcio es fundamental para muchos
procesos metab6licos y funcionales, por lo que en condiciones fisiol6gicas normales existe un
estricto control de los niveles de calcio intracelulares. El calcio actGa como mensajero
intracelular en una amplia gama de respuestas celulares, entre las que se puede destacar la
activacién de enzimas, la secrecién de hormonas, la proliferacién celular, la motilidad de
células musculares, etc. (161, 124, 2, 162).

La alteracién de la homeostasis célcica puede causar injuria celular irreversible en
células y tejidos por activacién de mecanismos citotéxicos. El aumento de calcio intracelular
podria estar involucrado tanto en la apoptosis como en la necrosis quimicamente inducida
(163, 4, 2).

La homeostasis célcica puede verse alterada en muchas situaciones, por ejemplo, en la
accién de muchos xenobiéticos citotéxicos (cianuro, metales, solventes, pesticidas), el estrés
oxidativo, la toxicidad de radicales libres de oxigeno, etc.. Sin embargo, sélo en unos pocos
casos existe una conexién identificada entre la toxicidad de una sustancia quimica o un
evento de estrés oxidativo y el cambio en la concentracién de calcio (163, 4).

La alteracién del contenido de calcio no siempre es sinénimo de muerte celular.
Algunas formas de insulto subtéxico causarian incrementos de calcio que activarian sistemas
celulares, los que serfan protectores de por si o por ser responsables de la inactivacién o
eliminacién de la sustancia téxica (4). Asf, incrementos de calcio pueden activar a genes

como c-fos y c-myc, (asociados con la divisién celular), asi como de hsp 70 (108, 162).

> L.].IL.- Niveles intracelulares de calcio

La concentracién de calcio en el citosol de cualquier célula no estimulada es entre 0,05
y 0,2 uM; atin cuando la célula esté activada por el influjo de calcio, su concentracién no
supera 0,6 uM. Los niveles extracelulares de calcio son cuatro 6rdenes de magnitud superior
(aproximadamente 1,3 mM). Esta diferencia de concentraciones, asi como el sentido de la
polarizacién de la membrana plasmaética (interior mas negativo que el exterior) genera un
gradiente electroquimico que hace que exista una tendencia permanente del calcio
extracelular de entrar a la célula (124, 163, 1, 69).

La célula utiliza la diferencia de concentraciones de calcio entre el exterior y el

interior como sistema de sefializacién; una sefial adecuada permite el ingreso de calcio a la
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célula, el cual genera una respuesta secundaria (124, 102).

Los sistemas que median el aumento del calcio citos6lico son (163, 4, 1, 3, 124, 162,
69):
.- receptores hormonales en la membrana plasmatica,

.- receptores presentes en el reticulo endoplédsmico y en el niicleo que responden a
segundos mensajeros como IP; (inositol 1,4,5- trifosfato),

.- estimulos que causan la liberacién del calcio de proteinas que lo unen en el citosol,

.- sistemas acoplados con la entrada de protones o sodio a la mitocondria.

Los sistemas que permiten la disminucién de la concentracién de calcio en el citosol
son (163, 4, 1, 124):
.~ Ca** - ATPasa de la membrana plasmatica,
.~ Ca** - ATPasa del reticulo endoplasmico,
.- protefnas citosélicas que se unen al calcio (calmodulina, calsecuestrina, calreticulina),

.~ Ca** - ATPasa mitocondrial (situada en la membrana interna mitocondrial).

En la figura I.].1 (163) se representan estos sistemas.

Bomba de Ca?*
/{_\. / Rc Ca2
AIP | ADP =D,
Protefnas que car
r
unen Ca?* \
il
ADP
- l): Caz.

[Caz]
Ca? T ATP ADP - P, RE
| A

Nucleo

Figura I.].1: Regulacién de la homeostasis célcica

Los mecanismos de regulacién de la homeostasis célcica de células musculares y
nerviosas no son considerados aqui.

Los principales sistemas de entrada de calcio al citosol serian los canales presentes en
la membrana plasmaética y del RE, los cuales poseen receptores asociados que regulan su
apertura. Frente a un determinado estimulo permiten el pasaje de calcio hacia el citosol,
aumentando draméaticamente la concentracién de calcio en ese lugar, lo que resulta en la
activacién de mecanismos celulares sensibles a calcio (124, 102, 3, 69).

Se considera que los principales sistemas de disminucién de la concentracién de
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calcio citos6lico son las bombas de calcio de la membrana plasmatica y del reticulo
endopldsmico (ATPasas ya que para sacar el calcio del citosol utilizan la energia de la
hidrélisis del ATP) (124, 102).

Cuando la célula est4 dafiada y no puede extraer calcio del citosol en forma eficiente,
la concentracién de este ion puede alcanzar niveles peligrosos (mayores de 105 M). En estas
circunstancias comienza a actuar la Ca** - ATPasa mitocondrial, la cual tiene baja afinidad
pero gran capacidad para transportar calcio (124, 3, 69, 108, 114).

> LLJ.II1.- Lugares intracelulares de almacenamiento de calcio

Reticulo endopldsmico: El reticulo endopldsmico es el principal lugar de
almacenamiento intracelular de calcio en condiciones fisiol6égicas normales; funciona como
una reserva de calcio importante y facilmente utilizable. Existirfa una alta concentracién de
proteinas de unién de calcio en el lumen del RE que permitirian su almacenamiento (163,
124, 3,114).

El RE se carga de calcio por medio de la calcio ATPasa o bomba de calcio y se vacia
de calcio por dos canales operados por ligandos, uno sensible a IP; y el otro sensible a calcio,
al alcaloide rianodina y tal vez a la ADP-ribosa ciclica. Todos estos transportadores han sido
también descriptos en la membrana nuclear. La bomba de calcio del RE tiene una alta
afinidad y una baja capacidad de transporte de calcio (108, 114, 161).

Mitocondrias: Las mitocondrias son capaces de almacenar calcio en grandes
cantidades mediante la Ca** - ATPasa mitocondrial, la cual utiliza la energia del gradiente
electroquimico de protones generado en la fosforilacién oxidativa para transportar el calcio
desde citosol hacia la mitocondria, donde es almacenado en forma de fosfatos complejos. Sin
embargo, los transportadores de calcio de las mitocondrias son de baja afinidad, por lo que,
como se ha indicado anteriormente, s6lo se produce el almacenamiento de calcio en las
mitocondrias cuando los niveles de calcio citosélico aumentan muy por encima de los niveles
normales. Este almacenamiento seria un sistema de seguridad para las células dafadas. Si el
calcio citos6lico sigue aumentando, llega un punto en que no puede seguir protegiendo a la
célula y se produce la injuria celular (79, 163, 3, 162, 124, 69, 108, 114).

Los niveles altos de calcio afectan a las mitocondrias. El potencial de membrana
disminuye en forma proporcional a la cantidad de calcio acumulado, lo cual finalmente
puede llevar a la deplecién de ATP. Esto hace atin m4s comprometida la alteracién de la
homeostasis célcica ya que se suma la falta de energia que podria ayudar a compensar dicha
sobrecarga (163).

Nicleos: Existen muchos indicios de que los nicleos serian capaces de regular su
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concentracién interna de calcio. Estudios recientes han determinado que los nicleos poseen
un sistema de toma de calcio que es responsable de la acumulacién intranuclear de calcio y
que el calcio del niicleo puede ser liberado en respuesta a mensajeros intracelulares; han sido
determinados en la membrana nuclear los mismos canales de calcio descriptos para la
membrana del reticulo endoplasmico (161, 163, 162).

> L].IV.- Mecanismos de regulacién de concentracién de calcio intracelular

Distintas sefiales hormonales causan un aumento del calcio citosélico, principalmente
via el mecanismo que utiliza inositol 1,4,5- trifosfato como segundo mensajero, el cual seria el
principal sistema regulador de la liberaci6n al citosol de calcio en el higado (106).

Como se puede ver en el grafico 1.J.2 (163 con modificaciones), la unién de un
agonista a su receptor (Rc) estimula una serie de mecanismos que culminan con la formacién
de dos segundos mensajeros, el inositol 1,4,5-trifosfato y el diacilglicerol (DAG). El IP; se une
a receptores especificos y estimula la liberacién de calcio de lugares de almacenamiento no
mitocondriales (reticulo endoplasmico, ntcleo), mientras que el diacilglicerol es un potente
activador de la proteina quinasa C (que fosforila en serina o treonina), regulando de esta
manera la actividad de varias proteinas de la célula blanco, por ejemplo, proteinas que

causan la activacién de la transcripcién de genes (163, 106, 109, 124).

"0. L
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Figura 1.].2: Regulacién del calcio citosélico por sefiales hormonales

Tanto los canales activados por IPs como los activados por rianodina estan regulados
por retroalimentacién positiva (el calcio liberado puede unirse a ellos causando la liberacién
de maés calcio), provocando que el aumento de calcio citosélico ocurra de una manera
repentina, una respuesta de todo o nada (124).

El calcio es un regulador de la permeabilidad de la membrana plasmatica. La
movilizacién de calcio de lugares de almacenamiento intracelulares muchas veces va seguida
de un aumento de la entrada de calcio a la célula, posiblemente via la liberacién o
fosforilacién de un factor de entrada de calcio recientemente identificado (CIF, calcium influx
factor). Esto permitiria explicar que eventos reversibles tempranos de la injuria compartan
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caracteristicas comunes con los efectos producidos por la unién de factores de
crecimiento/hormonas con receptores, en ambos casos se produce la proliferacién,
regeneracién y diferenciacién celular (164, 162).

La respuesta inicial de aumento de calcio finalizaria por dos mecanismos: el IP; es
rapidamente desfosforilado (y asi inactivado) mediante fosfatasas especificas y el calcio del

citosol es rapidamente bombeado, principalmente fuera de la célula (124).

> I.].V.- Sistemas celulares afectados por el aumento de calcio intracelular

El calcio activa varias enzimas involucradas en el catabolismo de proteinas,
fosfolipidos y 4cidos nucleicos. Gran parte del dafio causado por el aumento de calcio podria
ser explicado por la activacién de fosfolipasas (A2 y C), proteasas activadas por calcio y por.*
alteracién de componentes del citoesqueleto (162, 163). "

Proteasas activadas por calcio: El calcio activa varias proteasas cuyo pH 6ptimo es :
neutro (calpainas), localizadas principalmente en el compartimento soluble citosélico. Este “
sistema proteolitico tendria un papel critico en el proceso de toxicidad general ya podriax;; .' '
por ejemplo, liberar metales unidos a proteinas, degradar especificamente una gran variedaq-";
de factores de transcripcion, etc.. Si se inhiben las proteasas se previene o reduce la extensiéﬁ',._

de la prote¢lisis y la muerte celular inducida por aumento de calcio (112, 163, 3, 14).

Fosfolipasas: Varias fosfolipasas son dependientes de calcio y tienen importantes
roles fisiol6gicos, por ejemplo, la fosfolipasa C antes indicada (163).

Otro grupo de fosfolipasas dependientes de calcio son las llamadas fosfolipasas Aa,
capaces de liberar los 4cidos grasos de las membranas peroxidadas, participando asi en la
detoxificacién de hidroperéxidos de fosfolipidos (163, 4).

La activacién desmedida de las fosfolipasas A, puede producir una extensa ruptura
de membranas y generar metabolitos t6xicos. Se ha detectado la activacién de la fosfolipasa
Az dependiente de calcio en la isquemia-reperfusién del corazén, la anoxia, etc.. La
activacion de la fosfolipasa Az ha sido asociada con la citotoxicidad del CCls (163, 4).

Endonucleasas: La actividad de endonucleasa est4 asociada al clivaje de la cromatina.
La ruptura de cadenas simples de ADN en células expuestas a estrés oxidativo asf como a la
acciébn téxica de algunas drogas anticancerigenas serian debidas a la accién de una
endonucleasa dependiente de calcio y magnesio presente en el nicleo hepatico (163, 4).

Citoesqueleto: Muchas de las protefnas que se unen con el citoesqueleto requieren
calcio para poder interactuar con el mismo (163).
El calcio juega un papel preponderante en la aparicién de protrusiones transitorias

99



INTRODUCCION

(llamadas blebs) en la membrana plasmaética en condiciones fisiolégicas, por ejemplo, en la
aparicién de seud6podos en la activacién de plaquetas (163). La formacién de blebs ha sido
también determinada en condiciones patolégicas como el estrés oxidativo causado por
diamida, menadiona o CCl4 (163).

Inhibiendo el mecanismo de proteélisis iniciado por calcio se puede inhibir la
formacién de blebs en la membrana plasmaética causada por agentes téxicos, por lo que se
cree que protefnas del citoesqueleto o proteinas que anclan al citoesqueleto serfan
degradadas por las proteasas dependientes de calcio (163, 4).

Las calpainas actdan como mediadoras de sefiales por calcio y pueden activar o
modificar a otras proteinas, incluidas las del citoesqueleto y proteinas quinasas. La activacién
de proteasas dependientes de calcio contribuye a la desestabilizacién del citoesqueleto,
activacién de fosfolipasas, pudiendo también inactivar la Ca**-ATPasa de la membrana
plasmatica (162).

> L.].VL.- Relacién entre el calcio citosélico y los tioles proteicos

Muchas de las proteinas que componen los sistemas de regulacién de calcio son
sulfhidrilicas, por lo que la alteracién de un grupo pequefio pero critico de tioles podria
causar un dafio irreversible a la célula al alterar su capacidad de regulacién de la
concentracién de calcio intracelular. Esta alteracién va acompariada de un aumento del calcio
citos6lico capaz de activar sistemas proteoliticos y de hidrélisis de fosfolipidos (106, 116).

Tanto la bomba como los canales de calcio del reticulo endoplasmico son proteinas
sulfhidrilicas. La bomba de calcio funciona cuando sus grupos sulfhidrilos estdn reducidos,
en tanto que los canales de calcio operan cuando sus grupos tilicos estdn en estado oxidado.
Por lo tanto, ambos responderian al estado redox celular, siendo muy dependientes de la
disponibilidad de equivalentes de reduccién NADH y NADPH (114, 106, 116).

Las concentraciones altas de calcio en las mitocondrias estimulan la formacién de
poros no especificos en la membrana interna mitocondrial, en lo cual estaria involucrada la
oxidacién de grupos tioles de proteinas. Sustancias que causan la formacién de especies

reactivas de oxigeno, por ejemplo diamida, también causan la formacién de este tipo de
poros (117).
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I.K.- EFECTOS DEL TETRACLORURO DE CARBONO

En el capitulo correspondiente a las caracteristicas generales del CCly se describieron
sus propiedades y las formas de activacién del mismo. En esta seccién se resefian los efectos

que el téxico causa sobre los seres vivos.

I.K.I.- EFECTOS DEL CCL4 EN ORGANISMOS

En esta parte se consideran brevemente los efectos producidos por el CCls sobre los

seres vivos, sin describir las alteraciones bioquimicas que llevan a ellos.

> .K.1.1.- Patologias que produce el CCl,

El efecto principal del CCl4 es en el higado, siendo la patologia que produce diferente
de acuerdo a sf la exposicién es aguda o crénica (14, 79, 11).

» I.K.1.1.1.- Efecto agudo

Necrosis hepdtica: El CCl; causa la muerte de los hepatocitos, principalmente los de la
zona centrolobulillar (pese a que la mayor concentracién es a nivel portal), debido a que alli
se encuentran los componentes criticos para su biotransformacién (14, 70). Algunos de los
mecanismos por los cuales el CCly podria producir la muerte celular seran tratados mas

adelante.

Higado graso: El CCli causa la acumulacién de lipidos en el higado, en lo cual
intervendrian varios factores, cada uno en una medida y secuencia distinta (14, 79).

Asf, este t6xico causa una disminucién en la secrecién de lipoproteinas que se
correlaciona con la acumulacién de triglicéridos. La inhibicién de la sintesis de la
apoproteina no seria la causante de este efecto, sino que la unién covalente de metabolitos
reactivos del CCly a la apolipoproteina impedirfa de alguna manera el proceso de secrecién.
Los lipidos extrahepaticos no tendrfan un papel preponderante en la formacién de higado
graso (14, 79, 165).

> I.K.I1.1.2.- Efecto crénico

Cirrosis hepitica: El CCly aplicado en forma repetida produce cirrosis hepética, por lo que se
lo utiliza como modelo de esta patologia. La misma seria producida por una repetida

101



INTRODUCCION

necrosis hepatica, la cual produciria un desbalance entre la sintesis/deposicién y
degradacién del colageno, a favor de lo primero (14, 17, 166).

Cidncer hepitico: Ha sido determinado que el CCly es carcinogénico para algunas
especies; dentro de una misma especie (por ejemplo rata, ratén) puede serlo para unas cepas
pero no para otras (14, 11). Se cree que este téxico actuaria como un carcinégeno no

genotéxico (11).

>> [.LK.1.2.- Efectos observados en la intoxicacién por CClg en humanos

Los efectos del CCls en humanos son fundamentalmente hepaticos, aunque también
se han reportado efectos en rifiones y sistema nervioso central (14, 11). La depresién del
sistema nervioso central es el sintoma maés evidente, pero rara vez es la causa de muerte (11).

Cuando el uso del CCl4 en el hogar y en la industria atn era comdn, la exposicién por
inhalacién resulté en un considerable nimero de muertes; sin embargo, las concentraciones
causantes de muerte normalmente no fueron estimadas (11).

Las interacciones en el &mbito laboral con otras sustancias son importantes, personas
que trabajan al mismo tiempo con alcoholes o que son alcohélicas resultan ser mucho mas
susceptibles a la intoxicacién por CClLi. Se han reportado muertes debidas a la interaccién
isopropanol-CCly, asi como accidentes con extinguidores con CClL; en los que s6lo resultaron
afectados los trabajadores consumidores habituales de alcohol (11, 53, 167).

Se han informado tres casos en humanos de desarrollo de cancer hepatico luego de
varios afios de exposicién a CCl4 (14, 11).

Tanto al IARC (International Agency for Research on Cancer) como la EPA
(Environmental Protection Agency, USA) lo consideran un probable carcinégeno en
humanos (14, 11). Como se indic6 anteriormente, la legislacién argentina lo considera un

probable carcinégeno (71).
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LK.I1.- CARACTERISTICAS DEL DARO CAUSADO POR CCL4

En esta seccién se analizan las alteraciones bioquimicas que podrian ser causantes de
la toxicidad del CCl,.

LK.JI1.1.- ASPECTOS GENERALES DE LA INTOXICACION POR CCL,

En este apartado se consideran las caracteristicas generales de la intoxicacién por
CCl,, sin detenerse en los aspectos bioquimicos que las puedan causar, los cuales seran
considerados posteriormente.

> L.K.I1.1.1.- Posibles causas de la necrosis hepdtica producida por el CCl,

El propésito de este Trabajo de Tesis fue el de estudiar algunos de los eventos
tempranos en la intoxicacién por CCly asociados con protefnas que pudieran llevar a la
muerte celular.

La muerte celular por CCl, seria causada por una secuencia de eventos caracteristicos
de esta intoxicacién. En el gréafico 1.K.1 (14) se describen las caracteristicas generales de la
intoxicacién por CCly, teniendo en cuenta los posibles lugares de dafio subcelulares y las

consecuencias que los mismos podrian tener.
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Figura 1.K.1: Posibles causas de la necrosis hepatica producida por el CCl,

En lineas generales, el CCls serfa activado a sus metabolitos reactivos, los cuales por
reacciones quimicas producirfan una serie de eventos que causarfan alteraciones en las
funciones celulares, pudiendo culminar en la muerte de la célula. Asi, se ha determinado que
el CCl4 causa la alteracién de la sintesis de protefnas, la peroxidacién de lipidos y el aumento
del calcio citosélico. Se considera que este Gltimo efecto seria el causante de la muerte celular
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(14, 11, 69, 6).
A continuaci6n se describen en més detalle algunos de los efectos del CCl.

> L.K.I1.1.2.- Secuencia temporal

Como se indic6é anteriormente, una de las caracteristicas que permiten el uso del CCl4
como sistema modelo es el hecho de que la secuencia temporal de eventos en la intoxicacién
es conocida. La muerte de los hepatocitos no es rapida, de hecho las células tardan varias
horas en morir (3, 6).

El primer lugar donde se detectan alteraciones es en el reticulo endoplasmico de las
células hepéticas, observandose la dilatacién de las membranas tanto del RE liso como del
rugoso. En el reticulo endopldsmico rugoso ya a los 10 minutos de intoxicacién se observa la
separacién y disociacién de los polisomas asociados, siendo ambas méaximas a los 40 minutos
de intoxicacién. Se produce al mismo tiempo la alteracién de la sintesis de protefnas.

A las 2 horas de intoxicacién comienzan a acumularse triglicéridos en los hepatocitos
(3, 14, 70).

Los efectos observados en el RE se van incrementando con el tiempo (3). A las 3 h de
intoxicacién, la estructura del RE est4d muy afectada. Se observa ademas la dilatacién del
aparato de Golgi (3, 14). A ese tiempo se empiezan a detectar perturbaciones en la membrana
perinuclear de algunas células, con dilataciones similares a las observadas en el RE. Las
mitocondrias y los peroxisomas aparecen normales. A las 3-4 h la membrana plasmatica
comienza a perder selectividad, con lo cual se produce la entrada de calcio; las mitocondrias

comienzan a acumular calcio, sin observarse que las mismas estén alteradas (14, 79, 3).

A las 6 horas de la administracién del CCly; se puede determinar una intensa
alteracién de los hepatocitos ubicados en la zona centrolobulillar. Se evidencia la disrupcién
de la membrana plasmaética y una severa acumulacién de calcio intracelular. Se produce la
activacién de los lisosomas. A ese tiempo la mayorfa de la unién covalente y de la
peroxidacién de lipidos ya ocurri6; varios hepatocitos han muerto o van a morir
irremediablemente (14, 69, 6, 3, 79).

Siguen incrementdndose los efectos producidos en nucleos, RE, y Golgi. Las
alteraciones observadas en los ntdcleos ya no son sélo en la membrana perinuclear sino
también en los poros y en el contenido nuclear (3, 79, 14).

La separacién de los polisomas de la membrana del RE es mas intensa a las 6 horas,
presentando pocas zonas con ribosomas unidos (14).

Esta alteracién progresiva de distintas organelas ha sido denominada “propagacién
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de dafio” (77).

A las 10-12 h de intoxicacién los efectos ya mencionados en niicleos, ER y Golgi
siguen aumentando. Ademéas comienzan a estar afectadas las mitocondrias, las cuales
aparecen dilatadas y con las crestas mitocondriales rotas. A las 12 horas la fosforilacién
oxidativa mitocondrial estd completamente desacoplada; pese a esto las mitocondrias

contindan acumulando calcio en forma dependiente de ATP (3, 79).

A las 24 horas las alteraciones involucran a toda la célula, siendo méaxima la necrosis
(14, 3).

Si la dosis de CCly no fue mortal, a las 72 h se observa la recuperacién del higado,
habiendo procedido la regeneracién de los hepatocitos de una manera altamente orquestada
(69).

> 1.K.I1.1.2.1.- Etapas en la intoxicacién por CCly

Se definen dos etapas en la intoxicacién por CClL; en funcién de las alteraciones recién
indicadas y de la posibilidad de recuperacién de las células dafiadas: una etapa temprana y
una tardia. En la etapa temprana, si de alguna manera se interrumpe la exposicién al téxico
las células tarde o temprano se recuperan. La etapa tardia es posterior al denominado “punto
de no retorno” a partir del cual la célula no se puede recuperar pese a que se retire la causa
del dafio, produciéndose irremediablemente la muerte celular. Este es un concepto general,

aplicable a muchas sustancias t6xicas (14, 3).

Etapa temprana: En el caso del CCly esta etapa incluye la biotransformacién a *CCls, su
pasaje a CCl30>*, las interacciones covalente y los procesos de peroxidacién de lipidos. En
esta etapa la mayor parte de los efectos ocurren en el reticulo endoplasmico debido a su
mayor concentracién de citocromo P450 y a que los metabolitos reactivos por su alta
reactividad reaccionarian en las inmediaciones del lugar en el que se generaron. Esta etapa se

extiende hasta aproximadamente las 6 horas de intoxicacién (1, 3).

Etapa tardia: Se inicia esta etapa con la perturbacién de la homeostasis célcica y la
disminucién significativa o la cesacién de la peroxidacién lipidica y de las interacciones
covalentes (1, 3).

La etapa tardia es similar a la causada por varias sustancias téxicas, por ejemplo,
paracetamol, bromobenceno, diquat, aloxano, vanadato, cloroformo, etc. Otras alteraciones
fisiol6gicas llevan también a una muerte celular con caracteristicas similares, por ejemplo,
por anoxia, isquemia o dafios virales en células hepéticas (1).
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I.K.I11.- ALTERACIONES BIOQUIMICAS CAUSADAS POR EL CCLy

Se tratan en este apartado las alteraciones bioquimicas que se consideran asociadas al

dafio causado por los metabolitos reactivos del CCls.

LK.I1.1.- UNION COVALENTE

> I.K.111.1.1.- Introduccién

La unién covalente (UC) de metabolitos reactivos de muchos xenobiéticos (por
ejemplo bromobenceno y acetaminofeno en roedores) a macromoléculas ha sido indicada
como causante de muerte celular. Al mismo tiempo se considera que la UC podria tener un
rol protector al secuestrar o inactivar electréfilos reactivos y por alertar a la célula de la
presencia de un exceso de electréfilos. Se acepta actualmente que la UC podria intervenir
directamente en las funciones de algunas proteinas y en la alteracién de la antigenicidad de
otras (72, 168).

En el caso del CCl4 se ha determinado la unién covalente a lipidos, proteinas, acidos
nucleicos y piridin nucleé6tidos (73, 10, 168, 54). Esta unién ocurre muy temprano en la
intoxicacién por CCly, pudiendo detectarse la unién de derivados del CCly a lipidos y
proteinas hepéticas a los 5 minutos. La unién a lipidos es mayor que a proteinas (10, 14, 55).

El metabolito reactivo del CCly que causarfa la unién covalente es el *CCls, en tanto
que CCLO;* causaria predominantemente peroxidacién de lipidos. Esto se deduciria del
hecho de que en muy bajas concentraciones de oxigeno (en las cuales se forma casi
exclusivamente *CCls) se favorece la UC y se inhibe la peroxidacién de lipidos (80, 14, 54, 55).

La UC seria un componente importante de los mecanismos de toxicidad del CCl; asi,
participaria en la inhibicién del citocromo P450, en la destruccién de la glucosa 6-fosfatasa y
en la inhibicién de la secrecién de lipoproteinas (10, 54, 65, 3).

> [.K.111.1.2.- Unién covalente a lipidos

La unién de los metabolitos reactivos del CCls a lipidos se da preferentemente a los
del reticulo endoplasmico (més a lipidos del liso que del rugoso) (73, 10). En una menor
medida se produce la UC a lipidos mitocondriales (1/4 a 1/7 menor) (10, 14). También se
produce la UC a lipidos nucleares (169, 10).

Se ha determinado la UC a triglicéridos, 4cidos grasos, ésteres de colesterol y
fosfolipidos, siendo més importante la unién a estos ultimos (fundamentalmente a
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fosfatidilcolina). Los blancos principales entre los 4cidos grasos poliinsaturados serian los
4cidos araquidénico y linolénico (10).

La UC a lipidos seria sobre sus dobles ligaduras, pudiendo ser seguida de uniones
con moléculas vecinas. La UC modificaria la polaridad de las moléculas (el grupo *CCls 0 un
Cl causarfa un aumento de la polaridad), alterando asi la estructura de las membranas (124,
10).

> L.K.II1.1.3.- Unién covalente a proteinas

Los metabolitos reactivos del CCly se unen covalentemente a proteinas del reticulo
endoplasmico liso y rugoso, asi como a proteinas de las mitocondrias (77) y del niacleo (169,
170). En el caso de las proteinas nucleares se ha determinado la unién a proteinas solubles,
de la membrana nuclear y a ribonucleoproteinas acidicas e histonas (169, 11, 170).

También ha sido demostrada la unién a proteinas ribosomales, tanto de ribosomas
unidos al RE como de ribosomas libres, siendo la marca mayor en el primer caso (73).

Se cree que la unién a proteinas se podria producir a través del grupo amino € de la

lisina o a la cisteina o0 metionina de proteinas (10).

> [.K.II1.1.4.- Unién covalente a dcidos nucleicos

Se ha podido detectar una UC pequefia pero significativa a ADN de ratén y de rata
(menor en rata), tanto in vivo como in vitro (10, 169, 73, 170).

Por otra parte, el *CCls interacttGa con las cuatro bases de ADN en distintos sistemas
de ensayo, principalmente con G y A, dando més de 20 aductos (10, 169, 171-174).

> [.K.II1.1.5.- Unién covalente a nucleétidos

Se ha determinado la unién covalente a nucleétidos, exclusivamente a los de piridina
reducido (NADH o NADPH), lo cual podria tener relacién con la rapida deplecién del
NADPH en la intoxicacién por CCls (14).
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LK.I1.2.- PEROXIDACION DE LIPIDOS

> IK.II1.2.1.- Introduccién

Los metabolitos reactivos del CCly son capaces de causar la peroxidacién de lipidos
hepaticos (44, 55, 70).

Se oxidarian los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) produciéndose peréxidos e
hidroperéxidos de lipidos, sus radicales respectivos y los productos de sus degradaciones
como ser 4-hidroxinonenal y malondialdehido (3, 80).

La peroxidaciéon de lipidos, al igual que la unién covalente, ocurre temprano en la
intoxicacién por CCly; se observa a los 5 minutos o menos, alcanzando su valor méximo a los
15 minutos (11, 7).

Se considera que el principal iniciador de la peroxidacién de lipidos es el radical
CCl302* debido a que para que ocurra la peroxidacién de lipidos es necesaria la presencia de
oxigeno. La baja presién de oxigeno de la regién centrolobulillar favoreceria la peroxidacién
de lipidos al favorecer la activacién del CCly. Por otra parte, el oxigeno es necesario para la
etapa de propagacién de la peroxidacién de lipidos, por lo que la peroxidacién méxima seria
un compromiso entre la activacién del CCly y la propagacién de la peroxidacién (14, 42, 79,
80).

La peroxidacién de lipidos por CCls se produce tanto in vivo como in vitro, lo cual ha
sido determinado por distintas técnicas: produccién de malondialdehido, formacién de
dienos conjugados con absorcién caracteristica a 233 nm o generacién de etano-pentano (74,
54, 69).

Varios de los efectos causados por el CCly en enzimas han sido reproducidos por
productos de la peroxidacién de lipidos (44).

La concentracién de HNE en suero estd significativamente aumentada en ratas
intoxicadas por CCl, (88).

La unién covalente produciria dafio en las cercanias del lugar donde se generan los
metabolitos reactivos, en tanto que la PL produce sustancias téxicas como el 4
hidroxialquenal y otros aldehidos, capaces de alejarse y producir la accién téxica en regiones
distantes (14).

> .K.111.2.2.- Peroxidacion de lipidos en el reticulo endopldsmico

El CCl4 causa la peroxidacion de lipidos del RE, siendo su efecto similar en el liso y en
el rugoso (73, 175, 176, 3).
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Como consecuencia de la peroxidacién de lipidos causada por el CCly se producen
hidroxialquenales como el 4-hidroxinonenal y se observa una pérdida de acidos linoleico,
oleico y araquidénico (69, 10, 73, 85).

> 1.K.II1.2.3.- Peroxidacién de lipidos en niicleos

Los metabolitos reactivos del CCls producen la peroxidacién de los lipidos nucleares,
principalmente de fosfolipidos y colesterol (14, 74, 176).

Este efecto podria afectar la regulacién de procesos nucleares. Ademas, se formarian
productos de oxidacién del colesterol semejantes a algunas hormonas, los cuales podrian

estar relacionados con la susceptibilidad a céncer de ciertas especies. (14).

> L.K.I11.2.4.- Peroxidacién de lipidos en mitocondrias

No se ha detectado peroxidacién de los lipidos mitocondriales dentro de las seis
primeras horas de intoxicacién in vivo, pese a que, como ya se ha mencionado, en dicha
organela se produce la activacién del CCly a sus metabolitos reactivos. Si se ha determinado
la disminucién del contenido de &4cido araquidénico a las 24 h de intoxicacién (77, 76, 3).

> LK.II1.2.5.- Peroxidacién de lipidos por NADPH en sistemas in vitro

Muchos estudios indican que el oxigeno unido al hierro formando el complejo i6nico
perferrilo en ciertos citocromos puede servir como sitio de reaccién primario para la
iniciacién de la peroxidacién de lipidos dependiente de NADPH (37, 41, 91).

Los sistemas microsomales in vitro en presencia de NADPH y oxigeno tienden a
peroxidarse, ain en ausencia de prooxidantes. Este efecto del NADPH es despreciable a baja
presion de oxigeno. Se producirfa la formacién de MDA (7, 49).

También se produce la peroxidacién de lipidos causada por el NADPH en ntcleos
(176).
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LK.JIIL.3.- EFECTO DEL CCL4 SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS

> ILK.III1.3.1.- Introduccién

El CCly afecta la sintesis de proteinas. Se han detectado alteraciones morfol6gicas en
la maquinaria de sintesis proteica y la disminucién de la incorporacién de un aminoéacido

marcado a proteinas sintetizadas durante la intoxicacién (131, 14).

> [.K.II1.3.2.- Alteraciones morfolégicas

En la intoxicacién por CCly se observa el despegue de los polisomas unidos a la
membrana del reticulo endopldsmico y la ruptura de los polisomas (tanto de los polisomas
libres como de los que estaban unidos a la membrana del RE). Como se indic6 anteriormente,
la proporcién de ribosomas y polisomas libres en las células hepéticas es muy pequefia (un
20% del total). El resto de los polisomas estdn unidos a la membrana del RE (131).

Las células més afectadas son las de la zona centrolobulillar, lo que se corresponde
con que sea la zona hepética donde se produce la activacién del CCl4 (131, 69).

El efecto es muy rdpido, se empieza a observar la degranulacién del reticulo
endopldsmico rugoso a los 10 minutos de intoxicacién. A los 40 minutos casi todos los
polisomas estdn en forma de ribosomas libres (177, 79, 7, 69, 178, 179).

Los antioxidantes no previenen la ruptura de los polisomas (10, 178).

> L.K.II1.3.3.- Alteracién de la incorporacién de un aminodcido a proteinas

Las alteraciones morfol6gicas recién indicadas se corresponden con un descenso de la
actividad de sintesis proteica (14).

En sistemas in vitro se ha determinado que microsomas y ribosomas de ratas
intoxicadas con CCly mostraban una marcada disminucién de la capacidad de incorporacién
de aminoacidos marcados a proteinas con respecto a los controles (180, 131, 181, 69).

El efecto del CCls sobre la incorporacién de un aminoacido marcado a proteinas es
similar in vivo y en sistemas de sintesis proteica in vitro (sistemas reconstituidos y cortes de
higado) (182, 131, 10). Asf, se ha observado una disminucién en la incorporacién de un
aminoécido in vivo a proteinas hepéticas y a proteinas plasmaéticas sintetizadas en el higado
(por ejemplo a albtimina y fibrinégeno) (69, 182).

El CCly causa alteraciones en la incorporacién de leucina marcada a las proteinas
microsomales, mitocondriales y citos6licas de higado de rata (77). En todos los casos el efecto
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es mayor a la hora de intoxicacién, siendo més importante en el caso de las proteinas
microsomales. A las dos horas se observa un comienzo de recuperacién de la incorporacién
en el caso de las proteinas microsomales pero no en el de las citos6licas y mitocondriales (77).

La incorporacién del aminoacido a las proteinas mitocondriales se recupera a las 6
horas de intoxicacién, en tanto que la incorporacién a las citosélicas y a las microsomales no

se recupera totalmente en ese tiempo (77).

> LK.II1.3.4.- Efecto del CCly; sobre componentes de la maquinaria de
sintesis proteica

Por ser la sintesis de proteinas un sistema complejo, las alteraciones causadas por el
CCls podrian suceder en varias de sus multiples etapas. Se ha estudiado el efecto del CCl,
sobre muchas de dichas etapas.

Asi, el CCl4 no altera la entrada de aminoécidos al higado, la reserva de aminoacidos
del higado ni la liberacién de proteinas a la sangre. Tampoco se ven dafiados en la

intoxicacién por CCl4 los sistemas de activacion y de transferencia de aminoécidos (182).

En la intoxicacién por CCly no resultan afectados los contenidos de ARN y ADN, asi
como tampoco se produce la alteracién de la actividad de ARNasa o de la ADN polimerasa
(177, 182). No se detect6 unién a ARN ribosomal in vivo en ratas (178). El dafio al ADN

pareceria no estar involucrado en el efecto sobre la sintesis de proteinas (183).

En lo referente al mensajero, el CCls no causa la alteracién de los niveles del mismo ni
de su sintesis (182, 177). No se encontraron diferencias en la metilacién de los poli(A)*mARN
ni en los tARN (180). Estas fracciones parecerian ser funcionales de acuerdo a los
experimentos de translacién in vitro de los mARN, lo que sugiere un cap normal del mARN
y una actividad normal de los factores que soportan la sintesis proteica (180).

Se ha determinado la unién covalente de metabolitos reactivos del CCl4 a proteinas de

ribosomas libres y unidos (73).

Temprano en la intoxicaciéon por CCly se produce una importante reduccién de la
metilacién al nivel de la 2°-O-ribosa del ARN ribosomal, lo cual llevaria a una disminucién
de la capacidad sintética de los ribosomas aislados (180, 69). La disminucién de la metilacién
del rARN no pareceria ser causada por una disminucién de la metilacién nucleolar del pre-
rARN ni en la maduracién subsecuente (180, 69). Se produce una restauracién parcial de la
funcionabilidad de los ribosomas alterados por el CCls cuando se los incuba en un medio que
permita que sean metilados (180, 69). Se ha sugerido que el aumento transitorio del calcio
causado por CCly podria activar demetilasas o proteasas que destruyeran metilasas (69).
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LK.I14.- OTROS EFECTOS DEL CCL4 SOBRE PROTEINAS Y AMINOACIDOS

> [.K.111.4.1.- Introduccién

El CCl; tiene, ademés del ya indicado de alteracién de la sintesis proteica, otros

efectos sobres las proteinas, los cuales se indican a continuacién.

> LK.II1.4.2.- Alteracién de la variedad de proteinas sintetizadas

En la intoxicacién por CCly se producen importantes cambios en la variedad de
proteinas celulares (184); en el caso de algunas proteinas se produce un aumento en la
cantidad mientras que se produce una disminucién en el caso de otras. También se ha
detectado la formacién de proteinas distintas de las normalmente presente. Sorpresivamente
no existen importantes cambios en las proteinas del reticulo endoplasmico, aunque hay que
tener en cuenta que en el tipo de ensayo realizado no es posible detectar los citocromos P450
(184).

> I.K.I11.4.3.- Efectos del CCl, sobre aminodcidos

En sistemas in vitro se ha determinado que se produce la unién covalente de
productos del CCly a muchos amino4cidos (pero no a todos), siendo la marca mas intensa
sobre cisteina, tirosina y triptofano (10, 185). Se afectan aminoécidos criticos para la célula, lo
que podria resultar en la alteracién de las actividades de varias enzimas, por ej. grupos tioles
de varias enzimas: fosfogliceraldehido deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa; residuos
de serina de varias proteasas tal como quimotripsina; residuos de histidina y tirosina de

pepsina, colinesterasa. También se produce la oxidacién de la metionina (10).

En sistemas quimicos en los que el CCly fue activado con peroxido de benzoflo y
empleando el mismo CCls como solvente, se ha determinado la alteracién de los amino4cidos
fenilalanina, tirosina, prolina, hidroxiprolina (14, 186- 189). Se estudi6 también el efecto del
CCly sobre el triptofano, pero no empleando peréxido de benzoilo porque lo descompone
(83).

En todos los casos se detectaron alteraciones de los amino4cidos ensayados, con
formacién de iminoderivados en algunos de ellos. La mayorfa de las reacciones podrian

haberse originado por abstraccién de un hidrégeno, seguida de oxidacién y/o ruptura (14).
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LK.JI1.3.- EFECTO DE CCL4 SOBRE LA HOMEOQSTASIS CALCICA

> ILK.II1.5.1.- Introducciéon

Existe amplia evidencia de que en la intoxicacién por CCls se produce la alteracién de
la homeostasis célcica. Se considera que alteraciones funcionales producidas durante la etapa
temprana de la intoxicacién podrian llevar a los desarreglos de la homeostasis célcica de la
etapa tardia, los cuales serfan causantes de la muerte celular (11, 79, 6, 1, 14, 65).

Al poco tiempo de intoxicacién se produce un aumento transitorio de los niveles de
calcio citos6lico, el cual se deberia a una redistribucién del calcio intracelular. Se recuperan
rapidamente los niveles normales, los que se mantienen hasta la etapa tardia, en la cual se
produce un aumento paulatino pero muy importante del calcio, siendo la acumulacién de
calcio mucho mayor que en la primera etapa (69, 79, 72). A las 12 horas de intoxicacién la
cantidad total de calcio en el higado es tres veces la de un higado normal, en tanto que a las

24 h es 15 veces mayor, luego de lo cual comienzan a recuperarse los niveles normales (164).

> LLK.IIIL.5.2.- Alteracién de los niveles intracelulares de calcio

Como ya ha sido indicado, uno de los primeros lugares afectados en la intoxicacién
por CCly es el reticulo endoplasmico. Los metabolitos reactivos del CCly causan la inhibicién
de la bomba de calcio del reticulo endoplasmico, disminuyendo su capacidad para secuestrar
calcio (1, 14, 69). La bomba de captacién de calcio y el sistema de activacién del CCly estan
cerca uno del otro en la membrana del RE (116).

La inhibicién de la bomba de calcio ya se manifiesta a los 3 minutos de intoxicacién,
estando severamente inhibida a los 30 minutos (164).

También se ven afectados en la intoxicacién por CCls los canales de calcio del reticulo
endopldsmico dependientes de IP; y de rianodina, lo cual lleva a una liberacién de calcio
hacia el citosol (106, 11).

En esta etapa la bomba de calcio de la membrana plasmaética y la de la mitocondria no
son afectadas. La bomba de calcio de la membrana plasmatica se ve afectada en las etapas
tardias, mientras que la de la mitocondria no se afecta en las primeras 24 h de intoxicacién
(79, 164). Las mitocondrias son capaces de acumulan calcio en forma dependiente de ATP ya
que en ese momento no estan afectadas (164, 79, 72, 69). Cuando la ATPasa de la membrana
plasmatica no puede excluir el calcio en la etapa tardia y la capacidad de toma de calcio por
las mitocondrias no es suficiente para compensarlo comienza a haber un aumento del calcio
citos6lico (69).

El calcio que se va acumulando en la mitocondria termina afectando su
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funcionamiento, inhibiendo la fosforilacién oxidativa mitocondrial; la consiguiente falta de
energia causaria que la mitocondria no pudiera acumular més calcio, produciéndose un
aumento muy importante del calcio citosé6lico. En los Gltimos estadios de la intoxicacién se

produce la liberacién de calcio por las mitocondrias (3).

> LK.II1.5.3.- Posible relacién con sulfhidrilos proteicos

Como se indicé anteriormente, tanto la bomba de calcio como los canales de calcio del
reticulo endoplasmico son proteinas sulfhidrilicas de membrana. La bomba de calcio est4
activada cuando sus grupos sulfhidrilo estdn reducidos en tanto que se produce la apertura
de los canales de calcio cuando sus grupos sulfhidrilo estan oxidados (3, 114, 106, 116).

Ha sido sugerido que los metabolitos reactivos del CCly podrian causar la oxidacién
de los grupos tioles de las proteinas, lo que causaria la inhibicién de la bomba de calcio y la
apertura de los canales de calcio, causando un aumento del calcio en el citoplasma (14, 106).

En el caso de las mitocondrias, como antes se indic6, la bomba de calcio pese a ser
sulfhidrilica no se ve afectada en la intoxicacién por CCls, lo que coincide con que las

mitocondrias sean funcionales en la toma de calcio hasta tarde en la intoxicacién (3).

Se sabe que sustancias que protegen grupos tioles como el tetraaceteto de ditiotreitol
(el cual genera ditiotreitol in vivo) son buenas protectoras en la intoxicacién por CCl; (190).

Por oftra parte, compuestos sulfhidrilicos como glutatién, cistamina,
dietilditiocarbamato protegerian contra una dosis letal de CCly (7).

> LK.II1.5.4.- Produccién de daifio por alteracién de la homeostasis cdlcica

El aumento de calcio citoplasmatico produciria procesos degradativos de protefnas,

fosfolipidos y 4cidos nucleicos que podrian ser responsables de la muerte celular (3, 14, 69).

Se sabe que los metabolitos reactivos del CCly activan a la fosfolipasa A, lo cual seria
critico para la toxicidad del CCl4 (79, 54). También es activada por los metabolitos del CCl4 la
fosfolipasa C (79), la cual juega un papel importante en el control de la divisién y la
proliferacién celular asf como en muchas otras funciones celulares (85). Tanto la fosfolipasa
A2 como la C participarian, entre otras cosas, en la degradacién irreversible de la membrana
plasmatica, lo que explicaria la pérdida de la selectividad de la membrana plasmaética hacia
el calcio pese a no estar afectada su bomba de calcio. El que la fosfolipasa A: esté involucrada
en la degeneracién de la membrana plasmatica se correlaciona con que la pérdida de su
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funcionalidad se corresponda con el aumento de los lisofosfatidos (productos de la accién de

la fosfolipasa A) y no con la peroxidacién de lipidos (que sucederia previamente) (79).

Como se indic6 anteriormente, la acumulacién de calcio es daiiina para la
mitocondria, provoca el desacople de la fosforilacién oxidativa, causando asf la disminucién
del ATP y la muerte celular. Esto podria causar una falla energética, que llevaria a la necrosis
hepética. También cooperaria la liberacién de enzimas lisosomales (3).

Se observan también alteraciones en los niveles y distribucién intracelular de la
calmodulina, por lo que parte del dafio causado por el CCly podria ser debido a ella (6, 11).
Muchas activaciones celulares son mediadas por calmodulina. Agentes farmacolégicos que
se unen a la calmodulina (trifluorperazina e imipramina) previenen la necrosis 6 y 10 horas
después de la intoxicacién (6, 14).

En la intoxicacién por CCly se observa el “blebbing” de la membrana del hepatocito,
el cual podria deberse a alteraciones en la concentracién de calcio. También se podria ver

alterado el transporte intracelular y la salida de sustancias del hepatocito (69).

Agentes quelantes de calcio (sulfato de alizarina sédica, calcién y arsenazo lII),
anticalmodulina, bloqueantes de canales de calcio, asf como inhibidores de la fosfolipasa A2
(quinacrina y clorpromazina) o de proteasas (PMSF y tosilclorometilcetona) resultaron ser
eficientes protectores contra la necrosis causada por el CCl4 (3, 14).

LK.JI1.6.- OTROS EFECTOS

En la intoxicacién por CCly también se produce la induccién de la expresién de
protooncogenes como c-fos y c-jun, jun B, jun D y p53 entre otros, en patrones semejantes a
los obtenidos después de una hepatectomia parcial. Estas inducciones podrian estar
relacionadas con la regeneracién hepética o con el posible desarrollo de céncer (14, 191).

Se observan en la intoxicacién por CCly alteraciones de las comunicaciones
intercelulares. Asf, ha sido determinado el bloqueo reversible de los nexus intercelulares (lo
cual ya se observa a los 10 minutos de intoxicacién), lo que aislaria los hepatocitos afectados

de sus vecinos sanos. No habria una alteracién semejante de las uniones fuertes (69, 79).
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I.L.- MISCELANEAS

Se indican aqui brevemente algunas de las caracteristicas de los sistemas y sustancias
empleados en este Trabajo de Tesis, considerando, de ser posible, su relacién con el CCl.

> I.L.1.-Cicloheximida

La cicloheximida (CHX) es un antibiético obtenido del Streptomyces griseus, capaz de
inhibir la sintesis de proteinas en sistemas libres de células, células en cultivo y animales
enteros (192, 193).

CHa O )
“en—? an—?
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La CHX inhibe la actividad de la aminoaciltransferasa de la subunidad ribosomal 60S
(la cual es rdpidamente inactivada a través de sus grupos sulfhidrilos), por lo que se inhibe la
traslocacién de los ribosomas a lo largo del mensajero, se estabilizan los complejos

polisomales, previniéndose la ruptura de los polisomas. La CHX no induce la ruptura del
mARN ni la separacién de los ribosomas (194, 192, 193, 124, 100).

En lo que respecta a su efecto en la intoxicacion por CCl;, la CHX previene
parcialmente la ruptura de los polisomas causada por el CCl; (179).

La CHX no altera la llegada del CCl,4 al higado, ni las actividades del citocromo P450
o a la citocromo P450 reductasa. Tampoco modifica la destruccién de citocromo P450
causada por el CCls. No se ve alterada la peroxidacién de lipidos causada por el CCls ni la
unién covalente a proteinas y lipidos, lo que indicaria que no se veria afectada la activacién
del CCl, (195, 194).

> L.L.II.- Radiacién Ultravioleta

La luz ultravioleta (UV) es una radiacién electromagnética no ionizante que
corresponde al rango de longitudes de onda entre 100 nm a 400 nm (196, 197).
La UV se clasifica a menudo en: UVA: 315400 nm; UVB: 280-315 nm y UVC: 100-280
nm, aunque otras longitudes de onda son también utilizadas (196, 197).
Las reacciones que la luz UV pueda causar sobre una molécula dependen de la
estructura quimica de la misma, de la longitud de onda de luz UV empleada y de las

116



INTRODUCCION

condiciones en que ocurra la reaccién. La sustancia inicialmente absorbe un fotén,

generandose un estado excitado que decae generalmente a especies reactivas o radicales
libres (197, 196).
En este Trabajo de Tesis se utiliza la luz ultravioleta de 254 nm, longitud

correspondiente a luz UVC, por lo que s6lo se indicaran los efectos debidos a esta radiacién.

> LL.IL1.- Luz UVC

La luz UVC es capaz de causar alteraciones sobre el ADN, produce la ruptura de las
cadenas de ADN, mutaciones (transiciones, transversiones, cambios dobles de bases,
cambios del marco de lectura), asi como aberraciones cromosémicas e intercambio de
cromatides hermanas, formacién de dimeros de timina o citosina y de timina-citosina. Es
ademéas capaz de activar genes de mamiferos, por ejemplo, el que codifica para
metalotioneinas, asf como los de virus, causando en este Gltimo caso una evolucién més
rapida de la enfermedad (198, 199, 196).

Las proteinas absorben en el rango de longitudes de onda correspondiente a la luz
UVC, pese a lo cual no se ha estudiado mucho el efecto de dicha radiacién sobre las mismas
(196, 197, 199).

Las capas de células muertas de la piel humana absorben la luz UVC de tal manera
que sélo el 1% de la radiacién UVC puede penetrar la epidermis (196, 197).

La radiacién UVC es absorbida en la estrat6sfera por la capa de ozono, por lo cual no
llega a la superficie terrestre (199, 197).

Se produce radiacién UVC en muchos procesos industriales, con el consiguiente
riesgo de exposicién de los trabajadores. Las posibles fuentes de UVC artificiales incluirian:
soldadura eléctrica de arco de plasma; el curado y secado de tintas, resinas, plasticos y
pinturas; impresién, artes gréficas y copiado (usando procesos fotogréficos); fotografia;
fotograbado; lamparas empleadas en medicina; trabajo cientifico de laboratorio; curtido.
También se produce luz UVC (por lo que se utilizan filtros que impiden su emisién) en
lamparas de iluminacién fluorescente y de escritorio y otras iluminaciones que incorporen
lamparas de tungsteno halégenas (196, 197).

Las lamparas germicidas emiten el 95% de la luz que irradian a una longitud de onda
de 254 nm, correspondiente, como se indic6 anteriormente, a la radiacién UVC (196, 197).

Como ha sido mencionado anteriormente, la luz ultravioleta C es capaz de activar al
CCl, al radical *CCls, con generacién del radical CCl;O;* si hay oxigeno presente (80, 81).
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> LL.IIL- Albumina de huevo

La albimina de huevo u ovoalbtimina es una proteina de estructura quimica bien
conocida. Es un monémero de peso molecular de 45.000 (determinado por métodos fisicos),
con una composicién aminoacidica comtn. Su grupo N-terminal estd bloqueado por un
grupo acetilo. Tiene un tinico grupo oligosacarido, formado por dos N-acetil-glucosamina y
cuatro manosas, con un nimero variable de residuos de los mismos azticares unido a una
asparragina (200-202).

Posee cuatro residuos de cisteina y un puente disulfuro, supuestamente entre la Cis-
73 y la Cis-120, aunque podria existir un intercambio con la Cis-382 (200, 201).

La albumina de huevo ha sido empleada en el estudio del efecto de HOCl/OCI®
(formados durante Ia estimulacién de neutréfilos) y de los radicales libres HO* y de
HO*/O2* sobre proteinas (202, 147).

La albamina de huevo posee asociados 4cidos grasos libres, los cuales pueden ser
removidos con la técnica indicada en Materiales y Métodos (203, 204).

> LL.IV.- a-Tocoferol

Los efectos generales del a-tocoferol se describieron en el capitulo correspondiente a
defensas celulares, aqui s6lo se describien los relacionados con el CCl.

El a-tocoferol es capaz de inhibir parcialmente la necrosis causada por el CCl. La
suplementacién con vitamina E es protectora en la intoxicacién por CCls (6). Este
antioxidante es capaz de atrapar los radicales CCl3O;" eficientemente, asi como de evitar el
ataque de los metabolitos reactivos del CCl, sobre la citosina (14, 204).

El a-tocoferol tiene un efecto protector parcial sobre la alteracién de la sintesis
proteica causada por el CCls o el CBrCls (183).

> LLV.- Hemisuccinato de a-tocoferol

El hemisuccinato de a-tocoferol (saT) es un derivado del a-tocoferol en el cual el
hidroxilo del anillo aromatico est4 esterificado con 4cido succinico.

CH, CH, GHs CH, CH,

CHs, O (CH2)s—CH —(CH2)s—CH — (CHz)s— CH—CHs

HOOC —(CH2);—C—O
O CH,

Este derivado del oT es mas hidrosoluble que el aT, lo que le permitiria llegar mas
facilmente a las membranas celulares. La distribucién celular del saT y del aT seria distinta

118



INTRODUCCION

(205).

El saT no tiene capacidad antioxidante por si misma, sino que debe ser clivada por
esterasas celulares para poder dar oT. El principal lugar de hidrélisis del succinato de aT

seria en los microsomas (205).

El saT es mejor protector contra los efectos hepatotéxicos del CCly que el mismo oT;

no se conoce la razén de esta mayor efectividad (205).

> I.L.VIL.- Trolox
El Trolox (acido 2-carboxi-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) es un analogo
sintético del a-tocoferol, en el cual la cadena poliprénica ha sido reemplazada por un grupo
carboxilo, haciéndolo mas hidrosoluble que el oT (59, 65, 94).

N
CH, COOH
HO

CH,

El Trolox es capaz de inhibir la peroxidacién de lipidos causada por el NADPH. Por
otra parte, este antioxidante es capaz de inhibir reacciones en cadena en proteinas (41, 94).

El Trolox, al igual que el a-tocoferol, es capaz de inhibir el ataque de los metabolitos
reactivos del CCl; sobre la citosina, siendo la efectividad de ambos antioxidantes similar
(204).

> [.L.VII.- EDTA

El EDTA (4cido etilendiamino tetraacético) es un complejante de metales, por ejemplo
hierro.
HOOC-CH: ~ /CHz-COOH

N-CH-CH>-N
HOOC-CH, “CH,COOH

El EDTA es capaz de inhibir in vitro la peroxidacién de lipidos causada por el
NADPH (206, 7, 41, 49).

También es capaz de inhibir la peroxidacion de lipidos causada por los metabolitos
reactivos del CCly in vitro (206, 7, 41).
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II.- OBIETIVOS

El objetivo general de este Trabajo de Tesis fue el de estudiar algunos de los posibles

efectos del CCly y de sus metabolitos reactivos sobre las proteinas.

Para esto se plantearon los siguientes objetivos:

1.- Verificar si en la intoxicacién por CCly se afecta la incorporacién de un aminoéacido
marcado (leucina) a protefnas nucleares, comparandolo con el efecto del CCly sobre las
proteinas microsomales hepéticas totales. La alteracién en la incorporacién de un aminoéacido
a proteinas podria, por ejemplo, llevar a una alteracién de las funciones nucleares

regulatorias de la actividad celular.

De determinarse lo anterior, comprobar si lo mismo sucede en las distintas fracciones

proteicas nucleares.

2.- Verificar en un sistema quimico modelo de generacién de *CCls y CClO;* si estos
radicales son capaces de oxidar a una proteina, la albamina de huevo, determinando dicha

oxidacién por la formacién de grupos carbonilos en la misma.

Estudiar si este proceso guarda relacién con los lipidos presentes naturalmente en la
albimina nativa, lo cual permitiria inferir si los metabolitos reactivos del CCly podrfan actuar
directamente o si serfa necesaria la presencia de lipidos.

Mediante el uso de distintas atmésferas (nitr6geno y aire) determinar la contribucién
de cada uno de los metabolitos reactivos del CCL.

Analizar si la formacién de grupos carbonilos en las protefnas es prevenible por
antioxidantes.

Estudiar utilizando un quelante de metales, el EDTA, si los mismos podrian
contribuir a la formacién de grupos carbonilos por los metabolitos reactivos del CCls.

3.- Determinar en sistemas enzimaticos de activacién del CCl; si los radicales libres

generados por el téxico son capaces de formar grupos carbonilos en proteinas.

Se utilizaran distintas fracciones subcelulares como sistema de activacién:
microsomas, fracciones nucleares, mitocondriales y citosol. Esto permitiria determinar qué
fracciones subcelulares podrian estar afectadas via este mecanismo y poder estudiar el
mecanismo de formacién de dichos grupos carbonilos.

De dar positiva alguna de ellas se estudiarfa la accién de antioxidantes y distintas
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atmoésferas por las razones indicadas en el punto anterior.
Se analizaria ademdés el efecto del EDTA como inhibidor de la peroxidacién de lipidos

causada por los metabolitos reactivos del CCly

4.- Determinar si el téxico puede causar la formacién de grupos carbonilos in vivo,
utilizando ratas macho Sprague-Dawley, lo que permitiria verificar que dicha alteracién
quimica de las proteinas podria ser un mecanismo de la toxicidad del CCl.

5.- Verificar en los sistemas quimicos de generacién de *CCls y CCl,O,* a partir de
CCly, si dichos radicales libres conducen a una disminucién del contenido de grupos

sulfhidrilos en proteinas.

De ser asi, se estudiaria el fen6meno de la manera indicada para el estudio de los

grupos carbonilos en el sistema quimico.

6.- Utilizando el sistema quimico con albimina de huevo y cisteina, determinar la
posible formacién de productos volatiles, estudiandose los mismos por cromatografia
gaseosa. De esta manera se podria evidenciar si aminoacidos o proteinas son capaces de

ceder 4tomos de hidrégeno o de realizar reacciones de ruptura.

De resultar positiva la accién sobre la albimina de huevo, se estudiaria el efecto de

antioxidantes sobre la formacién de compuestos volatiles.

7.- Estudiar si ocurren alteraciones en el contenido de grupos sulfhidrilos en proteinas
de distintas fracciones subcelulares. La alteracién del contenido de grupos sulfhidrilos en
dichas proteinas podrian ser causante, por ejemplo, de la pérdida de actividad de proteinas
celulares, por ejemplo, las bombas de calcio.

De dar positiva alguna de ellas se estudiaria el efecto de distintas atmésferas,
antioxidantes y EDTA sobre la alteracién del contenido de grupos sulfhidrilos de proteinas
por las razones antes dichas.
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II1.- MATERIALES Y METODOS

Basicamente, dos clases de estudios fueron realizadas en este Trabajo de Tesis:
- incorporacién de un aminoécido marcado a proteinas

- determinacién de alteraciones quimicas en proteinas.

Algunos de estos estudios tienen técnicas en comtn, por lo Materiales y Métodos fue
dividido en tres partes:

111.A.- Materiales y Métodos Generales

11.B.- Técnicas empleadas en el estudio del efecto del CCly sobre la incorporacién de un
amino4cido marcado a proteinas

III.C.- Técnicas empleadas en el estudio de alteraciones quimicas causadas por el CCls en
proteinas y aminoécidos.

A continuacién se desarrollan los temas indicados.

III.A.- MATERIALES Y METODOS GENERALES

HI-A.J.- MATERIALES

> II1.A.1.1.- Sustancias quimicas

El CCl,, de bajo contenido de azufre, utilizado en los experimentos fue adquirido en
la firma Mallinckrodt (USA). El CBrCls (triclorobromometano) fue provisto por Aldrich
(USA).

La L-[“C(U)]-Leucina, con actividad especifica 351,6 mCi/mmol, fue provista por
New England Nuclear (USA).

Las siguientes sustancias fueron adquiridas en Sigma Chemical Company (USA): a-
tocoferol, albiumina de huevo, DL-isocitrato de sodio tipo I, EDTA (4cido etilendiamino
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tetraacético, sal disédica), Folin & Ciocalteu, guanidina (clorhidrato de
aminometanoamidina), hemisuccinato de a-tocoferol, HEPES (4cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico), PPO (2,5-difeniloxazol), sacarosa, sal s6édica de NADP+ (fosfato de
nicotinamida adenina dinucleétido, forma oxidada), Tris ((hidroximetil) aminometano).

Fueron compradas a la firma Aldrich (USA) las sustancias siguientes: Trolox (4cido 2-
carboxi-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano), DTNB (4cido 5,5°-ditiobis-(2-nitrobenzoico)).

Fue obtenido en Riedel-deHaén: 2,4-dinitrofenilhidracina.

Todos los demas productos quimicos empleados fueron de la mejor calidad disponible.

> JII.A.1.2.- Equipamiento

Los equipos empleados fueron los siguientes:

.- Bafio termostético Dubnoff con agitador.

.- Centrifuga Damon modelo B-20A. International Equipment Company (1EC).

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

.- Contador de centelleo liquido RackBeta 1214. Pharmacia Wallac O.Y. Finlandia.

.- Cromatégrafo Hewlett Packard, modelo HP 5890, Serie lI, con detector de
ionizacién de llama.

.- Desintegrador modelo Omni-Mixer. Servall, USA.

.- Espectrofotémetro de simple haz Gilford 240.

.- Estufa BS 2648 Chadwell Heath Essex. BairdTatlock London Ltd. (England).

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

.- Guillotina Harvard.

.- Homogeneizador de teflén/ vidrio tipo Potter-Evehjem.

.- Jeringa para gases de 250ul Hamilton 1725 N, punta 5. Alltech, USA.

.- Lampara UVC Cole-Parmer 9815, de longitud de onda 254 nm e intensidad 100 W.

.- Microcentrifuga Centra-M centrifuge. International Equipment Company (ICE).

.~ Ultracentrifuga Beckman modelo L.

.- Ultracentrifuga Beckman modelo LS-75.

.- Vortex super mixer 1291. Lab Line Instruments. Inc. Mel Rose Park 111. USA.
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> II1.A.1.3.- Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley exocriadas.
Los animales fueron criados en condiciones controladas:

.- temperatura ambiente de 23 + 2°C,

.- humedad relativa de 45-65%,

.- régimen de iluminacién de 12 h (con luz desde las 6 hasta las 18 h).

Se utilizaron animales de peso entre 220 y 240 g para los experimentos de
incorporacién de un aminoacido marcado (serie IlI.B), debido al empleo de sustancias
radioactivas.

En los experimentos de determinacién del contenido de grupos carbonilos y
sulfhidrilos (serie 111.C) los animales usados pesaron entre 240 y 300 g.

En todos los casos los animales fueron ayunados, con libre acceso al agua, 12-14h
antes del tratamiento en los experimentos in vivo o antes del sacrificio en los experimentos in

vitro.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién en todos los casos.

HI1.AJL- METODOS

> JII.A.IL1.- Obtencién de fracciones subcelulares

Las técnicas de aislamiento de fracciones subcelulares empleadas en este Trabajo de
Tesis se indican a continuacién.

Los procesos se llevaron a cabo en frio en todos los casos (2-4 °C).

> II1.A.I1.1.1.- Obtencion de niicleos altamente purificados

Los nucleos fueron obtenidos de acuerdo a la técnica de Viviani y col. (207). Luego
del tratamiento correspondiente se sacrificaron los animales, se les extrajeron los higados y a
cada uno se le aplic6 la técnica que se indica a continuacién, la cual est4 representada en la
figura II1.1.

El higado entero se extrae rdpidamente y se lava dos veces con STKM 0,25 M. TKM es
una solucién de Tris 50 mM, KCl1 2,5 mM y MgCl. 5 mM llevada a pH 7,5 con HCl. STKM es
una solucién de sacarosa de la concentracién indicada en TKM.

El higado extraido se homogeneiza en un volumen de STKM 0,25 M correspondiente
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a 3 veces su peso. El homogenato se filtra simultdneamente a través de dos capas de gasa y
una tela de nylon (100 mesh).

Higado

| 2lavados STKM 0,25 M

¥ 3 vol STKM 0,25 M x g higado

J homogeneizacién/filtracién

| 2.000 xg - 5
sobrenadante pellet

descartar | 2lavados STKM 0,25M
| 1.000xg-5
sobrenadante pellet
32ml STKM22M
para microsomas /colch6n 4,5 ml STKM 2,3 M
| 80.000 xg - 20"
descartar «— sobrenadante pellet
11 ml STKM 0,25M
l +222mISTKM 22 M
/colchén 4,5 ml STKM 2,3M
| 80.000 xg - 20"
descartar «—sobrenadante pellet
} 135mISTKM1,0M
| 2.000xg-5
descartar «—sobrenadante pellet
J 135mlSTKM 0,25 M
| 1.000xg -5

descartar «—sobrenadante pellet

nucleos aislados

Figura I11.1: Técnica de aislamiento de nticleos

El filtrado se centrifuga a 2.000 xg durante 20 minutos en tubos de polipropileno. El
sobrenadante se reserva (de ser necesario) para el aislamiento de microsomas. El pellet
obtenido se lava dos veces con 36 ml de STKM 0,25 M por resuspencién y centrifugacién a
1000 xg durante 5 minutos.

El pellet resultante se resuspende en 32 ml de STKM 2,2 M y se deposita sobre un
colch6n de STKM 2,3 M (ultracentrifugacién en gradiente discontinuo). Se ultracentrifuga
durante 20 minutos a 80.000 xg, se decanta el sobrenadante y se limpia el interior del tubo
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con una gasa. El pellet se lava suavemente con 4,5 ml de STKM 0,25 M (cuidando de no
resuspenderlo) y se limpia el tubo nuevamente con una gasa.

Se resuspende el pellet con 11 ml de STKM 0,25 M, se lo mezcla con 22,5 ml de STKM
2,2 M y se homogeneiza. El homogeneizado obtenido se vuelca sobre un colchén de 4,5 ml de
STKM 2,3 M y se centrifuga nuevamente a 80.000 xg durante 20 minutos. Se descarta el
sobrenadante y se limpia el tubo como se indic6 anteriormente.

El pellet obtenido se resuspende en 13,5 ml de STKM 1,0 M, se centrifuga a 2.000 xg
durante 5 minutos y se descarta el sobrenadante.

Se resuspende el pellet en 13,5 ml de STKM 0,25 M y se centrifuga a 1000 xg durante 5
minutos.

El pellet resultante son los ntcleos altamente purificados. La pureza e integridad de
los nicleos obtenidos por esta técnica han sido comprobadas por microscopfa de contraste de
fase (para determinar posibles contaminaciones con reticulo endopldasmico) y con
marcadores enzimaticos (lactico deshidrogenasa para citosol e isocitrico deshidrogenasa para

mitocondrias) (169).

» III.A.I1.1.2.- Obtencién de microsomas

Para la obtencién de los microsomas (fraccién subcelular que corresponde al reticulo
endoplasmico (124)) se us6 la técnica de de Castro y col. (76), la cual es diferente de acuerdo

a si se aislan o no los nicleos al mismo tiempo.

Un esquema de los procedimientos seguidos se indica en la figura II1.2.

Sobrenadante de nuacleos u homogenato de higado

| 9.000 xg - 20"
sobrenadante pellet — descartar
| 105.000xg -1h
sobrenadante pellet —> descartar
microlsomas

Figura II1.2: Técnica de aislamiento de microsomas

La técnica empleada para la aislacion de la fraccién microsomal en el caso de
obtenerse simultdneamente ntcleos y microsomas fue la siguiente: el sobrenadante de la
centrifugacién a 2.000 xg (indicado en la técnica de niicleos como reservado para ser
empleado en la aislacién de la fraccién microsomal) se centrifuga durante 20 minutos a 9.000
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xg. Se toma el sobrenadante resultante con una jeringa, se lo introduce en tubos de
ultracentrifugacién adecuados y se lo centrifuga a 105.000 xg durante una hora. El pellet
obtenido corresponde a la fraccién microsomal.

En los experimentos donde no fue necesario el aislamiento simultdneo de los nicleos
se utiliz6 la técnica siguiente: el higado se homogeneiza en una solucién de KC1 0,15 M (4 ml
de KCI por gramo de higado). El homogenato se centrifuga 20 minutos a 9.000 xg y el

sobrenadante obtenido es ultracentrifugado de la manera indicada anteriormente.

> III1.A.I1.1.3.- Obtencibn de fraccién mitocondrial

La fraccién mitocondrial fue obtenida siguiendo la técnica de Sacchi y col. con
modificaciones (208, 76, 77).

La técnica empleada (representada en la figura 111.3) fue la siguiente: 8 g de higado se
homogeneizan con 32 ml de buffer sacarosa 0,25 M, Tris 2 mM, pH 7,6. El homogenato
obtenido se centrifuga durante 15 minutos a 800 xg y se descarta el precipitado.

8 g higado + 32 ml buffer
| homogeneizaci6n
| 800xg-15
descartar « pellet sobrenadante
| 800xg-15°
descartar « pe%let sobrenadante
| 3.000 xg-15
descartar « pe}let sobrenadante
| resuspender en 72 ml buffer
| 3.000xg -15°
pe*let sobrenadante —» descartar
mitocondrias

Figura II1.3: Técnica de aislamiento de mitocondrias

El sobrenadante se centrifuga nuevamente a 800 xg durante 15 minutos. El
sobrenadante de esta centrifugacion se centrifuga a 3.000 xg durante 15 minutos y se descarta
el sobrenadante.

El pellet obtenido se resuspende en 72 ml del buffer de homogeneizacién y se
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centrifuga a 3.000 xg durante 15 minutos.

El pellet resultante corresponde a la fraccién mitocondrial purificada, la cual se ha
establecido por microscopia electronica y por la actividad de citocromo c reductasa (enzima
marcadora de reticulo endoplasmico) que puede tener una contaminacién con reticulo
endoplasmico del 2% (76, 77).

» II1.A.I1.1.4.- Obtencién de fraccioén citosélica

La fraccién citosélica fue obtenida de acuerdo a la técnica de Masana y col. con
modificaciones (209).
Un esquema de la técnica seguida es representado en la figura II1.4.

higado
J homogeneizacién
| 9.000 xg - 20°

descartar «— pellet sobrenadante

| didlisis toda la noche
dializado

|

citosol

Figura 111.4: Técnica de obtenci6n de la fraccién citosélica

La técnica usada es la siguiente: se sigue la técnica de aislacién de microsomas sin
obtencién simultdnea de nicleos hasta la ultracentrifugacién.

El sobrenadante de la ultracentrifugacién es dializado durante la noche en frio contra
2 1 de buffer sacarosa 0,25 M, Tris 20 mM, pH 74. El dializado corresponde a la fracci6n
citos6lica.

> II1.A.I1.2.- Determinacién de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada por la técnica de Lowry (210), la cual
utiliza el reactivo para fenoles de Folin & Ciocalteu.

La técnica empleada (representada en la tabla IIL.1) fue la siguiente: se toma un
volumen de la muestra cuyas proteinas se quiere determinar y se lleva a un mililitro con
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agua. El blanco correspondiente se realiza empleando un mililitro de agua.
Se le agregan a todos los tubos 4 ml de una solucién formada por la mezcla de dos

reactivos (solucién C):
.- 50 ml del reactivo A: Na;COs3 2% en NaOH 0,1N
.~ 1 ml del reactivo B: CuSO4.5 H;O 0,5% en tartrato de sodio y potasio 1%
(esta solucién se prepara en el momento en que se va a usar).
Se esperan 10 minutos.
A cada tubo se le agrega 0,4 ml de una dilucién 1 : 3 del reactivo de Folin & Ciocalteu.

Se esperan 30 minutos.

Blanco Muestra
Muestra a ensayar — x ml
Agua destilada 1ml (1-x) ml
Solucién C 4ml 4ml
Esperar 10 minutos
Reactivo de Folin & Ciocalteu (1:3) 04 ml 04 ml

Esperar 30" - leer con filtro rojo en fotocolorimetro

Tabla Il1.1: Determinacién de protefnas

La solucién resultante se mide en un fotocolorimetro con filtro rojo.
La concentracién de proteinas se obtuvo a partir de una curva de calibracién

realizada en las mismas condiciones usando como proteina albamina de huevo.

> II1.A.I1.3.- Estadistica

Los test se realizaron usando el programa de computacién Graph Pad Software (211).

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el test de t desapareado o el test de t
desapareado alternativo (test de Welch).

Ambos tests asumen que cada valor es independiente de los demas y que las
poblaciones se distribuyen normalmente. Se emple6 el test de t cuando las desviaciones
estAndar fueron similares en tanto que se emple6 el test de Welch cuando las desviaciones
estandar fueron diferentes.

En ambos casos el valor de p corresponde a un intervalo de confianza del 95%.
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II1.B.- TECNICAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO DEL EFECTO DEL
CCL4 SOBRE LA INCORPORACION DE UN AMINOACIDO MARCADO
A PROTEINAS

En esta serie de experimentos se analiz6 el efecto del CCl, sobre la incorporacién de
un aminoédcido marcado a proteinas nucleares y microsomales hepéticas de rata in vivo.

Como aminoacido marcado se utiliz6 leucina radioactiva.

> I11.B.I.- Dosis empleadas

Las dosis empleadas en los experimentos de incorporacién de un aminoécido

marcado a proteinas se indican a continuacién.

.- CCly: El CCl; fue administrado intraperitonealmente (ip) como una solucién al 20%
(v/v) en aceite de oliva, en una dosis de 5 ml/kg (correspondiente a 1 ml CCly/kg rata). A
los animales control se les aplicé aceite de oliva. Esta es una dosis clasica en la investigacién
de la toxicidad del CCl4 (178, 77).

.- Leucina: La solucién de leucina empleada fue preparada en solucién fisiol6gica a
partir de L-[14C(U)]-Leucina y leucina sin marcar, de manera tal de obtener una solucién de
actividad especifica 30,3 mCi/mmol, de radioactividad 13,6 pCi/ml.

La solucién de leucina (14C-Leu) asf obtenida fue administrada ip en una dosis de 68,2
nCi/kg, la cual ha sido empleada en otros experimentos (77).

.- Cicloheximida: La cicloheximida fue administrada ip en una dosis de 1 mg/kg en
solucién fisiolégica. A los animales control se les administré soluci6n salina.
Esta dosis de cicloheximida es usualmente empleada (179).

> II1.B.I1.- Tratamientos

Los tratamientos aplicados a los animales en el estudio del efecto del CCl en la
incorporacién de un aminoacido marcado (leucina) a las protefnas nucleares y microsomales

totales y a distintas fracciones proteicas nucleares se indican en esta seccién.
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> III.B.I1.1.- Proteinas nucleares y microsomales totales

El esquema de administracién de las sustancias a ensayar se representa a
continuacién, donde x representa el tiempo de intoxicacién con CCls previo a la aplicacién de

leucina marcada. Las dosis aplicadas son las recién indicadas.

Se aplicé primero el aceite de oliva (ratas control) o el CCly y luego a distintos

tiempos (1, 2 y 4 horas) se les administr6 la leucina marcada a todos los animales.

x tiempo 1 hora

Control: aceite de oliva
}..__> Leucina ——— 5 sacrificio

CClg: CCl,

A la hora de aplicada la leucina se sacrificaron los animales, se les extrajeron los
higados, se aislaron los nicleos y los microsomas. A continuacién se aislaron las proteinas
totales de dichas fracciones, a las cuales se les determin6 la radioactividad incorporada.

La cantidad de leucina total incorporada en las proteinas se calcul6 teniendo en
cuenta la actividad especifica de la solucién de leucina empleada y la cantidad de

radioactividad determinada en cada fraccién proteica.

> II1.B.11.2.- Fracciones proteicas nucleares

Se emple6 el mismo esquema de tratamiento que en el caso de las proteinas totales,
salvo que los tiempos de intoxicacién fueron de 1 y 2 horas.

Después de sacrificar las ratas se aislaron los niicleos, se fraccionaron las proteinas
nucleares con la técnica indicada més adelante, se determiné la radioactividad presente en

cada una de las fracciones y se calcul6 la cantidad de leucina incorporada a cada una de ellas.

» II1.B.I1.3.- Pretratamiento con cicloheximida

La forma de administracién de las distintas sustancias se indica en el esquema
indicado en la pagina siguiente, donde la cicloheximida esta representada por CHX.

Las dosis empleadas son las indicadas anteriormente.

Los animales control recibieron solucién salina, 10 minutos después aceite de oliva y
1 hora después la solucién de leucina radioactiva.
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N
Control: solucién salina aceite de oliva
CHX: CHX 10 min aceite de oliva 1h 1h

F—’ > — UC-Leu — Sacrificio
CCls: solucién salina CCl,
CHX+CCly: CHX ) CCl, )

Los animales correspondientes al grupo de la cicloheximida fueron tratados primero
con ella, 10 minutos después recibieron aceite de oliva y una hora después el radioactivo.

Los animales del grupo del CClsy recibieron primero solucién salina, 10 minutos
después CCly y una hora después la leucina marcada.

El grupo mezcla (CHX + CCly) recibi6é primero la CHX, a los 10 minutos el CCl4 y una
hora después la solucién radioactiva.

Los animales fueron sacrificados una hora después de haber recibido la solucién de
leucina radioactiva, se extrajeron los higados, se aislaron los nicleos y los microsomas, de los
cuales se aislaron las proteinas totales. Se determiné la radioactividad incorporada a dichas
proteinas y en funcién de ese valor se calcul6 la cantidad de leucina incorporada a cada una
de ellas.

> II1.B.I11.- Aislaci6n de proteinas totales

En la aislacién de protefnas totales todas las operaciones se realizaron a temperatura
ambiente, la técnica empleada fue la siguiente (170):

Los pellet de nicleos o de microsomas se resuspenden en 1 ml de STKM 0,25 M.

El resuspendido se trata con 6 ml de TCA (4cido tricloroacético) al 10% (p/v) para
precipitar las proteinas. Se deja reposar 10 minutos y se centrifuga 10 minutos a 3.000 xg.

Se decanta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 5 ml TCA 5%. Se
calienta durante 30 minutos a 80-90 °C para eliminar los 4cidos nucleicos, luego de lo cual se
centrifuga a 3.000 xg durante 10 minutos. Todas las centrifugaciones siguientes se realizan en
las mismas condiciones.

Se lava el precipitado 3 veces por resuspensién y centrifugacién con 5 ml de TCA 5%
(p/V) cada vez.

A continuacién, para eliminar los lipidos y secar las proteinas, se lava por
resuspension y centrifugacién sucesivamente con 5 ml de las siguientes soluciones:

.- etanol : éter etilico : cloroformo (2:2:1),
.- acetona,
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- éter etilico.
Las proteinas asi obtenidas se secan en estufa toda la noche a 40 °C y a continuacién

se les determina la radioactividad incorporada.

>> II1.B.1V.- Fraccionamiento de proteinas nucleares

Para el fraccionamiento de las protefnas nucleares se us6 la técnica de Steele y Busch
con modificaciones (142, 170), la cual parte de nicleos aislados y procede segtin se describe a

continuacién (figura IIL.5).
Nicleos purificados
| NaCl0,14 M
Precipitado Protefnas nucleares solubles (frac. I)
| Tris 0,1 M, pH 7,6
Precipitado Protefnas nucleares solubles (frac. II)
| NaCl2M
Precipitado Desoxirribonucleoproteinas-1
| NaC12M | HSO,05N
l H.S0,02 N
Precipitado Desoxirribonucleo- l l
I NaOH 0,05 N protefnas-2 (frac. IV)
Protefnas bésicas Histonas
no histénicas (frac 1II)
Protefnas Ribonucleoprotefnas
residuales acidas (frac V)

(frac. VI)

Figura II1.5: Fraccionamiento de proteinas nucleares

Los nucleos se extraen dos veces con 3 ml de NaCl 0,14 M, cada vez se homogeneiza y
agita con una barrita magnética durante 20 minutos y se centrifuga a 6.000 xg durante 10
minutos; los sobrenadantes de estas dos centrifugaciones se retinen, formando la fraccién I

(proteinas nucleares solubles).

El precipitado se homogeneiza con 2,2 ml de Tris 0,1 M pH 7,6, se agita durante 20
minutos y se centrifuga en las mismas condiciones anteriores. El sobrenadante constituye la

fraccion II (proteinas nucleares solubles).

El precipitado de la Gltima centrifugacién se desintegra con 6,5 ml de NaCl 2 M y una
gota de octanol (para evitar la formacién de espuma) durante 20 segundos en un
desintegrador (indicado en el punto III.A.L2). A continuacién se centrifuga a 25.000 xg
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durante 1 hora. El sobrenadante se separa y guarda a -40 °C. Este sobrenadante corresponde
a las desoxirribonucleoprotefnas-1, proteinas basicas ligadas al ADN, de las cuales se

obtienen las histonas y la fraccién III.

El precipitado se extrae con 1,6 ml de NaCl 2 M durante toda la noche por agitacién
con la ayuda de una barrita magnética, luego de lo cual se centrifuga una hora a 16.000 xg. Se
reserva el sobrenadante y el precipitado se vuelve a extraer durante una hora con igual
volumen de NaCl 2 M, centrifugdndose posteriormente a 16.000 xg durante una hora. El
precipitado se reserva. El sobrenadante se retine con el reservado de la centrifugacién
anterior y se vuelve a centrifugar a 16.000 xg durante 20 minutos. El precipitado se descarta.
El sobrenadante corresponde a las desoxirribonucleoproteinas-2 (fraccién IV), proteinas
acidas (no histonas) ligadas al ADN.

El precipitado reservado de la segunda extraccién con NaCl 2M esté formado por las
fracciones V y VI. Para separar ambas fracciones el precipitado se homogeneiza suavemente
durante 2 minutos con 2,2 ml de NaOH 0,05 N y a continuacién se centrifuga a 20.000 xg
durante 20 minutos.

El precipitado obtenido se extrae otras dos veces con igual volumen de NaOH 0,05 N,
agitando con una barrita magnética durante 20 minutos y centrifugando 20 minutos a 20.000
xg cada vez. Los sobrenadantes se retinen, formando la fraccién V, en la cual se determina el
contenido de proteinas por el método de Folin y luego se la lleva a pH 6. La fraccién V son
ribonucleoproteinas 4cidas, proteinas 4cidas no histénicas no ligadas ADN.

El precipitado de las extracciones con NaOH 0,05 N corresponde a la fraccién VI, la

cual est4 formada por proteinas residuales.

Del sobrenadante que se reservé a -40°C (las desoxirribonucleoproteinas-1) se aislan
las histonas y la fraccién III de la siguiente manera: el extracto de NaCl 2 M seenfriaa 4 °Cy
se trata con 0,35 ml H;SO4 10N (de manera tal de obtener una concentracién final de HSO4
0,5 N). Se centrifuga a 20.000 xg durante 20 minutos, se reserva el sobrenadante, y el
precipitado se extrae 2 veces més por homogeneizacién con H2504 0,2 N, centrifugdndose
cada vez en las mismas condiciones anteriores. Se combinan los dos sobrenadantes con el
reservado, formando la fraccién de correspondiente a las histonas.

El precipitado corresponde a la fraccién Il y estd formado por proteinas béasicas no
histénicas.

Las proteinas presentes en todas las fracciones se determinan con la técnica de Lowry.

Una vez determinado el contenido de proteinas se procede a la aislacién de las
mismas por precipitaciéon con TCA. Dada la poca cantidad de protefnas que posee cada
fraccién, para favorecer la precipitacion se le agrega a cada una un peso conocido de

albamina de huevo (aproximadamente 15 mg).
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Las histonas se precipitan usando el volumen de TCA 100% necesario para que la
concentracién final de TCA sea del 20%.

Las demés fracciones se precipitan con TCA 60% de tal manera de obtener una
concentracién final de TCA del 15%.

Las fracciones proteicas precipitadas se lavan 3 veces con 6 ml de TCA 10% por
resuspencion y centrifugacién a 3.000 xg durante 10 minutos cada vez.
A continuacién se lavan sucesivamente de la misma manera con las siguiente
soluciones:
.- etanol : eter etilico : cloroformo (2:2:1),
.- acetona,
.- eter.
Posteriormente se secan en estufa toda la noche y se determina la radioactividad

incorporada en cada una de ellas.

> II1.B.V.- Determinacién de radioactividad en proteinas

La técnica de Diaz G6mez y col. empleada (170), se describe a continuacién.

Se pesa en un vial de centelleo menos de 10 mg de proteina seca y se la trata con 1 ml
de 4cido férmico concentrado para disolverla (de ser necesario se calienta a 37 °C).

Se le agregan 5 ml de una mezcla de butil cellosolve al 48% en tolueno y 15 ml de
PPO (2,5-difeniloxazol) al 8% en tolueno/butil cellosolve (3:1).

La radioactividad se cuenta en un contador de centelleo liquido, restandosele el valor

de un blanco apropiado.

La cantidad de leucina incorporada a las proteinas nucleares totales se calcula
teniendo en cuenta la cantidad de proteina aislada pesada para determinar la radioactividad

y el valor de radioactividad medido.

En el caso de la determinacién de la incorporacién de leucina a las fracciones
proteicas nucleares se debe considerar la cantidad de proteina en la fraccién determinada por
la técnica de Folin, los miligramos de albimina de huevo agregados a esa fraccién para
favorecer la precipitacién, la cantidad de protefna pesada para la determinacién de la
radioactividad y la radioactividad medida para el célculo de los moles de leucina

incorporados en cada fraccién proteica nuclear.
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III.C.- TECNICAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO DE ALTERACIONES
QUIMICAS CAUSADAS POR EL CCL4 EN PROTEINAS Y
AMINOACIDOS

En esta serie de experimentos se analiz6 si los metabolitos reactivos del CClL; eran
capaces de formar grupos carbonilos o alterar el contenido de grupos sulfhidrilos de las
proteinas. Ademas se estudi6 la formacién de productos volatiles y las caracteristicas de este
fenémeno.

Se divide este tema en cuatro grupos:
III.C.1.- Sistemas quimicos (proteinas, aminoéacidos, compuestos volatiles).
II1.C.2.- Sistemas in vitro (distintas fracciones sulcelulares).
III.C.3.- Sistema in vivo (inicamente en el caso de los grupos carbonilos).
II1.C.4.- Técnicas de determinacién de grupos carbonilos y grupos sulfhidrilos.

A continuaci6n se indican las técnicas empleadas en cada grupo de experimentos.

H.C.L- SISTEMAS QUIMICOS

> 111.C.1.1.- Activacién del CCly en un sistema quimico

El CClL,; es activado a sus metabolitos reactivos por la luz ultravioleta C (81), por lo
que se desarroll6 en el laboratorio un sistema para irradiar la solucién a ensayar con luz
ultravioleta C (UVC) (204).

La lampara de luz ultravioleta C utilizada (indicada en el punto III.A.I.2) corresponde
a una longitud de onda de 254 nm e intensidad 100 W. Se determin6 que la intensidad de la
luz emitida a 15 mm de la lampara era de 3400 mW/cm2.

La técnica empleada fue la siguiente: la solucién a irradiar se coloca en una celda de
cuarzo de 3 ml, la cual se cierra herméticamente con un sistema especialmente disefiado que
sella la cubeta con un tapén de silicona. Para la irradiacién se coloca la celda en forma
horizontal, ubicando por encima de ella la lampara de UVC, de tal forma que la superficie a
irradiar quede a 15 mm de la superficie de la lampara.

En todos los casos las soluciones se irradiaron durante 6 minutos.

Luego de la irradiacién se determiné el contenido de grupos carbonilos o el contenido

de grupos sulfhidrilos segtin correspondiera.
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» III.C.I1.1.1.- Sistema quimico empleado para proteinas

En estos ensayos se utilizé6 albamina de huevo o albimina de huevo delipidada,

(preparada como se indica més adelante) en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8.

Se utiliz6 la técnica de irradiacién recién indicada; en cada caso se irradié 1 ml de la

solucién a ensayar.

A continuacién se indica un esquema de la forma de preparacién de las soluciones a
irradiar en el caso de la determinacién de la alteracién de grupos carbonilos y sulfhidrilos
causada por el CCL; o sus metabolitos reactivos en albimina de huevo nativa o delipidada,
en atmosfera de aire o de nitrégeno.

Control CCly
albamina nativa o delipidada (4 mg/ml) 1,0ml 1,0ml
etanol 5ul —
CCL04M — 5ul

Tabla II1.2: Sistema quimico empleado para proteinas

En todos los casos la concentracién final de CCly en las soluciones a irradiar fue 2
mM, para lo cual se agregaron 5 ul de una solucién de CCls 0,4 M en etanol. A los controles
se les agreg6 5 pl de etanol.

El agregado de las soluciones de CCly o de etanol se hizo una vez que el sistema
estaba cerrado. En el caso de trabajar en atmésfera de nitrégeno el agregado fue posterior al

burbujeo con nitrégeno.

La atmoésfera de nitrégeno de obtuvo burbujeando durante 5 minutos nitrégeno (libre

de oxigeno) en la celda de irradiacién correspondiente.

En el estudio de los efectos del a-tocoferol 1 mM, Trolox ImM y EDTA 3mM sobre las
alteraciones de grupos carbonilos o grupos sulfhidrilos inducidas por los metabolitos
reactivos del CCl; los esquemas de preparacién de las soluciones fueron diferentes.

En el caso del ensayo de a-tocoferol (aT) y Trolox, las soluciones que se emplearon
fueron de concentracién 0,2 M en etanol, de tal manera de obtener una concentracién final 1
mM en el sistema de irradiacién.

Las soluciones mezclas (preparadas en etanol) fueron:

~aT+CCli: aT02M,CCL04M
.- Trolox + CCly: Trolox 0,2M, CCL, 04 M
La preparacién de las soluciones fue la que se indica a continuacién.
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Control CCl aT o Trolox CCl +
(aT o Trolox)
albimina (4 mg/ml) 1,0 ml 1,0 m! 1,0 ml 1,0 ml
etanol 5ul — — —
CCly — 5pul — —
aT o Trolox —_ — Sul —
CCly + (aT o Trolox) — — — S5ul

Tabla II1.3: Sistema quimico empleado para protefnas en presencia de a-tocoferol o Trolox

En el caso del EDTA, debido a su baja solubilidad en el medio de irradiacién, la
preparacién de las soluciones fue diferente. Se usé una solucién de albamina en el mismo
buffer méas concentrada (5 mg/ml) y el EDTA se prepar6 en el mismo buffer en una
concentracién 15 mM.

A continuacién se indica el esquema de preparacién de las soluciones a irradiar

empleado.

Control CCl, EDTA CCL+EDTA
albumina 5g/ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml
buffer 0,2ml 0,2ml — —
EDTA 15 mM — — 0,2 ml 02mi
etanol 5ul — 5ul —
CCL 04M — 5l — 5 ul

Tabla II1.4: Sistema quimico empleado para protefnas en presencia EDTA

En todos los casos a las soluciones irradiadas se le determiné el contenido de grupos
carbonilos o de grupos sulfhidrilos segtin correspondiera.

> III.C.I.1.2. - Sistema quimico empleado para aminodcidos

A continuacién se indican los sistemas para la irradiacién de aminoacidos empleados.

Grupos carbonilos
El efecto del CClLy sobre la formacién de grupos carbonilos sobre aminoéacidos se
ensayé en medio aerobio. Se emplearon los 20 amino4cidos normalmente presentes en las
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proteinas de las células eucariotas: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina,
treonina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptofano, cisteina, metionina, aspartico, glutdmico,
asparragina, glutamina, lisina, arginina e histidina.

Se usaron soluciones de 4 mg/ml de los aminoacidos (aa) en buffer fosfato 50 mM,
pH 7,8, las cuales fueron irradiadas o no segtin se indique. La forma de preparacién de las

soluciones a irradiar fue la siguiente.

aa aa + CCly
aminodcido (4 mg/ml) 1,0 ml 1,0ml
etanol 5ul —
cCl04M — 5ul

Tabla II1.5: Sistema quimico empleado para aminoéacidos

Los carbonilos formados se midieron con la técnica de 2,4-dinitrofenilhidracina

indicada méas adelante.

Grupos sulfhidrilos
El estudio del efecto del CCL y de sus metabolitos reactivos sobre el contenido de
grupos sulfhidrilos se realizé tnicamente sobre el aminoéacido cisteina por ser el tnico que

posee un grupo sulfhidrilo libre.

Las condiciones de irradiacién son las mismas que las indicadas para el resto de los
aminoécidos. Luego de la irradiacién se determiné el contenido de grupos sulfhidrilos por la
técnica indicada mas adelante.

> 1I1.C.1.2.- Preparacién de albtimina delipidada

La albimina de huevo delipidada fue preparada de acuerdo a la técnica de Chen
(203), l1a cual se indica a continuacién.

500 mg de albimina de huevo se disuelven en 5 ml de agua destilada y se mezclan
con 500 mg de carbén activado (Norit A), el cual fue lavado previamente con agua destilada,
filtrado a través de un embudo de Buchner y dejado secar toda la noche a temperatura
ambiente.

La solucién de albimina mezclada con el carbén activado se lleva a pH 3 usando HCl
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0,2 N y se agita con un agitador magnético durante 1 hora en bario de hielo.
Posteriormente se remueve el carbén activado por centrifugacién a 20.000 xg durante
20 minutos a 2°C. La solucién sobrenadante se lleva a pH 7 usando NaOH 0,2 N y se liofiliza.
La albimina asf preparada es esencialmente libre de lipidos, de acuerdo a lo
determinado por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas (204).

> I11.C.1.3.- Estudio del efecto de la luz UVC sobre el glutatién oxidado

Para el estudio del efecto de la luz ultravioleta sobre el glutation oxidado se emple6
un sistema quimico similar al empleado para los aminoacidos.

Se utiliz6 una solucién de glutatién oxidado de 4 mg/ml en buffer fosfato 50 mM, pH
7,8, ensayandose en atmosfera de aire o de nitrégeno, segun se indique.

A las soluciones resultantes de la accién de la luz UVC se les determiné el contenido

de grupos sulfhidrilos.

> I11.C.1.4.- Estudio de formacién de productos voldtiles por CCl,

En este caso se estudi6 la posible formacién de compuestos volétiles por efecto de los
metabolitos reactivos del CCL; sobre dos tipos de sustancias: la proteina albimina de huevo
nativa y el aminoécido cisteina.

Los compuestos volétiles formados se analizaron por cromatografia gaseosa.

> III.C.1.4.1.- Albtmina

Se utilizaron soluciones de albimina de huevo nativa de 16 mg/ml en buffer fosfato
50 mM, pH 7,8.

Se estudio el efecto del Trolox 1 mM sobre la formacién de productos volatiles.

El CCly (5 ul) se agregb puro a las soluciones a irradiar para evitar las posibles
interferencias del etanol en los cromatogramas.

El Trolox se agregé como una solucién 50 mM en el buffer de incubacién.

Un esquema general de la preparacién de las soluciones a irradiar se indica a
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continuacién;

Control CCl, Trolox CCly +Trolox
albamina (16 mg/ml) 1,0ml 1,0ml 1,0ml 1,0ml
CCl4 puro — 5ul — 5ul
Trolox 50 mM — — 20 ul 20 pl

Tabla III.6: Sistema quimico empleado para la determinacién de compuestos volétiles
formados por el CCl, sobre la albimina de huevo en presencia de Trolox

A las soluciones resultantes de la irradiacién se les agregé 0,35 ml de solucién
saturada de NaCl, y se las mantuvo a 37 °C al menos durante media hora. Los vapores

fueron analizados por cromatografia gaseosa como se indica més adelante.

» III.C.1.4.2.- Cisteina

Se utilizé una solucién de cisteina (4 mg/ml en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8), en
presencia o no de CCly; 2 mM. Se procedi6 de la misma manera que en el caso de la
determinacién de Ia formacién de productos volétiles a partir de la albamina de huevo.

» III.C.1.4.3.- Andlisis cromatogrdfico de los productos voldtiles

Los vapores de las muestras obtenidas de la irradiacién y posterior tratamiento con
NaCl, fueron analizados en un cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de llama en

las siguientes condiciones:

.- modo de inyeccién: sin division de flujos (“splitless”), tiempo de purga de 0,2 min;
.~columna: silica fundida recubierta con PoraPLOT Q; 25 m x 0,53 mm didmetro
interno, espesor del film 20 pm;
.- flujo de gases: nitrégeno (carrier), 7,9 ml/min,
hidrégeno: 34 ml/min,
aire: 275 ml/ min,
nitrégeno: 23 ml/ min;
.- volumen de inyeccién: 100 pl (empleando la jeringa para gases indicada en III.A);
-~ temperatura del inyector: 150 °C;
.- temperatura del detector: 200 °C;
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.- temperatura de la columna: 105 °C durante 4,5 minutos, luego incrementando con
una rampa de velocidad 50 °C/min hasta 140 °C, a 140 °C durante 2,8 minutos, a
continuacién incrementando con una rampa de velocidad 50 °C/min hasta 160 °C

HL.C.I1.- SISTEMAS IN VITRO

En esta serie de experimentos se usaron fracciones subcelulares obtenidas de acuerdo
a las técnicas indicadas en Materiales y Métodos Generales (III.A).

En cada caso las fracciones subcelulares se incubaron en medios adecuados. Se
ensayaron de esta manera microsomas, nacleos, mitocondrias y citosol. Todas las fracciones
subcelulares, salvo el citosol, contienen sistemas para la metabolizacién del CClLy a sus
metabolitos reactivos.

En estos experimentos las proteinas blanco de ataque serian las mismas proteinas de
la fraccién subcelular.

El CCly fue activado a sus metabolitos reactivos por los sistemas metabolizantes
presentes en cada fraccién subcelular (salvo en el caso del citosol). Para que se pueda
producir dicha activacién es necesaria la presencia de NADPH como cofactor del sistema de
metabolizacién. Por esta razén se utilizé en las incubaciones de las fracciones subcelulares
sistema generador de NADPH, con el cual se produce NADPH en forma continua. Este
sistema generador estd formado por isocitrato, NADP+ (fosfato de nicotinamida
dinucle6tido) y la enzima isocitrato deshidrogenasa (las concentraciones empleadas se

indican en cada incubacién).

>> [I1.C.11.1.- Incubacién de microsomas

Se sigui6 la siguiente técnica de incubacién (176): los microsomas aislados fueron
resuspendidos en buffer Tris 0,15 M, KH,PO; 1 mM, pH 7,4, de tal manera que la
concentracién final de proteina en el medio de incubacién fuera de aproximadamente 4 mg
proteina/ml incubado.

El volumen final del medio de incubacién fue de 3 ml. Este medio contenfa
(concentraciones finales): MgCl2 0,15 M, y podia contener o no (segun se indique en cada
grupo) sistema generador de NADPH: isocitrato de sodio 3,62 mM, NADP+ 0,45 mM,
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isocitrico deshidrogenasa (ICDH): 0,17 UE/ml y/o CCl; 2 mM.
El esquema de preparacién de las mezclas a incubar se indica a continuacién.

Control CCly NADPH CCL+NADPH
microsomas 1,0ml 1,0ml 1,0 ml 1,0ml
buffer 1,7 ml 1,7 ml 14 ml 1,4 ml
MgCl21,5M 03 ml 0,3 ml 0,3ml 03 mi
isocitrato./ NADP* — — 03ml 03 ml
isocitrato deshidrogenasa — — 10 pul 10 ul
etanol 5ul — 5ul —
CCL12M — 5ul — 5ul

Tabla I11.7: Sistema de incubacién de microsomas

Se incub6 durante 1 hora a 37°C con agitacién en viales de vidrio sellados con septum
de neopreno y tapa de aluminio. La reaccién fue interrumpida colocando los viales en un
bafio de agua-hielo.

El CCl, se agreg6 como 5pl de una solucién 1,2 M después de sellados los viales.

En este sistema se ensayo ademés el efecto de una atmésfera de nitrégeno,
burbujeando la solucién durante 5 minutos con nitrégeno libre de oxigeno antes del
agregado de CCly o etanol.

En el estudio del efecto de distintas sustancias, a-tocoferol 1 mM, hemisuccinato de a-
tocoferol 1 mM, Trolox C 1 mM, y EDTA 3 mM, la preparacién de los medios de incubacién
fuediferente de acuerdo a la solubilidad de las mismas. Estos sistemas se indicardn més

adelante.

Se determinaron luego de las incubaciones los contenidos de grupos carbonilos o de
grupos sulfhidrilos de las proteinas segiin correspondiera con las técnicas indicadas maés

adelante.

>> II1.C.I1.2.- Incubacién de niicleos

En este caso la técnica seguida fue la siguiente (176): los niicleos aislados fueron
resuspendidos en Tris 0,15 M, KH,POs 1 mM, pH 7,4, de manera tal de obtener una
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concentracién final de 8 mg de proteina/ml de incubado.
Se emple6 el siguiente esquema de preparacién de las soluciones a incubar:

Control CCly NADPH CCL1+NADPH

nacleos 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0 ml
buffer 0,7 ml 0,7 ml 04 ml 0,4 ml
MgCl.15M 03ml 03 ml 03 ml 03 ml
isocitrato/ NADP* — — 0,3 ml 0,3ml
isocitrato deshidrogenasa — — 10 pl 10 pl
etanol 5ul — 5ul —

CCL12M — 5ul — 5ul

Tabla I11.8: Sistema de incubacién de niicleos

Se us6 el mismo buffer como medio de incubacién, con una concentracién de MgCl,
final 0,15 M. El sistema generador de NADPH (presente cuando se indique) fue similar al

empleado en la incubacién de los microsomas. El volumen final de incubacién fue de 3 ml.

En el caso de determinacién de grupos carbonilos se utilizé CCls 0 CBrCls

Para el CCl4 se sigui6 el sistema de incubacién recién indicado, con una concentracién
final de 2 mM de CCly, incubandose durante 0,5, 1 6 3 horas a 37°C con agitacién. Se
emplearon viales de vidrio sellados con septum de neopreno y tapa de aluminio. La reaccién

fue interrumpida colocando los viales en un bafio de agua-hielo.
En el caso del CBrCls 2 mM el esquema de preparacién es el mismo que para CCl; 2
mM. Cuando se utilizé6 CBrCl, puro, se agregaron 7ul a los 3 ml de incubacién.

Para la determinacién de grupos sulfhidrilos se utiliz6 CCly 2mM, prepardndose las
mezclas de incubacién de la misma manera que para carbonilos con CCls. Los tiempos de

incubacién en este caso fueron1y 3 h.

Luego de las incubaciones se determiné el contenido de grupos carbonilos o de

grupos sulfhidrilos segtin correspondiera.

14



MATERIALES Y METODOS

> JII.C.I1.3.- Incubacién de mitocondrias

En el caso de las mitocondrias (76, 77), el medio de incubacién fue diferente al de los
microsomas; estando formado en este caso por: Tris 0,3 M, pH 7,4, MgCl. 5 mM, isocitrato de
sodio 8 mM, NADP* 0,33 mM, isocitrato deshidrogenasa: 0,36 UE/ml de incubado.

La preparacién de las mezclas a incubar fue la siguiente:

Control CClL NADPH CCL+NADPH

mitocondrias 1,0ml 1,0ml 1,0ml 1,0 ml
buffer 1,7 ml 1,7 ml 1,4 ml 1,4 ml
MgCI2 5 mM 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml
isocitrato./NADP+ — — 0,3ml 0,3 ml
isocitrato deshidrogenasa — — 45 ul 45 pul
etanol 5pul — 5pul —

CCL12M — S5ul — 5ul

Tabla II1.9: Sistema de incubacién de mitocondrias

Las mitocondrias se resuspendieron en el buffer de incubacién de tal manera de tener
una concentracién de 5 mg proteina/ml incubado. El volumen final de incubaci6n fue 3 ml.

Se incub6 a 37°C durante 1 en viales de vidrio sellados con septum de neopreno y
tapa de aluminio. La reaccién fue interrumpida colocando los viales en un bafio de agua-
hielo.

Los grupos carbonilos o los grupos sulfhidrilos de las protefnas segtn

correspondiera, fueron posteriormente determinados.

> II1.C.11.4.- Incubacién de fraccién citosélica

Los ensayos sobre el citosol se realizaron de acuerdo a la siguiente técnica (209): se
incubaron 0,2 ml de citosol por ml de incubado en un medio de incubacién similar al de los
microsomas, es decir: Tris 0,15 M, KH.POs 1 mM, pH 7,4, MgCl2 0,15 M; en presencia o no de
sistema generador de NADPH (isocitrato de sodio 3,62 mM, NADP* 0,45 mM, 0,17 UE/ml
de isocitrico deshidrogenasa) y/o CCls 2mM. El volumen final de incubacién fue de 3 ml (10,
4).

Se incub6 a 37°C durante 1 hora en viales de vidrio sellados con septum de neopreno
y tapa de aluminio. La reaccién fue interrumpida colocando los viales en un bafio de agua-
hielo.
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El esquema de preparacién de las soluciones a incubar empleado fue el siguiente:

Control CCL NADPH CCL+NADPH

citosol 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml
buffer 2,1 ml 21ml 1,8 ml 1,8 ml
MgCl1,5M 03 ml 03 ml 03 ml 03 ml
isocitrato/ NADP* — — 03 ml 0,3 mi
isocitrato deshidrogenasa — — 10 pl 10 pl
etanol 5ul — 5ul —

CCL12M — 5ul — 5ul

Tabla I11.10: Sistema de incubacién de fraccién citos6lica

El contenido de grupos carbonilos o de grupos sulfhidrilos de las proteinas y de

grupos sulfhidrilos en sustancias no proteicas fue determinado a continuacién.

>> II1.C.I1.5.- Incubaciones de microsomas con distintas sustancias

A continuacién se indican los sistemas empleados, donde las concentraciones de los
bufferes, del MgCly, del sistema generador de NADPH (isocitrato de sodio (isoc.), NADP* y
isocitrato deshidrogenasa (ICDH)) fueron similares a las usadas para microsomas, variando
tnicamente las cantidades de buffer para permitir el agregado de las sustancias a ensayar.

En todos los casos luego de las incubaciones se determiné el contenido de grupos

carbonilos o de grupos sulfhidrilos segtin correspondiera.

Las sustancias que se ensayaron con este sistema fueron: a-tocoferol, hemisuccinato
de a-tocoferol 1 mM, Trolox 1 mM, EDTA 3 mM. Debido a la distinta solubilidad de estas

sustancias en el medio de incubacién se emplearon volimenes distintos de las mismas.

El sistema basico de incubacién (sin considerar los volimenes de buffer ni de
sustancias (D) a agregar) fue el siguiente:

Los volimenes de sustancias a ensayar agregados fueron:
.— a-tocoferol 0,6 M en etanol: Sul.
.— hemisuccinato de a-tocoferol 3,33 mM en buffer: 0,9 ml.
.— Trolox 10 mM en buffer: 0,3 ml.
.— EDTA 15 mM en buffer: 0,6 ml.
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Control D CCL CCL+D NADPH NADPH CCL+ CCL+D+
+D NADPH NADPH
microsomas 1,0 ml 1,0 ml 1,0ml 1,0ml 1,0ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0ml
MgCl, 03 ml 03ml 0,3 ml 0,3 ml 03ml 03 ml 03ml 03 ml
isoc./NADP* — — — — 03ml 0,3 ml 03 ml 03 ml
ICDH — — — — 10 ul 10 ul 10 pul 10 ul
etanol 5ul 5ul — 5ul 5ul — —_
CCL — — 5ul Sul — — 5ul 5ul

Tabla II1.11: Sistema de incubacién de microsomas con distintas sustancias

En todos los casos se complet6 el volumen se la mezcla de incubacién a 3 ml

mediante el agregado de buffer de incubacién.

HL.CJIL.- SISTEMA IN VIVO

En este grupo de experimentos se determiné el contenido de grupos carbonilos de

proteinas hepéticas microsomales y nucleares de ratas intoxicadas con CCl,.

> II1.C.II1.1.- Tratamientos

A los animales control se les administr6 ip aceite de oliva, en tanto que al grupo con
CCl, se les aplic6é CCly ip en la dosis indicada en Procedimientos Generales (una solucién al
20% (v/v) en aceite de oliva, 5 ml/kg).

En el caso de la determinacién en microsomas, los animales fueron sacrificados
media, una, dos y tres horas después de haber recibido el CCl4 o el aceite de oliva, se les
extrajo el higado y se obtuvieron los microsomas. El pellet de microsomas fue resuspendido
en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, de tal manera de obtener una concentracién
aproximada de 4 mg de proteina/ml, y se determiné el contenido de grupos carbonilos en
Ias protefnas microsomales.

Cuando se determiné el contenido de grupos carbonilos en las proteinas nucleares,
los animales fueron sacrificados una, dos, tres y seis horas después de haber recibido el CCl,
o el aceite de oliva, se les extrajeron los higados y se aislaron los ntcleos. La fraccién nuclear
fue resuspendida en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8 para obtener una concentracién
de 8 mg de proteina/ml y se les determiné el contenido de grupos carbonilos a las proteinas.
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H1.C.1V.- MEDICION DE GRUPOS CARBONILOS Y GRUPOS SULFHIDRILOS

> II1.C.IV.1.-Determinacién de grupos carbonilos
Los grupos carbonilos se midieron usando la técnica de Levine y col. (212). La técnica

empleada fue diferente de acuerdo a si se trataba de proteinas o amino&cidos. A

continuacién se indica la técnica seguida en cada caso.

> III.C.IV.1.1.- Medicién de grupos carbonilos en proteinas

En el caso de las proteinas nucleares es necesaria la preparacién previa de las
muestras, la cual se indicar4 més adelante.

El volumen de solucién o suspencién correspondiente a 1 mg de proteina se precipita
con igual volumen de &cido tricloroacético (TCA) al 20%. Se espera 10 minutos y se
centrifuga 3 minutos a 15.000 xg.

El precipitado se hace reaccionar con 0,5 ml de 2,4-dinitrofenithidracina 10 mM en
HCI 2 M durante una hora agitando cada 10-15 minutos. El blanco respectivo se hace usando
HC1 2 M en lugar de 2,4-dinitrofenilhidracina.

Se reprecipita con 0,5 ml de TCA 20%, y el precipitado se lava 3 veces con 1 ml de
etanol-acetato de etilo (1:1) cada vez. El precipitado obtenido se redisuelve en solucién de
guanidina 6M, 20 mM en KH2PO,, ajustada a pH 2,3 con 4cido trifluoroacético.

En el caso de ensayarse la albimina y los amino4cidos, para disolver la hidrazona
formada se disuelve calentdndola 30 minutos a 37°C. En el caso de las proteinas
microsomales, nucleares, mitocondriales y citosélicas se deja agitando toda la noche a baja
temperatura. En ambos casos se centrifuga 10 minutos a 15.000 xg utilizando el
sobrenadante para la medicién.

La hidrazona formada se determina por espectrofotometria midiendo la absorbancia
a 370 nm; los nmoles de carbonilos/mg de proteina se calculan considerando un coeficiente
de absorcién de 22.000 M-lcmc1.

> III.C.1IV.1.1.1.- Preparacién de las muestras de proteinas nucleares

En el caso de la determinacién de grupos carbonilos en las proteinas nucleares es
necesario eliminar previamente los 4cidos nucleicos, ya que cuando estin presentes en gran
cantidad pueden interferir (212).

La técnica empleada fue la siguiente: 3 ml de la resuspencién de nucleos se tratan con
0,34 ml de sulfato de estreptomicina al 10% en HEPES (4cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico) 50 mM, pH 7,2; se lo deja a temperatura ambiente durante 15
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minutos, se centrifuga a 11.000 xg durante 10 minutos y el precipitado se descarta. En el
sobrenadante se determina el contenido de grupos carbonilos con la técnica recién indicada.
La eliminacién de los 4cidos nucleicos es eficaz si la relacién de absorbancias a 280

nm y 260 nm es mayor que 1.

> III.C.IV.1.2.- Medici6n de grupos carbonilos en aminodcidos
Se utiliz6 la técnica de Levine y col. (212). Un volumen de 0,3 ml de las soluciones de

los aminoécidos se mezclan con 0,9 ml de una solucién de guanidina preparada de la manera
siguiente: 9 volimenes de guanidina 8 M, KH.PO4 26,7 mM, pH 6,35 + 0,5 volamenes 2,4
dinitrofenilhidracina 10 mM + 0,5 voldmenes de HCl 2M.

Se deja reaccionar la mezcla 1 hora a temperatura ambiente y se miden las hidrazonas

formadas en las mismas condiciones que las proteinas.

> JII.C.IV.2.- Técnica de determinacién de grupos sulfhidrilos

Se utiliz6 la técnica de Ellman con modificaciones (213, 214, 215).
La parte inicial de la técnica a seguir depende de si el material sobre los que se
determinan los grupos sulfhidrilos es soluble (cisteina, albtmina de huevo, glutatién

oxidado) o no (proteinas de las fracciones subcelulares).

» III.C.IV.2.1.- Sustancias solubles

Un volumen de solucién cuyos grupos sulfhidrilos se quiere determinar se lleva a 0,5
ml con buffer Tris 0,1 M, EDTA 5 mM, SDS 0,5%, pH 7 ,4.

A los 0,5 ml anteriores se le agregan 0,5 ml de Tris 0,1 M, EDTA 5 mM, DTNB (4cido
ditiobis-(2-nitrobenzoico)) 0,2mM, pH 8,6. El blanco de cada punto se hace con 0,5 ml de Tris
0,1 M, EDTA 5 mM, pH 8,6.

Se deja reposar 30 minutos y se lee en un espectrofotémetro a 412 nm contra un
blanco formado por igual volumen de Tris 0,1M, EDTA 5 mM, SDS 0,5%, pH 7,4 y Tris 0,1 M,
EDTA 5mM, pH 8,6.

Los nmoles de sulfhidrilos/mg proteina se calculan considerando un coeficiente de
absorcién molar de 13.100 M-lcm1.

149



MATERIALES YMETODOS

» JII.C.IV.2.2.-Proteinas insolubles

0,25 ml de la solucién a la cual se le quiere determinar el contenido de grupos
sulfhidrilos se precipita con 0,5 ml de TCA 5%, EDTA 5 mM. Se deja reposar 10 minutos y se
centrifuga a 15.000 xg durante 3 minutos.

El precipitado se lava 2 veces con 0,5 ml de TCA 5%, EDTA 5 mM, se espera 10
minutos y se centrifuga a 13.500 xg cada vez. El precipitado se resuspende en 1,5 ml de Tris
0,1 M, EDTA 5 mM, SDS 0,5%, pH 7,4. A 0,5 ml de cada resuspendido se le agrega igual
volumen de Tris 0,1 M, EDTA 5 mM, DTNB 0,2 mM, pH 8,6.

De cada muestra se hace un blanco mezclando 0,5 ml del resuspendido con igual
volumen de Tris 0,1 M, EDTA 5 mM, pH 8,6.

A partir de este punto la técnica coincide con la de sustancias solubles.
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IV.- RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis han sido divididos en tres partes:

IV.A.- Estudio del efecto del CCly sobre la incorporacién de un aminoacido marcado a
proteinas hepéticas de rata.

IV.B.- Estudio del efecto del CCl4 sobre la formacién de grupos carbonilos en proteinas.
IV.C.- Estudio del efecto del CCl4 sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de proteinas.

IV.A.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL CCLq SOBRE LA
INCORPORACION DE UN AMINOACIDO MARCADO A PROTEINAS
HEPATICAS DE RATA

Como se ha indicado en la Introduccién de este Trabajo de Tesis, el CCL causa en los
hepatocitos la alteracién de la maquinaria de sintesis proteica a nivel de los ribosomas.
Habia sido determinado previamente que el CCl; altera la incorporacién de un

aminoé4cido marcado a proteinas microsomales, ribosomales y citos6licas hepaticas de rata.

En esta serie de experimentos se quiso estudiar el efecto del CCly sobre la
incorporacién de un aminodcido marcado a las protefnas nucleares totales y a distintas
fracciones proteicas nucleares hepéticas de rata.

Se eligié como aminoé4cido marcado la leucina radioactiva ya que es un aminoacido
presente en toda clase de protefnas.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, las cuales son susceptibles a la
accién téxica del CCla.

También se estudi6 el efecto de la cicloheximida, un conocido inhibidor de la sintesis
proteica, para determinar si la inhibicién de la sintesis proteica al nivel de los ribosomas
podfa verse reflejada como una alteracién en la incorporacién de un aminoéicido a las
proteinas nucleares.

Ademis, como ha sido indicado en la Introduccién, se sabe que la cicloheximida evita
la disociacién de los ribosomas causada por el CCl.

En todos los casos los procedimientos seguidos son los indicados en Materiales y
Métodos.
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> JV.A.1l.- Incorporacion de “C-Leucina a las proteinas nucleares y
microsomales totales de higado de rata a distintos tiempos de intoxicacion

En este experimento se quiso determinar si los metabolitos téxicos del CCly eran
capaces de alterar la incorporacién de un aminoacido marcado a las proteinas nucleares

totales hepaticas de rata. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla siguiente.

Tabla IV.A.1: Incorporacién de 14C-Leucina a las proteinas nucleares y microsomales totales
de higado de rata a distintos tiempos de intoxicacién

Tratamiento? Ntcleos Microsomas
pmol Leu/mg prot % Control pmol Leu/mg prot % Control
1 hora
Control 16,0+ 0,8 100 46,7 + 4,0 100
CCly 55+ 0,% 34 87+ 0,9 19
2 horas
Control 211 £ 22 100,0 548 t 3,5 100
CCly 13,2 + 1,8¢ 62 172 £ 1,8° 31
4 horas
Control 246 t 33 100 59,0 £ 4,3 100
CCly 256 + 2,44 104 324 + 2,00 55
E“" 2 Se administr6 ip CCly a las ratas tratadas y aceite de
S 100 ohvaalasratasconh‘o].l 264 h después se les aplicé “C-
:? [euabodashslfsratasAllgshoxasesaarﬁmrmﬁ
% animales, se les extrajeron higados, se aislaron
nticleos y microsomas, se obtuvieron las protefnas totales,
@ a las cuales se les determiné la radioactividad
20 Las dosis y procedimientos usados son los
indicados en Materiales y Métodos. Se usaron 3 animales
0 po;p< ’wl.
cp<001L.
W k. Y i dI;)>>0,05.
Control CCl,

El efecto del CCly sobre la incorporacién de una aminoacido marcado a las proteinas
microsomales ya habia sido determinado previamente, en este experimento se realizé6 como
control.

De los resultados obtenidos se observa que el CCls a la hora de intoxicacién caus6 la
disminucién de la incorporacién de leucina marcada, tanto a las proteinas nucleares como a
las microsomales, siendo el efecto més importante para estas tltimas. En ambos casos a las
dos horas se observé una recuperacién parcial de la capacidad de incorporacién del

aminoédcido marcado a las proteinas. A las 4 horas de intoxicacién se habia recuperado
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totalmente la capacidad de incorporar leucina marcada a las proteinas nucleares, mientras

que no se habia recuperado totalmente la capacidad de incorporacién a las microsomales.

> JV.A.2.- Efecto del pretratamiento con cicloheximida sobre la
incorporacién de *C-Leucina a proteinas nucleares y microsomales totales de
ratas intoxicadas con CCly

En este experimento se quiso determinar si realmente un efecto producido al nivel de
la sintesis de proteinas podia verse reflejado en la alteracién de la incorporacién de un
aminoédcido marcado a las proteinas nucleares hepaticas de rata, como se determiné que
sucede en el caso del CCly. Para esto se utilizé cicloheximida, la cual se sabe que impide la
sintesis proteica al nivel de los ribosomas. Los resultados obtenidos se indican en la siguiente
tabla.

Tabla IV.A.2: Efecto del pretratamiento con cicloheximida sobre la incorporacién de 14C-
Leucina a proteinas nucleares y microsomales totales de ratas intoxicadas con CCly

Tratamiento? Ntcleos Microsomas
(14C-Leu en todos los casos) pmol Leu/mg prot % Control pmol Leu/mg prot % Control
Control (Ctl) 25 & 37 100 55,7 £ 7,4 100
CCl4 8,5 + 0,5vd 37 18,4 + 2,6b 33
CHX 59 £ 03¢ 26 144 £ 0,7¢ 26
CHX + CCl4 2,6 £ 0,0bc 11 64 t 0,50« 11
g7 2 Se aplicé la cidoheximida (CHX) y 10 minutos
¥ 60 después el CCly, se esper6 1 h y se administr6 la leucina
Eso mamdaahodoslosagimal&;a]ahoms;ssaaiﬁmmg
: les j los 0s, se nticleos
2w mnosomaswa’mmseals]aronmga lasproteﬁnssepaml?xslelsdemm\é'y Ia
% radioactividad. Las dosis y tratamientos se indican en
B> Materiales y Métodos. Se usaron tres animales por grupo.
20 Nucleos:
o bp <0,01: CClLyvs CHX; CHX+CCl, vs (CHX 0 CCly).
D 3 cp<0,02CHXvsCtl; CHX+CClyvsCtl
0 [ == dp < 0,05, CCl, vs Cil
Ntcleos Microsomas Microsomas:
Control ccl, [ICHX [ CHX+CCl, bp <0,01: CClivs Ctl; CHX+CCly vs Ctl o CCl,.
¢p<002CHXvsCtl, CHX+CClyvs CHX.
e p>0,05: CCly vs CHX.

De los datos se puede observar que la cicloheximida inhibié de una manera similar la
incorporacién de la “C-Leu a las proteinas nucleares y a las microsomales

El CCly inhibe la incorporacién del aminoacido marcado en menor grado que la CHX
en ambas fracciones subcelulares. Por otra parte se observa que el efecto de la mezcla del
CCl4 con la CHX es mayor que el efecto del CCls o de la CHX solos.
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> JV.A3.- Efecto del CCly sobre la incorporacion de “C-Leucina en
fracciones proteicas nucleares de rata a la hora y a las dos horas de
intoxicacion

Se analiz6 el efecto del CCly sobre la incorporacién de un aminoacido marcado a
distintas fracciones proteicas nucleares hepaticas para determinar si alguna resultaba
particularmente afectada. Se separaron las proteinas nucleares en 7 fracciones de distintas
caracteristicas quimicas (histonas y 6 fracciones no histénicas) de ratas intoxicadas con CCly
durante una o dos horas. Se analizé la radioactividad incorporada a cada una de ellas. A

continuacién se indican los resultados obtenidos.

> JV.A.3a.- 1 hora de intoxicacion

En la tabla siguiente se muestran los resultados obtenidos de la aislacién de distintas

fracciones proteicas nucleares de rata a la hora de intoxicacién con CCl.

Tabla IV.A.3a: Efecto del CCl4 sobre la incorporacién de 1#C-Leucina en fracciones proteicas
nucleares de rata a la hora de intoxicacién

Frac'cién .profeica nuclear Control CCly % Control
1 h intoxicaci6n pmol Leu/mg prot pmol Leu/mg prot

I 90 = 06 41 = 1,0 46

II 77 £ 03 33 £ 06 43

III 374 = 3,7 16,7 £ 53¢ 45

v 130 + 1,8 56 + 1,9 43

A\ 323 = 27 149 £ 29 46

VI 541 + 174 238 * 4,84 44

Histonas 77 & 1.3 26 + 09 34
g 100 TR a Se aplic6 ip. CCl (aceite de oliva al control); a Ia hora
: A vimradoacion se admgusuép“CLex(x a todos los animales. Una hora
£ % después se sacrificaron las ratas, se les extrajeron los
3 higados, se aislaron los niicleos y se obtuvieron las
Y e distintas fracciones proteicas nucleares, analizindose la
£ cantidad de leucina marcada incorporada a cada una de
g w0 ellas. Las dosis fueron las indicadas en Materiales y

Métodos. Se usaron 3 animales por grupo.
20 bp <0,001.
cp<00L
d
£ I 1 1 v v Vi Histonas p<0m
Control oy

Se puede observar que hubo incorporacién del aminodcido marcado a todas las

fracciones proteicas nucleares.
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Al igual que en el caso de las proteinas nucleares totales, se observé una disminucién

en la incorporacién de la leucina marcada a las distintas fracciones proteicas en los animales
intoxicados con CCly. El nivel de disminucién dependié de cual fuera la fraccién proteica,

siendo el efecto del CCly similar para las fracciones no histénicas y mayor para las histonas.

» JV.A.3b.- 2 horas de intoxicacion

En la tabla siguiente se observa el efecto del CCly sobre la incorporacién de un

aminoacido marcado a distintas proteinas nucleares a las dos horas de intoxicacién.

Tabla IV.A.3b: Efecto del CCls sobre la incorporacién de 1#C-Leucina en fracciones proteicas
nucleares de rata a las dos horas de intoxicacién

Fraccién proteica nuclear Control CCl,

)
2 h intoxicacién pmol Leu/mg prot pmol Leu/mg prot ol
I 158 £ 21 95 + 12 62
II 93 £ 12 59 £ 02 63
III 28,7 + 35 230 = 034 80
v 166 + 11,2 144 + 4,64 86
\'% 353 = 23 195 + 58 55
VI 641 + 271 398 + 584 62
Histonas 6,7 + 08 52 + 04 78
100 e a Se aplico ip. CCly (aceite de oliva al control); a las dos
% s Rl horas sg adn?i)nism’) HC-Leu a todas las ratas. Una hora
o después se sacrificaron los animales, se les extrajeron los
3 higados, se aislaron los ntcleos y se obtuvieron las
g 80 distintas fracciones icas nucleares, a las cuales se les
E determiné la idad de leucina marcada incorporada.
“© Las dosis fueron las indicadas en Materiales y Métodos.
Se usaron 3 animales por grupo.
20 b p< 0,02
cp<0,05.
0 d P> 0,05.
I il m v v Vi Histona
Control cly

A las 2 horas de intoxicacién hubo una recuperacién parcial de la incorporacién del
aminoacido marcado a todas las fracciones proteicas. El grado de recuperacién fue funcién
de cual fuera la fraccién proteica.

La recuperacién parcial a las dos horas de intoxicacién coincide con el resultado

obtenido en la incorporacién del aminoacido marcado a las proteinas nucleares totales.
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IV.B.- EFECTO DE LOS METABOLITOS REACTIVOS DEL CCL,
SOBRE LA FORMACION DE GRUPOS CARBONILOS EN PROTEINAS

El CCl, ejerce su accién téxica debido a que forma radicales libres capaces de alterar
moléculas biolégicas.

Como se indic6 en la Introduccién, muchos radicales libres son capaces de causar la
oxidacién de proteinas, generando grupos carbonilos sobre las mismas.

En esta serie de experimentos se quiso determinar si los radicales libres generados
por activacién del CCl; serian capaces de generar grupos carbonilos en proteinas.

Para estudiar esta posibilidad se utilizaron distintos sistemas.

IV.B.I.- Sistemas quimicos, estudiando el efecto del CCl; (activado a sus metabolitos
reactivos con luz UVC) sobre albtimina de huevo y aminoé4cidos.

IV.B.Il.- Sistemas in vitro, utilizando distintas fracciones subcelulares.

1V.B.I11.- in vivo, determinando el efecto del CCly sobre proteinas microsomales y nucleares.

A continuacién se indican los resultados obtenidos en cada uno de estos sistemas.

HLB.L- SISTEMAS QUIMICOS

En todos los experimentos de esta serie el CCly fue activado a sus metabolitos
reactivos por medio de luz ultravioleta C (UVC), para lo cual se irradiaron durante 6 minutos
las soluciones en el sistema especialmente disefiado indicado en Materiales y Métodos.

Se utilizaron dos clases de moléculas blanco: la proteina albimina de huevo y
distintos aminoécidos.

En el caso de la albtimina, se realizaron distintos experimentos:

Se estudi6 el efecto de cada uno de los radicales libres generados por el CCl.

Se determinaron los efectos de distintos antioxidantes (a-tocoferol y Trolox) y del
EDTA sobre la formacién de grupos carbonilos causada por el CCl4 en la albmina de huevo.

Se compar6 el efecto del CCL; y sus metabolitos reactivos sobre la albimina de huevo
nativa y delipidada.

En el caso de los aminoacidos, se estudiaron los 20 aminoacidos presentes
normalmente en las células eucariotas.

En todos los casos se usaron los procedimientos indicados en Materiales y Métodos.

Se indican a continuaci6n los resultados obtenidos con los sistemas quimicos.
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IV.B.1.1.- PROTEINAS

En esta serie de experimentos se estudi6 el efecto del CCls sobre el contenido de

grupos carbonilos en proteinas.

> JV.B.I.1.1.- Efecto del CCly y de la luz UVC sobre la formacién de grupos
carbonilos en albitmina de huevo nativa en medio aerobio

Lo primero que se estudi6 fue si el CCly o sus metabolitos reactivos eran capaces de
causar la formacién de grupos carbonilos sobre la albimina de huevo nativa.

A continuacién se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.1.1.1: Efecto del CCly y de la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en
albtimina de huevo nativa en medio aerobio

Experimento® uvcC nmoles CO/mg prot % del Control

alb - 1,73 £ 0,15 100

alb + CCly - 1,72 + 0,18 929

alb + 14,50 + 0,68¢ 838

alb + CCl, + 18,19 + 0,15¢ 1051
" » Soluciones de albtimina nativa (alb) (4 mg/ml en
& fosfato de sodio 50 mM, pH 78), en presencia o no de
g" CCl4 2 mM fueron irradiadas cuando se indica con luz
g ultravioleta C durante 6 minutos. Los grupos carbonilos
E (CO) fueron  determinados  usando 24

dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4 muestras por grupo.

bp)O’(B
alb+(U4vsalb

alb alb+CCl, nlb;UVC M+wc alb+CCli+UVC vs alb, alb+CCly 0 alb+UVC.

De los resultados obtenidos se puede observar que el CCly por si mismo no fue capaz
de causar la formacién de grupos carbonilos en la albamina de huevo nativa.
La accién de la luz ultravioleta C sobre la albimina de huevo nativa causé un

considerable aumento del contenido de grupos carbonilos.
Los metabolitos reactivos del CCly produjeron un aumento del contenido de grupos

carbonilos de la albmina de huevo nativa.
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> JV.B.1.1.2.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos
carbonilos en albiimina de huevo nativa en atmésfera de nitrégeno

Para estudiar el efecto de cada uno de los radicales libres generados en la activacién
del CCls se realizé el estudio de la formacién de grupos carbonilos en atmésfera de
nitrégeno. Como se indicé anteriormente, en esta atmésfera se forma tinicamente el radical
*CCl;, en tanto que en aire se forman ambos radicales libres, pero predominantemente
CCL;02".

A continuacién se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.1.1.2: Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en
albamina de huevo nativa en atmésfera de nitrégeno

Experimento? Nitr6geno nmoles CO/mg prot % del Control
alb - 14,81 + 1,17 100
alb + CCly - 18,05 + 1,18 122
alb + 9,76 £ 0,52b 66
alb + CCly + 12,83 + 0,81 87
g”’ * Soluciones de albtimina de huevo nativa (alb) (4
F s mg/ml en fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8), en
g o no de CCly 2 mM fueron irradiadas con luz ioleta
2 C durante 6 minutos en atmésfera de aire o de
E ¥ Losg carbonilos (CO) fueron determinados usando
Se usaron 4 muestras por grupo.
® bp< 0,(m para todas las comparaciones
© ab aib+CC1. alb aleL
Aire+UVC Nitrégeno+UVC

Los resultados obtenidos indican que la luz ultravioleta C por si misma fue capaz de
formar grupos carbonilos en la albimina de huevo en ambas atmésferas, la formacién de los
grupos carbonilo fue mayor en medio aerobio que en medio anaerobio.

En lo que respecta al CCly, se puede observar de los resultados que los dos radicales
libres generados por el CCls (*CCl; y CCl3O;*) tuvieron la capacidad de generar grupos
carbonilo en las proteinas. El efecto de ambos radicales libres seria similar.
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> JV.B.I.1.3.- Formacién de grupos carbonilos debida al CCly y la luz UVC
en albitmina de huevo y albiimina de huevo delipidada

La albamina de huevo nativa tiene lipidos asociados. Se quiso determinar si estos
lipidos podrian contribuir de alguna manera a la formacién de grupos carbonilo causada por
los metabolitos reactivos del CCly y por la luz ultravioleta C.

Se comparé el efecto del CCly sobre ambas albiminas, los resultados obtenidos se

indican a continuacion.

Tabla B.1.1.3: Formacién de grupos carbonilos debida al CCl y la luz UVC en albtimina de
huevo y albamina de huevo delipidada

Experimento? uUv nmoles CO/mg prot % del Control
alb - 1,57 + 0,32 100
d-alb - 1,57 + 0,08 100
alb + CCl, - 1,69 + 0,18 108
d-alb + CCls - 1,62 £ 0,070 103
alb + 13,72 + 0,56¢ 874
d-alb + 14,02 + 1,39b¢ 893
alb + CCl, + 18,35 + 1,65¢ 1169
d-alb + CCl, + 18,92 + 1,32bc 1205
g® a Soluciones de albtimina nativa (alb) y de albtimina
5 delipidada (d-alb) (4 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM,
520 pH 78), en presencia 0 no de CCly 2 mM fueron
g irradiadas cuando se indica con luz ultravioleta C durante
S 6 minutos. Los grupos carbonilos (CO) fueron
g1 determinados usando 2,4-dinitrofenilhidrazina. Se usaron
4 muestras por grupo.
10 bp>0.05: o
cualquier comparacién entre no irradiados.
" d-alb+UVC vs alb+UVC. il
d-alb+CCl+UVC vs alb+CCl+UVC.
¢ p<0,001:
0 ! 1 : cualquier comparacion entre un grupo irradiado y
alb  d-alb alb  d-alb alb d-alb alb d-alb uno sin irradiar.
Siis &5 o AR alb+CCl+ UVC vs alb+UVC 0 d-alb+UVC,

d-alb+CCli+UVC vs alb+UVC o d-alb+UVC.

Se pudo determinar que el CCls como tal no generé grupos carbonilo sobre ninguna
de las dos albtiminas.

Tanto los metabolitos reactivos como la luz UVC fueron capaces de generar grupos
carbonilos sobre la albimina nativa y sobre la albtimina delipidada en la misma proporcién,

por lo que en los experimentos siguientes se utiliz6 albimina nativa.
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> JV.B.1.1.4.- Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formacion de grupos
carbonilos inducida por CCly y luz ultravioleta C en albiimina de huevo

Se ensay6 en el sistema quimico el efecto del a-tocoferol 1 mM (aT) sobre la
formacién de grupos carbonilos debida a los metabolitos reactivos del CCly en la albamina
de huevo nativa.

Se estudi6 el efecto del a-tocoferol dado que es el antioxidante presente en mayor
abundancia en los organismos y a que se sabe que puede prevenir, al menos en parte, el
efecto dafiino de los radicales libres en algunos sistemas.

Se estudi6 el efecto del a-tocoferol en atmésfera aerobia y anaerobia.

> ]V.B.1.1.4a.- Efecto del a-tocoferol 1 mM en atmésfera aerobia

A continuacion se indican los resultados obtenidos en esta atmésfera.

Tabla IV.B.1.1.4a: Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formacién de grupos carbonilos
inducida por CCly y luz ultravioleta C en albtimina de huevo en medio aerobio

Experimento? nmoles CO/mg prot % del Control

Control (Ctl) 1522 + 1,15 100

oT 14,80 + 0,14° 97

CCl4 17,87 + 1,464 117

oT + CCly 17,64 + 0,85b4 116
g Albtimina + Aire+ UVC,  * Soluciones de albimina nativa (4 mg/ml en buffer
¥s fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8) en presencia o no de CCl,
) 2 mM y/o a—tooofemllmM(aT)segfmsedeque,
216 fueron irradiadas con luz ultravioleta C durante 6
g minutos en atmésfera de aire. Los grupos carbonilos (CO)

fueron determinados con la técnica de 24
dinitrofenilhidracina. Se usaron 4 muestras por grupo.
bp)O’w

oTvsCtl

oT+CCly vs CCle.

cp<001:

CClyvsCtl.

dp <0,05:

CClyvsaT.

CCl+aTvsCooT.

—
-

-
~n

-
o

ct ccl,

Se puede inferir de los resultados obtenidos que el a-tocoferol no fue capaz de evitar
la formacién de grupos carbonilos en albimina de huevo nativa causada por la luz UVC.

El a-tocoferol tampoco fue capaz de evitar la formacién de grupos carbonilos en la
albimina de huevo causada por los metabolitos reactivos del CCls.

Esto podria ser debido a la baja solubilidad del a-tocoferol en el medio acuoso

empleado.
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> [V.B.1.1.4b.- Efecto del a-tocoferol 1 mM en atmoésfera anaerobia

Se quiso determinar en este caso el efecto del a-tocoferol sobre la formacién de
grupos carbonilo causada por el radical triclorometilo, para lo cual se emple6 una atmésfera
de nitrégeno, en la que, como se indicé anteriormente, se forma tinicamente dicho radical.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla IV.B.1.1.4b: Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formacién de carbonilos inducida por
CCly y luz ultravioleta C en albimina de huevo en medio anaerobio

Experimento? nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) 9,61 + 0,50 100
aoT 8,64 + 0,71b 20
CCls 12,33 + 0,814 128
oT + CCly 11,57 £ 0,39bcd 120
E® RN » Soluciones de albtimina nativa (4 mg/ml en buffer
g Al Niemet € fosfahodesodxoSOnMpH7,8)enpms<;rm\(g:|/aomdeCG4
g” 2 mM y/o a—tomfemllmM(a’I)segfmsemdlque,
5. fueron irradiadas con hxs ultravioleta C durante 6
g minutos en atmésfera de nitrégeno. Los grupos
" carbonilos (CO) fueron determinados con la técnica de
" 2A-dinitrofenilhidracina. Se usaron 4 muestras por grupo.
bp>005:
? oTvsCtl
" oT+CCly vs CCls.
— cP(TO%d cd
4 a Vs
’ ct T cal THCCl, 4p <000L:
* o QClyvs CtloaT.
oT+CClyvs oT.

Al igual que en atmoésfera aerobia, el aT no demostr6 ser capaz de inhibir la
formacién de grupos carbonilos inducida por la luz UVC en atmésfera de nitrégeno.

Tampoco demostré ser el oT en esta atmésfera capaz de evitar la formacién de
grupos carbonilos causada por los metabolitos reactivos del CCls.

Como se indicé anteriormente, esto podria ser debido a la baja solubilidad del oT en

el medio acuoso empleado en el ensayo.
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> JV.B.I1.5.- Efecto del Trolox 1mM sobre la formacién de grupos
carbonilos inducida por CCly y UVC en albiimina de huevo

El a-tocoferol no resulté ser capaz de inhibir la formacién de grupos carbonilos
causada por los metabolitos reactivos del CCla.

Para comprobar si la falta de efecto podria ser debida a la baja solubilidad del a-
tocoferol en el medio acuoso empleado se estudi6 el posible efecto del Trolox, el cual es un
analogo del a-tocoferol al que le falta la cadena isoprénica, lo cual lo hace hidrosoluble. Se

realizaron experimentos en atmoésfera de aire y de nitrégeno.

> JV.B.I.1.5a.- Efecto del Trolox 1 mM en atmésfera aerobia

En este experimento se utiliz6 una atmésfera de aire. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla siguiente:

Tabla IV.B.1.1.5a: Efecto del Trolox 1mM sobre la formacién de grupos carbonilos inducida
por CCly y UVC en albimina de huevo en medio aerobio

Experimento? nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) 15,55 + 1,12 100
Trolox 13,50 + 1,08t 87
CClq 18,80 + 0,73<4 121
Trolox + CCl, 14,40 + 0,72¢e 93

8

2 Soluciones de albtimina nativa (4 mg/ml en buffer
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8) en presencia o no de CCly
2 mM y/o Trolox 1 mM segin de indique, fueron
madiadc};smnhzmh'avioletadmmﬂe6mirmhosen
atmésfera de aire. Los grupos carbonilos (CO) fueron
determinados con la técnica de 24-dinitrofenilhidracina.
Se usaron 4 muestras por grupo.

bp <0,05:

Trolox vs Ctl.
¢p<0,001:
CCl, vs Trolox.
Ctl Trolox CCl, Trolox+CCl, Trolox +CC]4 Vs CC]“_
dp<0,01:

CClyvs Ct.
ep>0,05:

Trolox+CCl, vs Ct o Trolox.

Albtimina+Aire+UV

nmoles CO/mg prot
B OE &5 B

-
=3

Se puede observar que el Trolox fue capaz de inhibir en parte el efecto de la luz
ultravioleta C en atmoésfera de aire.

El Trolox fue capaz de inhibir totalmente la formacion de grupos carbonilos causada
por los radicales libres del CCls en medio aerobio.
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> JV.B.1.1.5b.- Efecto del Trolox 1 mM en atmésfera anaerobia

Por las mismas razones que en el experimento anterior, se estudi6 el efecto del Trolox,

pero en este caso en atmoésfera anaerobia para determinar el efecto de este antioxidante sobre

la accién del *CCls. Los resultados obtenidos se indican a continuacion.

Tabla IV.B.1.1.5b: Efecto del Trolox 1mM sobre la formacién de grupos carbonilos inducida
por CCly y UVC en albtimina de huevo en medio anaerobio

Experimento= nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) 9,59 + 0,56 100
Trolox 8,27 + 0,270 86
CCly 12,98 + 0,52¢ 135
Trolox + CCl,4 8,78 + 0,5%4 92
£ TR » Soluciones de albtimina nativa (4 mg/ml en buffer
- e fosfamdesodjosomMpHZS)mpmgf/jaomdecch
§"’ 2 mM y/o Trolox 1 mM se indique, fueron
3 irradiados con luz ultravioleta C durante 6 minutos en
' atmésfera de nitrégeno. Los grupos carbonilos (CO)
g fueron determinados con la técnica de 24-
@ dinitrofenilhidracina. Se usaron 4 muestras por grupo.
bp<0,05:
7 anoloxvst.
<p<0,001:
G QCl, vs CHl o Trolox.
T
' = B oo CClosC
e Tecloe O gl *CCH Trolox+CCls vs CH o Trolox.

Se puede observar que el Trolox afecté en baja proporcién la formacién de grupos

carbonilos por la luz UVC en medio anaerobio, de una forma similar a la observada en

atmosfera de aire.

En cambio, de los resultados obtenidos se puede inferir que el Trolox fue capaz de
inhibir totalmente el efecto de los metabolitos reactivos del CCly sobre la formacién de

carbonilos en la albamina de huevo en atmoésfera de nitrégeno, siendo el efecto similar al

producido en atmésfera de aire.
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> JV.B.I1.6.- Efecto del EDTA 3mM sobre la formacién de grupos
carbonilos inducida por CCly y UVC en albiimina de huevo

El EDTA es un quelante de metales y, especificamente en el caso del CCly, es capaz de
inhibir la activacién del téxico por metales y la peroxidacién de lipidos causada por sus
metabolitos reactivos.

Por estas capacidades del EDTA es que se estudi6 su efecto sobre la formacién de
grupos carbonilos causada por los metabolitos reactivos del CCls.

Los resultados obtenidos tratando la albimina con luz UVC en presencia o no de

CCls y/0 EDTA en atmésfera de aire y de nitrégeno se indican a continuacién

> JV.B.1.1.6a.- Efecto del EDTA 3 mM en atmosfera aerobia

Los resultados obtenidos en el estudio del efecto del EDTA en atmoésfera aerobia son

los siguientes:

Tabla IV.B.1.1.6a: Efecto del EDTA 3mM sobre la formacién de carbonilos inducida por CCly y
UVC en albamina de huevo en medio aerobio

Experimento? nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) 14,14 + 0% 100
EDTA 14,17 + 0,54b 100
CCl, 17,81 + 1,08¢ 126
EDTA + CCly 16,28 + 1,08¢d 115
g2 a Soluciones de albiimina nativa (4 mg/ml en buffer
» Albtmina+Aire+UVC | fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8) en presencia o no de CCly
18 - 2 mM y/o EDTA 3 mM segin se indique, fueron
% irradiadas con Iuz ultravioleta C durante 6 minutos en
516 atmésfera de aire. Los grupos carbonilos (CO) fueron
& determinados con la técnica de 24-dinitrofenilhidracina.
14 Se usaron 4 muestras por grupo.
bp>0,05:
12 EDTA vs Ctl
cp <0001
10 CClLyvsCtl o EDTA.
: EDTA+CCly vs Cl o EDTA.
8 ’ dp<001L:
cd ccl, EDTA+CCl, EDTA+CCly vs CCL.

Se puede observar que el EDTA no afect6 la formacién de grupos carbonilos en la
albamina de huevo nativa debida a la luz UVC en medio aerobio.
La formaciéon de carbonilos debida a los metabolitos reactivos del CCly; en medio

aerobio fue afectada, aunque en bajo grado, por la presencia de EDTA.
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> IV.B.1.1.6b.- Efecto del EDTA 3 mM en atmdsfera anaerobia

En este caso se quiso estudiar el efecto del EDTA sobre la formacién de grupos
carbonilos causada por el *CCl;, empledndose, al igual que en otros experimentos, una
atmésfera de nitrégeno.

A continuacién se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.1.1.6b: Efecto del EDTA 3mM sobre la formacién de grupos carbonilos inducida
por CCly y UVC en albimina de huevo en medio anaerobio

Experimento? nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) 10,00 + 0,49 100
EDTA 9,75 + 0,34 98
CCl, 13,53 + 0,22¢ 135
EDTA + CCly 12,38 + 0,44<d 124
B2 aSoluciones de albamina (4 ml en buffer fosfato de
= Albimina+NitrogenotUVC  g4di0 50 mM, pH 7,8) en p(réemg/ma o no de CCly 2 mM
§1s y/oEDTA3 mM segﬁnammdlque, fueron irradiadas con
2 hxzulh'avmletaC 6 minutos en atmésfera de
‘glé nitrégeno. grupos carbonilos (CO) fueron
detemunados con la técnica de 24-dinitrofenilhidracina.
14 Se usaron 4 muestras por grupo.
bp>0,05:
12 EDTA vs Ctl.
¢p <0001
10 CClyvs Ctl o EDTA.
Ii EDTA+CCly vs Ctl 0 EDTA.
8 - . dp<001:
Alb EDTA cCl, EDTA+CCl, EDTA+CCly vs CCl,.

Al igual que en atmoésfera de aire, se puede observar que el EDTA no afect6 la
formacién de carbonilos debida a la luz UVC en medio anaerobio.

La formacién de carbonilos debida al *CCl; fue afectada, aunque en bajo grado, por la
presencia de EDTA en atmésfera anaerobia.

165



RESULTADOS

IV.B.LIl.- AMINOACIDOS

Dado que los metabolitos reactivos del CCly fueron capaces de formar grupos
carbonilos en proteinas, se quiso determinar si alglin aminoacido en particular resultaba
afectado, para lo cual se utilizé el sistema "in vitro" en el que el CCly es activado con luz
ultravioleta C (de 254 nm).

Se ensayaron los 20 amino4cidos normalmente presentes en las células eucariotas.

>> [V.B.LI1.1.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos
carbonilos en los aminodcidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina

Se estudi6 el efecto de los metabolitos reactivos del CCls y de la luz ultravioleta C
sobre los aminoacidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina. Los resultados obtenidos
son los siguientes.

Tabla IV.B.LIL1: Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en los
aminoécidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina

Experimento? aa aa+CCly aa+UV aa+CClL+UV
nmolesCO/mgprot %C  nmolesCO/mgprot %C  nmolesCO/mgprot %C#  nmolesCO/mgprot  %CH
Glicina 2,00+£0,19 100 1,97+0,04> 99 3,89+0,09 195 4,58 + 0,27 229
Alanina 1,32+0,05 100 148 +£0,04> 112 2,70+ 0,26c 205 359+£0,15¢ 272
Valina 0,99+0,09 100 0,86+0,15> 87 2,27 £0,15¢ 229 2,66 +£0,20c 269
Leucina 069+0,05 100 0,70+ 0,09 101 1,62+0,08 234 3,02+0,22c 438

Isoleucina 1,82+0,16 100 1,77 £0,06> 97 2,67 £0,08< 147 3,71+£0,13¢ 204

w

2 Soluciones de aminoécido (aa) (glicina, alanina, valina,
leucina o isoleucina) (4 mg/ml en fosfato de sodio 50

o
w

nmoles CO/mg aa
-

mM, pH 78), en presencia o no de CCl 2 mM, fueron
32 F irradiadas cuando se indica con luz ultravioleta C durante
3 6 minutos. El contenido de carbonilos (CO) fue
25 determinado  usando tbcnica de 24
5 dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4 muestras por grupo.
E bp>0,05:
13 aa+CClvs aa.
1 cP<0m:
05 aa+UV vs aa 0 aa+CCl,.
o aa+CCl+ UV vs aa, aatCCly 0 aa+UV.

Glicina Alanina Valina Leucina Isoleucina

aa aa+CCly [Haa+UV [Faa+CCl+UV

De los resultados obtenidos se puede observar que todos los aminoécidos de este
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grupo fueron afectados tanto por los metabolitos reactivos del CCly como por la luz UVC,

pero no por el CCly. El aminoéacido més afectado por los metabolitos reactivos del CCls fue la

leucina.

> [V.B.LI1.2.- Efecto del CCly y de la luz UVC sobre la formacién de grupos
carbonilos en los aminodcidos serina, treonina y prolina

Se estudio6 el efecto de los metabolitos reactivos del CCly y la luz ultravioleta C sobre
los aminoéacidos hidroxilados serina, treonina y prolina.

Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.B.1.I1.2: Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en los
aminoécidos serina, treonina y prolina

Experimento? aa aa+CCly aa+UV aa+CCly+UV
nmoles CO/mgprot % Ct nmoles CO/mg prot  %Ctl nmoles CO/mgprot  %Ct nmoles CO/mgprot  %CH
Serina 041+0.14 100 049+0,17 120 1,73+0,20c 422 3,84+042c 937
Treonina 090+024 100 1,12+ 0,06> 124 3,68 +0,08 409 540+ 0,22 600
Prolina 1,14+0,10 100 1,08 £ 0,06> 95 1,73+0,13¢ 152 238+0,17c 209

aa
o

a Soluciones de aminodcido (aa) (serina, treonina o
prolina) (4 mg/ml en fosfato de sodio 50 £l;17,8),en
o no de CCly 2 mM, fueron irradia
se indica con luz ultravioleta C durante 6 minutos. Los
grupos carbonilos (CO) fueron determinados usando 24-
dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4 muestras por grupo.

bp>0,05:

aa+CClyvs aa.
cp<001L:
aa+UV vs aa o aa+CCl,.
aa+CClg+ UV vs aa, aa+CClL 0 aa+UV.

O/mg,

S

nmoles CO,

Serina Treonina Prolina
aa aa+CCly [laa+UV  [laa+CCl+UV
El CCl4 por si mismo no fue capaz de generar grupos carbonilos en ninguno de los
tres aminoécidos. En cambio, si fueron afectados por la luz ultravioleta y por los metabolitos
reactivos del CCly.
El aminoédcido méas afectado de este grupo por los radicales libres del CCly fue la
serina. En cambio, el aminoéacido més afectado por la luz UVC fue la treonina.
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> JV.B.L.11.3.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos
carbonilos en los aminodcidos fenilalanina, tirosina y triptofano

Se ensay6 sobre los aminoécidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptofano el

efecto de los metabolitos reactivos del CCly y de la luz ultravioleta C sobre la formacién de

grupos carbonilos.

A continuacion se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I.11.3

aminoécidos fenilalanina, tirosina y triptofano

: Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en los

Experimento2 aa
nmoles CO/mgprot % C

aa+CCly

nmolesCO/mgprot  %CH

aa+UV
nmolesCO/mgprot  %Ctl

aa+CCl+UV
nmoles CO/mgprot  %Ct

1,89+£0,08> 90
1,96 £0,10> 98

1,10+ 0,05> 101

16,02 £ 0,93 727
4,88+ 0,31 244

18,31 £ 1,27 1680

21,07 £ 0,12< 1003
7,37 £0,24c 369

22,58 +1,47< 2072

Fenilalanina 2,10+0,03 100
Tirosina 2,00+ 0,05 100
Triptofano 1,09+ 0,00 100
s 25

g

g»

£

s 15

i

Fenilalanina Tirosina

aa aa+CCly

Triotofano

[JaatUV  [[Haa+CCl+UV

minutos. Los
usando

por .
by O0F:
aa+CClyvs aa.
cp<001:
aa+UVvsaaoaa+CCl.
aa+CClg+ UV vs aa, aa+CCly 0 aa+UV.

Los grupos cr

Ninguno de los tres aminoéacidos fue afectado por el CCly solo.

a Soluciones de aminoécido (aa) (fenilalanina, tirosina o
triptofano) (4 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM, pH 78),
en presencia 0 no de CCly 2 mM, fueron irradiadas
cuando se indica con luz ultravioleta C durante 6
carbonilos fueron determinados
Se usaron 4 muestras

En cambio, los tres fueron afectados por la luz UVC, siendo muy importante el efecto

en el caso del triptofano y la fenilalanina.

Se produjo un aumento en el contenido de grupos carbonilos por la accién de los

metabolitos reactivos del CCl, en todos los casos.
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>> JV.B.LI1.4.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formaciéon de grupos
carbonilos en los aminodcidos cisteina y metionina

Se estudi6 el efecto del CCly activado a sus metabolitos reactivos y de la luz
ultravioleta C sobre los aminoéacidos azufrados cisteina y metionina.

Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.B.1.11.4: Efecto del CCls y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en los
aminoacidos cisteina y metionina

Experimento? aa aa+CCly aa+UV aa+CClL+UV
nmoles CO/mgprot % C nmoles CO/mgprot  %Ct nmoles CO/mgprot  %Ctl nmoles CO/mg prot  %Ct
Cisteina 060+0,15 100 050+0,20> 83 13,93 +2,05¢ 2320 17,01+ 1,17 2835

Metionina 1,14+ 0,08 100 083+0,06> 73 16,79 £ 0,51< 1473 20,58 £ 1,40 1805

aa
i

2Soluciones de aminoacido (aa) (cisteina o metionina) (4
ml en fosfato de sodio 50 mM, pH 78), en
Ion1§\</>deCCI.,2mM,fu.el"onlrradma Wog;muam
con luz ultravioleta C durante 6 minutos. Los
carbonilos (CO) fueron determinados usando 24-
dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4 muestras por grupo.
bP>0’(E
aa+CClvs aa.
cp<001L:
aa+UV vsaa 0 aa+CCls.
aa+CClg+ UV vs aa, aa+CCly 0 aa+UV.

/
B

nmoles CO,

-
w

Cisteina Metionina

aa aa+CCly;  [laa+UV  [[laa+CClL+UV

El CCly por si mismo no causé efecto sobre la formacién de grupos carbonilos ni en la
cisteina ni en la metionina.

La luz UVC caus6 un efecto muy importante sobre ambos aminoécidos.

Para estos aminoéacidos también fue muy importante el efecto de formacién de

grupos carbonilos causado por los metabolitos reactivos del CCla.
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> [V.B.LIL5.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre la formaciéon de grupos
carbonilos en los aminodcidos lisina, arginina e histidina

El efecto del los metabolitos reactivos del CCly y la luz UVC sobre los aminoacidos
aminados lisina, arginina e histidina fue estudiado en este caso.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.LIL5: Efecto del CCls y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en los
aminodcidos lisina, arginina e histidina

Experimento? aa aa+CCly aa+UV aa+CClL+UV
nmoles CO/mgprot % Ct nmoles CO/mgprot  %Ctl nmoles CO/mgprot  %Ctl nmoles CO/mgprot  %Ct
Lisina 058+0,06 100 0,68+017° 117 1,24 +0,22c 214 183+0,17¢ 316
Arginina 051+0,15 100 0,64 +0,35> 126 2,24+ 0,06c 439 3,41+0,18 669
Histidina 073+0,11 100 0,70+£0,08> 96 3,38+0,23c 463 4,28 +0,15¢ 586
4o a Soluciones de aminoacido (aa) (lisina, arginina o
B histidina) (4 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM, pH 78),
8,5 en presencia 0 no de CCly 2 mM, fueron irradiadas
g cuando se indica con luz ultravioleta C durante 6
§° minutos. Los grupos carbonilos (OO) fueron
25 determinados usando 2 4-dinitrofenilhidrazina. Se usaron
2 4 muestras por grupo.
15 "P>0:
- aa+CClyvs aa.
1 < p <0, m:
05 aa+UV vsaa 0aa+CCl.
5 : ¢ aa+CCly+ UV vs aa, aa+CCly0 aa+UV.
Lisina Arginina Histidina
aa aa+CCly [ daa+UV  [Haa+CCl+UV

Estos aminoécidos con grupos amino en su estructura no fueron afectados por el CCl,
como tal.

Todos fueron afectados por la luz ultravioleta C, la lisina en menor grado que la
arginina y la histidina.
También fueron afectados por los metabolitos reactivos del CCly; en este caso el

aminoacido mas afectado fue la arginina.
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> JV.B.LIL6.- Efecto del CCl;y y la luz UVC sobre la formacién de grupos
carbonilos en los aminodcidos aspdrtico, glutdmico, asparragina y glutamina

Se estudi6 la accién del CCls y de la luz ultravioleta sobre los aminoéacidos aspartico,

glutdmico, asparragina y glutamina, siendo los resultados obtenidos indicados a

continuacién.

Tabla IV.B.LIL6: Efecto del CCls y la luz UVC sobre la formacién de grupos carbonilos en los
aminoécidos aspartico, glutdmico, asparragina y glutamina

Experimento?2 aa aa+CCly aa+UV aa+CCL+UV
nmoles CO/mgprot % Ctl nmoles CO/mgprot  %Ctl nmoles CO/mgprot  %Cd nmoles CO/mgprot  %Ct
Aspartico 092+0,06 100 087+0,09° 95 2,71+0,14c 295 4,14+ 0,27 450
Glutdmico 1,93+0,26 100 1,75+0,18 91 2,76 £0,16c 143 3,39+£0,17c 176
Asparragina 0,52+0,03 100 0,56 £ 0,08> 108 6,53 £ 0,51c 1256 8,14+ 0,54 1564

Glutamina 1,29+0,04 100

1,33 £ 0,13

103 2,60+0,31c 202 3,12+ 0,10c 242

nmoles CO/mg aa
~ o« o

o L ~ w - w o

i

Aspértico Glutdmico B Asparragina

|

Glutamina

aa aa+CCly [daa+tUV  [[laa+CClL+UV

a Soluciones de amino4cido (aa) gu
o glutamina) (4mg/mlmfosfato sodio 50
mfp}l? '8), en presencia o no de CCly 2 mM, fueron
das cuando se indica con luz ultravioleta C durante
6 minutos. Los grupos carbonilos (CO) fueron
determinados usando 2 4-dinitrofenilhidrazina. Se usaron
4 muestras por grupo.
bp>0,05:
aa+CClvs aa.
cp<001L:
aa+UV vsaa o aa+CCl,.
aa+CCl+ UV vs aa, aa+CCly0 aa+UV.

El CCly por si mismo no fue capaz de causar la alteracién del contenido de grupos

carbonilos de ninguno de estos aminoécidos.

La luz UVC afect6 a todos los aminoacidos aqui ensayados, siendo particularmente

importante el efecto sobre la asparragina.

Los metabolitos reactivos del CCls también afectaron a todos los aminoacidos, siendo

nuevamente més importante el efecto en el caso de la asparragina
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IV.B.I1.- SISTEMAS IN VITRO

Se estudi6 la posible formacién de grupos carbonilos en proteinas de distintas
fracciones subcelulares de ratas macho Sprague-Dawley: microsomas, nicleos, mitocondrias
y citosol. En estos casos, los sistemas activadores serian los que estarian o no presentes en
cada fraccién subcelular (todas las fracciones subcelulares, salvo el citosol, poseen sistemas
de activacién del CCly). Las proteinas blanco de ataque serian las mismas proteinas presentes
en cada fracci6én subcelular.

Se realizaron dos clases de estudios:

IV.B.11.1.- Sobre las distintas fracciones subcelulares.
IV.B.11.2.- La acci6én de distintas sustancias en el caso de los microsomas.

En todos los casos se incubaron las distintas fracciones subcelulares en un medio
adecuado para cada una de ellas y se analiz6 la formacién de grupos carbonilos sobre las
propias proteinas de las organelas. Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

En el caso de los microsomas se estudi6 el efecto de una atmésfera de nitr6geno sobre
la formacién de grupos carbonilos causada por el CClLs en proteinas microsomales.

También para los microsomas se determiné el efecto de distintas sustancias: a-
tocoferol, hemisuccinato de a-tocoferol, Trolox y EDTA sobre la formacién de grupos
carbonilos debidas al CCls. En cada experimento se indican los motivos de estudio de cada

una de ellas.

IV.B.11.1.- DISTINTAS FRACCIONES SUBCELULARES

En esta serie de experimentos se ensay¢ el efecto del CClLy y sus metabolitos reactivos
sobre las proteinas de distintas fracciones subcelulares.
Los resultados obtenidos se detallan a continuacién.



RESULTADOS

> JV.C.IL1.1.- Efecto del CCly in vitro sobre el contenido de grupos
carbonilos en proteinas microsomales hepdticas de rata

Para la activacién del CCly a sus metabolitos reactivos es necesaria la presencia de
NADPH, ya que este cofactor es requerido para la reduccién del CCls. Por esta razén se lo
emplea en los sistemas de incubacién.

El NADPH por si mismo es capaz de causar alteraciones en las propiedades que se
estén estudiando, por lo cual siempre se realiza el control correspondiente.

Los resultados obtenidos son los indicados a continuacién.

Tabla IV.B.I1.1.1: Efecto del CCly in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en proteinas
microsomales hepéticas de rata

Tratamiento? nmoles CO/ mg prot % del Control
Control (Ctl) 1,76 £ 0,05 100
CCl, 1,88 + 0,19 107
NADPH 5,02+0,18¢ 285
NADPH + CCl, 7,57 £ 0,14 430
x’ a Microsomas ticos de rata (3,7 /ml de
£ incubado) ey et
B ‘“segmde et Flosnriio de g metorkis § ﬁz’é‘%‘
6 se e. ode
£s determinado con la ténica de 2,4
g, dnnuofenil}udrama Se usaron cnco muestras por
3 grupo.
bp>0,05:
4 CClyvs CH.
1 ; : c P <0 mI:
0 - - NADPH vs Ctl 0 CCls.
Control ccl NADPH NADPH+CCl, NADPH+CCl, vs CHl, CCly0 NADPH.

El CCly por si mismo no fue capaz de generar grupos carbonilos en las proteinas
microsomales hepéticas de rata.

En cambio, el NADPH per se fue capaz de causar la formacién de grupos carbonilos
en las proteinas hepéticas de rata. Esto era esperado ya que se sabe que el NADPH puede
producir otros efectos, como por ejemplo la peroxidacién de lipidos, en sistemas in vitro de
incubacién de microsomas.

Respecto de los metabolitos reactivos del CCly, se puede observar que los mismos
generaron grupos carbonilos en proteinas microsomales hepéticas de rata.

Estos resultados serdn considerados mas adelante al analizar el efecto de distintas
sustancias sobre la formacién de grupos carbonilos causada por los metabolitos reactivos del

CCl4 en proteinas microsomales hepéticas de rata.
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> JV.B.I1.1.2.- Efecto del CCl; y del CBrCl; in vitro sobre el contenido de
grupos carbonilos en proteinas nucleares hepdticas de rata

Se estudi6 en un sistema in vitro el posible efecto del CCly y del CBrCl; sobre la

formacién de grupos carbonilos en proteinas nucleares hepéticas de rata Sprague-Dawley.

Los resultados obtenidos se indican a continuacion.

> IV.B.IL.1.2a.- Efecto del CCly

En el ensayo del efecto del CCl; los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.I1.1.2a: Efecto del CCls in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en las
proteinas nucleares hepaticas de rata

0,5 h incub.
nmoles CO/ mg prot

Experimento?

3 hincub
nmoles CO/ mg prot

1 h incub
nmoles CO/ mg prot

0.26 + 0.04
0.24 + 0.08>
0.30 + 0.04°
0.25 + 0.04

Control (Ctl)
CCl4

NADPH

CCL + NADPH

0.79 + 0.06
0.79 + 0.08>
0.94 £ 0.02bc
0.79 + 0.05b¢

0.40 £+ 0.05
0.33 + 0.030
0.43 £ 0.06b<
0.40 £+ 0.050

= nmoles CO'/_ mg prot
) [N] -3 ~N

o
-

Pl

1 h incubacién
[ZINADPH

Riar

0,5 h incubacién
Control CCly

3 h incubacién
[INADPH+CCl,

2 Las mezclas de incubacién conteniendo nticleos (8 mg
prot/ml) en presencia de sistema generador de NADPH
y/o CCly 2mM de acuerdo a lo que se indique, fueron
incubadas a 37 °C durante el tiempo indicado. El
contenido de grupos carbonilos fue determinado con la
técnica de 24-dinitrofenilhidracina. Se usaron 4 muestras
por grupo.

bp>0,05:

0,5h incub: cualquier comparacién posible.
1h incub: toda com i6n salvo NADPH vs CCl,.
3h incub: CClyvs Ctl; NADPH+CCl vs CH 0 CCL.
cp<0,05:
1h incub: NADPH vs CCl.
3h incub: NADPH vs Ctl o CCl;;
NADPH+CCly vs NADPH

De los resultados obtenidos se puede observar que ni el CCly ni sus metabolitos

reactivos fueron capaces de causar la formacién de grupos carbonilos en las proteinas

nucleares en forma detectable, pese a que se sabe que el CCly puede ser activado a sus

metabolitos reactivos en los nicleos hepéticos de rata.
El NADPH fue capaz de causar la formacién de grupos carbonilos en las proteinas

nucleares a las 3 horas de incubacién.
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> ]V.B.I1.1.2b.- Efecto del CBrCl;

Debido a los resultados negativos obtenidos con el CCly y dado que se sabe que los
nucleos poseen sistemas de activacién para el CCly (aunque en mucha menor proporcién que
los microsomas), se ensay6 una sustancia que posee menor energia de activacién que el CCl,
el CBrCls. Este tltimo al activarse forma los mismos metabolitos reactivos que el CCla.

Se emple6 en el ensayo el mismo sistema de incubacién in vitro para ntcleos
empleado para el CCl;, indicado en Materiales y Métodos, usédndose distintas
concentraciones de CBrCla. El tiempo de incubacién elegido fue de una hora.

A continuacioén se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I1.1.2b: Efecto del CBrCls in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en
proteinas nucleares hepéaticas de rata

Experimento? 2 mM CBrCl; CBrCl; (7ul)
nmoles CO/ mg prot nmoles CO/ mg prot
Control (Ctl) 0.40 + 0.05 0.42 £+ 0.09
CBrCl3 0.37 £ 0.06> 0.34 £+ 0.04¢
NADPH 0.37 £ 0.07% 0.47 + 0.04b«
CBrCl; + NADPH 0.29 + 0.04b< 0.22 £ 0.04¢<
£* » Las mezdlas de incubacién conteniendo nticleos (8 mg
» / mpresencnadesstmnagmadordeNADPH
M ;%tgl;lr)ClaZmMoﬂﬂCBbe,deamerdoaloquese
3 indique, fueron incubadas a 37 °C durante 1 hora. El
g"‘ contenido de grupos carbonilos (CO) fue determinado
con la técnica de 24-dinitrofenilhidracina. Se usaron 4
R muestras por grupo.
= bp>0,05:
04 - En ambos casos: CBrCl vs Ctl, NADPH vs Ctl.
@ E] I CBrCls 2 mM: NADPH vs CBiCly
0 . NADPH+CBrCls vs CBrCls o NADPH.
CBrCl; 2 mM 7 Wl CBrCly puro cp<003:
Control CBrCly [UNADPH [“NADPH+CBrCl, En ambos casos: NADPH+CBrCl; vs Ctl.
CBrCl; 7 ul: NADPH vs CBrCly;

NADPH+CBrCl; vs CBrCl; o NADPH.

De los resultados obtenidos se puede observar que el CBrCls por si mismo no fue
capaz de alterar el contenido de grupos carbonilos de las proteinas nucleares hepaticas.

El CBrCls activado a sus metabolitos reactivos no solo no caus6 un aumento en el
contenido de grupos carbonilos sino que de hecho produjo una disminucién del contenido

de grupos carbonilos de las proteinas nucleares.
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> JV.B.I1.1.3.- Efecto del CCly in vitro sobre el contenido de grupos
carbonilos en proteinas mitocondriales hepdticas de rata

En este caso se estudi6 si los metabolitos reactivos del CCls eran capaces de generar
grupos carbonilos en proteinas mitocondriales hepaticas de rata. Se eligié6 nuevamente como
tiempo de incubacién 1 hora.

Se sabe que las mitocondrias son capaces de activar al CCly a sus metabolitos
reactivos. Esta activacién puede ser enzimaética, via citocromo P450, o no enzimatica.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Tabla IV.B.I1.1.3: Efecto del CCl4 in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en proteinas
mitocondriales hepéaticas de rata

Experimento= nmoles CO/mg prot % de Control
Control 1,52 +/018 100

CClq 1,39 + 0,31 91
NADPH 1,47 + 0,16 97
NADPH + CCl, 1,48 + 0,170 97

52 aLas mezclas de incubacién onteniendo mitocondrias (5
= mg protefnas/ml) fueron incubadas 1 hora a 37°C en
E16 ia 0 no de sistema generador de NADPH y/o
8 CCly 2 mM. Los grupos carbonilos (CO) fueron
F12. determinados con idrazina. Se usaron 4
g muestras por

S
®

bp>005en 1os casos.

14
-

=]

Control CCly NADPH NADPH+CCl,

En el caso del CCly, ni per se ni via sus metabolitos reactivos, fue capaz de alterar el
contenido de grupos carbonilos en las proteinas mitocondriales hepéticas de rata en un
sistema in vitro.

Tampoco se pudo detectar una alteracién del contenido de grupos carbonilos de las
proteinas mitocondriales debida a la presencia de NADPH.
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> JV.B.IL.1.4.- Efecto del CCl; in vitro sobre el contenido de grupos
carbonilos en proteinas citosélicas hepdticas de rata

Se analiz6 el efecto de los metabolitos reactivos del CCly sobre las proteinas citosélicas
hepéticas de rata. Nuevamente el tiempo de incubacién elegido fue de una hora.

Es sabido que el citosol no es capaz de activar al CCls a sus metabolitos reactivos, sin
embargo, se quiso completar el estudio del efecto del CCly sobre distintas fracciones
celulares.

Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.B.11.1.4: Efecto del CCly in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en proteinas
citosoélicas hepéticas de rata

Experimento? nmoles CO/mg prot % de Control
Control 0,72 + 0,03 100
CCl, 0,79 + 0,04 110
NADPH 0,74 + 0,09° 103
NADPH + CCl4 0,76 = 0,04> 106
g’  Las mezdlas de incubacitn conteriendo citosol (0/6 ml
B 16 ‘ de citosol/incubacién) fueron incubadas 1 hora a 37°C en
g praetnaomdesxstemageru-adordeNADPHy/o
81 CCly 2 mM segin se indique.
g N fueron determinados con ZMEmmm Se
08 usaron 4 muestras por grupo.
I l i bp > 0,05 en todos los casos.
04
0
Control cay NADPH  NADPH+CC

No se pudieron detectar alteraciones en el contenido de grupos carbonilos en las
proteinas citosélicas causadas por el NADPH.

Tampoco se detectaron alteraciones en el contenido de grupos carbonilos en las

proteinas citos6licas en el caso del CCls solo o activado a sus metabolitos reactivos.
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1V.B.11.2.- ESTUDIO SOBRE MICROSOMAS

Dado que se habia determinado que los metabolitos reactivos del CCly y el NADPH
eran capaces de oxidar las protefnas microsomales hepéticas de rata en un sistema in vitro
con formacién de grupos carbonilos, se quiso estudiar, al menos en parte, las caracteristicas

de estas oxidaciones.

Se emplearon distintas formas de estudio. Para ensayar el efecto de cada uno de los
metabolitos reactivos del CCl; se emplearon dos atmésferas distintas; como se indicé
anteriormente, en atmoésfera de nitrégeno se forma tinicamente el radical *CCls, en tanto que

en aire se forman CCLO;* y *CCls, principalmente el primero.

Se ensayaron distintos antioxidantes: un antioxidante presente normalmente en los
organismo, el a-tocoferol, un derivado del mismo, el hemisuccinato de a-tocoferol (mas
hidrosoluble que el a-tocoferol), y por altimo el Trolox, el cual, como se indic6é

anteriormente, es un andlogo hidrosoluble del a-tocoferol.

Para estudiar la posible contribucién de la peroxidacién de lipidos causada por los
metabolitos reactivos del CCly o por el NADPH, se emple6 EDTA, el cual en una
concentracién 3 mM inhibe la peroxidacién de lipidos causada por dichas sustancias.

El sistema de incubacién in vitro aqui empleado es el mismo usado en la
determinacién de la formacién de grupos carbonilos por los metabolitos reactivos del CCls
en la fraccién microsomal. En todos los casos se incub6é a 37°C durante una hora. En las
tablas se indican las sustancias presentes en cada uno de los frascos de incubacién.

Los resultados obtenidos en cada uno de los sistemas se indican a continuacién.

> JV.B.I1.2.1.- Efecto del CCls sobre la formacién de grupos carbonilos en
proteinas microsomales en atmdésfera de aire y de nitrégeno

Como recién se indic6, el objetivo de este experimento fue tratar de analizar las
contribuciones de cada uno de los radicales libres generados por el CCls en la oxidacién de
proteinas.

Los resultados obtenidos se indican a continuacién.
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Tabla IV.B.11.2.1: Efecto del CCls sobre la formacién de grupos carbonilos en proteinas
microsomales en atmésfera de aire y de nitrégeno

Experimento? Nitr6geno nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 1,61 £ 0,25 100
Control + 0,56 £ 0,11 35
CCl - 1,92 + 0,72b< 119
CCls + 0,66 £ 0,07b< 41
NADPH - 5,08 £ 0,32b 316
NADPH + 0,56 £ 0,13b< 35
NADPH+ CCl,4 - 6,98 £+ 0,21° 434
NADPH + CCly + 0,96 £+ 0,14 60
g 2 Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
® g (4 E proteinas/ml) fueron incubadas 1 hora a 37 °C en
§7 deaire o de N, etca:zeseruaomdemstema
. %enemdordeNADPHy/o 2 mM segtin se indique
'g contenido de grupos carbonilos (CO) fue determinado
® ‘ con la técnica de 24 dinitrofenilhidracina. Fueron
4 l utilizadas cuatro muestras por grupo.
3 bp <0,001:
3 cualquier comparacién entre un grupo en N; y otro
en aire.
! " ; = LA NADPH vs Ctl 0 CCl,.
g Aire N, Aire N, Aire N, Aire N, NADPI'I‘*‘CG&[ A%} Cﬂ, (K'_'h o NADPH.
Control ccl NADPH NADPH+CCl, Nt(‘)\’ODsPH+CG4+szs(Cﬂ, CClio NADPH)+N,.
cp> :
pOCI.; vs Ctl.
CClg+N, vs Ct+No.
NADPH+N, vs (Cﬂ (o] CG4)+N2

De los resultados obtenidos se puede observar que en atmésfera de nitrégeno

disminuye el contenido de grupos carbonilos en las proteinas del grupo control y del tratado

tnicamente con CCl,.

Por otra parte, se inhibe totalmente la formacién de grupos carbonilos causada por el

NADPH.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCly, la atmésfera de nitrégeno no fue

capaz de prevenir en forma completa la oxidacién de proteinas causada por el CCls en esta

atmosfera.
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> JV.B.I1.2.2.- Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formacién de grupos
carbonilos causada por el CCly en proteinas microsomales

En este experimento se estudi6 el efecto del a-tocoferol sobre la generacién de grupos
carbonilos causada por los metabolitos reactivos del CCly en proteinas microsomales

hepéticas de rata. A continuacién se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.11.2.2: Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formacién de grupos carbonilos
causada por el CCl4 en proteinas microsomales

Experimento? aoT nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 1,72+ 0,16 100
Control + 1,68 + 0,28> 98
CCl, - 1,97 £ 0,220 115
CCl, + 1,76 + 0,190 102
NADPH - 4,79 £ 0,36¢ 279
NADPH + 4,46 £+ 0,12bc 259
NADPH + CCly - 7,77 £ 0,30¢ 452
NADPH + CClg + 6,13 + 0,42¢ 356

2 Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
(38 mg protefna,/ml), fueron incubadas 1 hora a 37°C en
o no de CCls 2 mM, sistema generador de
NADPH y/o o-tocoferol ImM (oT), segn se indique.
Los grupos carbonilos (CO) fueron determinados con 24-
dnun'ofaullndrazma.Seusamn4mu&strasporgmpo
bp>0,05:

Ctl+oTvsCtl, CClyvsCt o Cti+oT.
CClg+oT vs Ctl, Cti+aT 0 CCls.

NADPH+oT vs NADPH.

| | ] epeom

S S - — NADPH vs Ctl, Cti+aT, CCly, CClitoT.
Contrel e, NADRH  NADRHICCL N e ettt oo e
NADPH+CCls+0oT vs cualquier otro grupo.

nmoles CO/mg prot

9
8
7
6
5
4
3
2
1
o

No hubo alteracién en el contenido de grupos carbonilos en las proteinas del control
y del CCls solo por la presencia de a-tocoferol en el medio de incubacién.

El a-tocoferol no fue capaz de inhibir la formacién de carbonilos causada por el
NADPH, pero si fue capaz de inhibir en parte la formacién de grupos carbonilos causada por
los metabolitos reactivos del CCls.
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> JV.BI1.2.3.- Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre la
formacién de grupos carbonilos causada por el CCly en proteinas
microsomales

Con el objeto de estudiar si el bajo efecto del aT podria ser debido a su poca
solubilidad en el sistema acuoso de incubacién, se estudi6 el efecto del hemisuccinato de a-
tocoferol (saT) (un derivado del oT al cual el grupo succinato lo hace méas hidrosoluble),
sobre la formacién de grupos carbonilos en las proteinas microsomales hepaticas in vitro por

la accién del CCls. Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.B.11.2.3: Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre la formacién de grupos
carbonilos causada por el CCl4 en proteinas microsomales

Experimento2 saT nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 1,78 +0,13 100
Control + 2,04 + 0,10° 115
CCly - 2,07 £ 0,31b 116
CClg + 2,02 £ 0,07 114
NADPH - 5,00 + 0,26¢ 281
NADPH + 3,45 + 0,22¢ 194
NADPH + CCl, - 7,54 £ 0,33¢ 424
NADPH + CCl, + 4,63 £ 0,45b< 260
E° a Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
¥s (38 mg proteina/ml), fueron incubadas 1 hora a 37°C en
§7 o no de CCly 2 mM, sistema dor de
z, NADPH y/o hemisuccinato de o-tocoferol ImM (soT),
. segtin se indique. Los grupos carbonilos (CO) fueron
determinados con 24-dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4
4 muestras por grupo
3 bp>0,05:
Ct+soTvs Ctl; CClyvs Ctl o Cti+saT.
; QCly+soT vs CH, Cti+soT 0 CCLa.
1 | I NADPH+CClstsaT vs NADPH.
’ soT - saT - saT - s B gL
Control ccl, NADPH  NADPH+CCl, Eﬁgﬁ_&(’}d‘,’f&w} T,OSI;(())C’CL#S(;T.
NADPH+CC; vs cualquier otro grupo.
NADPH+CClg+soT vs CH, C+saT, CCly, CClgtsaT,
NADPH+saT.

El saT, al igual que el aT, no alter6 el contenido de CO del control y CCla.
A diferencia del aT, el saT fue capaz de inhibir parcialmente la accién del NADPH.
En el caso de los metabolitos reactivos del CCly, el efecto del saT fue mayor que el del

oT, aunque no fue total.
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> JV.B.I1.2.4.- Efecto del Trolox 1 mM sobre la formacién de carbonilos
causada por el CCly sobre proteinas microsomales

Se estudio el efecto del Trolox, anélogo hidrosoluble del a-tocoferol, sobre los grupos
carbonilos formados por los metabolitos reactivos del CCly en proteinas microsomales

hepéticas en un sistema in vitro. Se indican a continuacién los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I1.2.4: Efecto del Trolox 1 mM sobre la formacién de carbonilos causada por el
CCl, sobre proteinas microsomales

Experimento2 Trolox nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 1,82+0,19 100
Control + 1,05 + 0,230 53
CCl4 - 1,84 £ 0,20vd 94
CCly g 1,01 £ 0,200« 56
NADPH - 5,22 + 0,04¢< 294
NADPH + 1,03 £ 0,104 46
NADPH + CCl, - 7,54 £ 0,18¢ 430
NADPH + CCly #* 1,26 £ 0,27¢4 69

g a Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas

28 (38 mg proteina/ml de incubado), fueron incubadas 1

§7 hora a 37°C en ia 0 no de CCl; 2 mM, sistema

3, generador de NADPH y/o Trolox 1 mM, segin se

g mdique. Los grupos carbonilos (CO) fueron
5 determinados con 24-dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4
4 muestras por grupo.

3 bp<0,083:
(Ct o CCly)+Trolox vs Ctl; CCly vs Cti+Trolox.
2 cp<001:
1 EB CCly+Trolox vs CCl.
] | | i NADPH vs cualquier otro grupo.
- Trolox - Trolox - Trolox - Trolox NADPH+Trolox vs Ctl, o NADPH.
Control CCl, NADPH NADPH+CCl NADPH+CCly vs cualquier otro grupo.
dp>0,05:
cualquier comparacién entre grupos con Trolox.
CClyvs Ctl.
NADPH+CCl+Trolox vs Cil 0 CCls.

El Trolox disminuyé el contenido de grupos carbonilos de las proteinas microsomales
del control y del tratado s6lo con CCla.

Este antioxidante hidrosoluble fue capaz de inhibir totalmente la formacién de
grupos carbonilos causada por tanto por el NADPH como por los metabolitos reactivos del
CCls.
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> JV.BIL2.5.- Efecto del EDTA 3 mM sobre la formacién de grupos
carbonilos causada por el CCly en proteinas microsomales

Se analiz6 la contribucién de la peroxidacién de lipidos a la formacién de grupos
carbonilos por los metabolitos reactivos del CCls en proteinas microsomales hepéticas de rata

in vitro mediante el empleo de EDTA. Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.11.2.5: Efecto del EDTA 3 mM sobre la formacién de grupos carbonilos causada
por el CCly en proteinas microsomales

Experimento? EDTA nmoles CO/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 1,73 +£0,17 100
Control + 0,92 + 0,25> 53
CCly - 1,62 +£0,21¢d 94
CCly ¥ 0,85 + 0,08b4 47
NADPH - 5,08 + 0,470 294
NADPH + 0,79 + 0,264 46
NADPH + CCl, - 7,44 + 0,290 430
NADPH + CCly + 1,88 + 0,45bcd 109

aLas mezclas de incubacién conteniendo microsomas
(38 mg proteina/ml), en presencia o no de CCly 2 mM,
sistema generador de NADPH y/o EDTA 3 mM, segtn
mrm fueron incubadas 1 hora a 37°C. Los grupos
(CO) fueron determinados con 24
dinitrofenilhidrazina. Se usaron 4 muestras por grupo.
bp<0m
CH+EDTA vsCtl, CCL+EDTA vs Ct o CCl.
NADPH vs cualquier otro grupo.
NADPH+EDTA vs C 0 CCL.
NADPH+CCl; vs cualquier otro
Q NADPH+CCL+EDTA vs NADPH+EDTA.

nmoles CO/mg prot

S = N W e U NN ®® O

c P < 0 m
CCly vs CH+EDTA.
I 1 L NADPH+CCL+EDTA vs (Cl o CCL)+EDTA.
- EDTA - EDTA - EDTA - EDTA dp>0,05:
Control ccl, NADPH  NADPH+CCI CClyvsCl; CCL+EDTA vs CH+EDTA.
NADPH+EDTA vs (C 0 CCL)+EDTA.
NADPH+CCI+EDTA vs Ctl 0 CCls.

El EDTA caus6 la disminucién de los grupos carbonilos de los grupos control y CCla.

Esta sustancia fue capaz de inhibir totalmente la formacién de grupos carbonilos
causada por el NADPH en las proteinas microsomales.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCly, el EDTA s6lo fue capaz de inhibir
parcialmente la accién formadora de grupos carbonilos de los metabolitos reactivos del CCla.
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IV.B.I11.- SISTEMAS IN VIVO

En estos experimentos se estudi6 el efecto del CCly in vivo sobre el contenido de
grupos carbonilos en proteinas microsomales y nucleares hepaticas de ratas macho de la
cepa Sprague-Dawley.

Se determiné dicho efecto a distintos tiempos de intoxicacién. En todos los casos se
realiz6 un control, administrando a los animales aceite de oliva.

Después del tiempo de intoxicacién se sacrificaron los animales y se procedi6 segin
se indica en Materiales y Métodos.

A continuacién se indican los resultados obtenidos para cada fraccién subcelular.

> JV.B.IIL1.- Efecto del CCly sobre el contenido de grupos carbonilos in
vivo en proteinas microsomales hepdticas de rata

En este caso el efecto estudiado fue el del CCly sobre las proteinas microsomales
hepaticas.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.111.1: Efecto del CCl4 sobre el contenido de grupos carbonilos in vivo en proteinas
microsomales hepéaticas de rata

Tratamiento? Control CCl, % del Control
nmoles CO/mg prot nmoles CO/mg prot
05h 1,49 £ 0,92 1,57 + 0,74b 105
1h 215 £ 099 4,79 + 2,85¢ 223
2h 0,88 + 0,34 1,21 £ 0,26¢ 138
3h 1,86 + 0,35 2,30 + 1,55 124
E® : o] “Seadministr el CCly ip como una solucion al 20 % en
§ GO M VNG| . colte do-gliva (6 ml/ kg) Los controles recibieron una
w0 cantidad equivalente de aceite de oliva. Los animales
fueron sacrificados 05, 1, 2 y 3 horas después de la
150 administracién del CCl, se les extrajeron los dos, se
aislaron las microsomales y se les determin el
100 contenido de carbonilos (CO) usando la técnica de 24-
dinitrofenilhidracina. Fueron usados ocho animales por
» ngg 0,05.
cp <005.
0
05h 1h 2h 3h
Control ccy,

Se puede observar que el CCly fue capaz de aumentar la concentracién de grupos
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carbonilos en proteinas microsomales hepéticas en un organismo vivo.

El efecto del CCl, fue transitorio, ya que se revertié a las 3 h de intoxicacién.

Los niveles de grupos carbonilos de las proteinas microsomales de los grupos control
in vivo fueron del orden de los detectados en el sistema de incubacién de microsomas

indicado anteriormente.

> JV.B.IIL2.- Grupos carbonilos presentes en proteinas nucleares
hepdticas de rata a distintos tiempos de intoxicacién con CCly

Se estudi6 el efecto del CCl4 a distintos tiempos de intoxicacién sobre el contenido de
grupos carbonilos en proteinas nucleares hepéticas de ratas macho Sprague-Dawley.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.I11.2: Grupos carbonilos presentes en proteinas nucleares hepéticas de rata
a distintos tiempos de intoxicacién con CCly

Tratamiento® Control CCl, % del Control
nmoles CO/mg prot nmoles CO/mg prot

1h 0,30 £ 0,14 043 £+ 0,06b 143

2h 0,31 + 0,03 0,27 + 0,05 87

3h 0,23 + 0,01 0,23 + 0,06 100

6h 0,19 + 0,05 0,20 + 0,01® 105
g0 P a El CCly fue aplicado ip como una solucién al 20%
5 CO - Ntcleos in vivo W/v) en Eap do ol.ivlg G mi/kg). Los ecdos
* recibieron una cantidad equivalente de aceite de oliva.

120 Los animales fueron sacrificados a los tiempos indicados

en la tabla, se extrajeron sus higados, se aislaron las

proteinas nucleares, se eliminaron los 4cidos nucleicos,

asociados y se determiné el contenido de carbonilos (CO)

en las mismas wusando la ténica de 24
bp>0,05.

1h 2h 3h 6h
Control ccl,

De lo indicado en la tabla se puede inferir que el CCly no fue capaz de causar la
formacién de carbonilos en proteinas nucleares hepéaticas de rata en forma detectable con la
técnica empleada en ninguno de los tiempos de intoxicacién ensayados.

El contenido de grupos carbonilos detectado en las proteinas nucleares in vivo es del

mismo orden del determinado en las incubaciones de nicleos indicadas anteriormente.
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IV.C.- EFECTO DE LOS METABOLITQOS REACTIVOS DEL CQ'A
SOBRE EL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILQOS DE PROTEINAS

Como se ha indicado en la Introduccién, los metabolitos reactivos del CCly son
capaces de afectar la actividad de enzimas sulfhidrilicas.
En esta serie de experimentos se quiso determinar si los metabolitos reactivos del

CCL podian causar una alteracién del contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas, lo

cual permitiria explicar, al menos en parte, las alteraciones de las actividades enzimaticas

antes indicadas.
Para el estudio de la posible alteracién del contenido de grupos sulfhidrilos fueron
utilizados dos tipos de sistemas:

IV.C.L- Sistemas quimicos, utilizando como sistema de activacién del CCL; luz ultravioleta
C y como moléculas blanco albimina de huevo y el aminoéacido cisteina. En este
sistema también se estudi6 la formacién de productos volatiles por accién de CCl4
sobre la albumina de huevo y la cisteina.

IV.C.11.- Sistemas in vitro, ensayando distintas fracciones subcelulares.

Se indican a continuacién los resultados obtenidos en dichos sistemas.

H1.C.1- SISTEMAS QUIMICOS

En estos sistemas el CCly fue activado a sus metabolitos reactivos (*CCls y CCLO;*)
con luz ultravioleta C. Se utilizaron como blanco de ataque sustancias puras: proteinas
(albamina de huevo nativa o albdmina de huevo delipidada) y el amino4cido cisteina. En
cada caso se determiné el contenido de grupos sulfhidrilos con la técnica de Ellman.

Para tratar de determinar el efecto de cada uno de los metabolitos reactivos del CCl,
se utiliz6 una atmésfera de aire (donde se forman ambos metabolitos, principalmente
CCl302°) y una atmésfera de nitrégeno (donde se forma tnicamente *CCls).

Se estudi6 la formacién de productos voléatiles por la accién de los metabolitos
reactivos del CCl, sobre la cisteina y la albimina de huevo, en este dltimo caso se cuantificé
el efecto de un antioxidante (Trolox) sobre la formacién de dichos productos volatiles.

Para corroborar uno de los resultados obtenidos se ensay6 el efecto de la UVC en
atmésfera de aire y de nitrégeno sobre el puente disulfuro del glutatién oxidado.

A continuacién se indican los resultados obtenidos.
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IV.C.I.1.- DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILOS

En esta serie de experimentos se estudi6 el efecto del CCls y sus metabolitos reactivos

sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de distintas moléculas.

> JV.C.I.1.1.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos de albitmina de huevo nativa y albiimina de huevo delipidada

Lo primero que se quiso determinar fue si los metabolitos reactivos del CCls serian

capaces de alterar el contenido grupos sulfhidrilos de proteinas. Los resultados obtenidos se

indican a continuacién.

Tabla IV.C.1.1.1: Efecto del CCly y la luz UVC sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
albimina de huevo nativa y albamina de huevo delipidada

Experimento? UvC nmoles SH/mg prot % del Control
alb - 575+ 13 100
d-alb - 57,1 £ 0,6° 99
alb + CCly - 578 £ 1,1¢ 101
d-alb + CCl4 - 57,5 = 0,8° 100
alb + 59,6 £ 1,2¢ 104
d-alb + 54,5 + 1,3¢ 95
alb + CClg & 37,7 £ 0,5 66
d-alb + CCl4 + 38,2 + 0,9« 66

| 2 Soluciones de albtimina de huevo nativa (alb) y
albtmina de huevo delipidada (d-alb) (4 mg/ml en
= buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8), en presencia o no
de CCly 2 mM, fueron irradiadas cuando se indica con luz
ultravioleta C durante 6 minutos. Los grupos sulfhidriloss
(SH) fueron determinados con el reactivo de Ellman,
mediante la técnica para sustancias solubles. Fueron
usadas 4 muestras por grupo.
bp>0,05:
AT vealbr OO,
¥ Cp<0,(5:
alb d-alb alb d-alb alb d-alb alb d-alb Cualquier comparacién grupo irradiado y otro sin
irradiar.
ool & LA SV ier comparacion entre grupos irradiados
excepto d-alb+CClg+UV vs alb+CCl+UV.

40

nmoles SH/mg prot

10
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Como se mencioné anteriormente, se us6 albimina de huevo nativa y delipidada
para determinar el efecto del CCly y de sus metabolitos reactivos sobre los grupos
sulfhidrilos de proteinas.

De los resultados obtenidos se observa que el CCly por si mismo (es decir, sin ser
activado a sus metabolitos reactivos) no fue capaz de alterar el contenido de grupos
sulfhidrilos de las proteinas ensayadas.

En el caso de la luz ultravioleta C, la misma alter6 muy levemente el contenido de
grupos sulfhidrilos de ambas proteinas, en el caso de la albtdmina nativa lo incrementé,
mientras que en el caso de la albiumina delipidada causé la disminucién del contenido de
grupos sulfhidrilos.

Los metabolitos reactivos del CCly fueron capaces de reducir significativamente el
contenido de grupos sulfhidriloss en ambos tipos de albimina, el nivel de reduccién fue

similar para ambas proteinas.

> JV.C.I.1.2.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre los grupos sulfhidrilos de
albiimina de huevo bajo atmésfera de aire o nitrégeno

Dado que en el experimento anterior se habia determinado que los metabolitos
reactivos del CCly eran capaces de disminuir el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteinas, se quiso estudiar la contribucién de cada radical libre del téxico, para lo cual
soluciones de albimina de huevo delipidada en una atmésfera de aire o de nitrégeno fueron
expuestas a luz UVC en presencia de CCl4 segtin se indique.

Se emple6 albamina de huevo delipidada por ser la més alterada por la luz UVC,
pese a que igualmente se afecté poco.

Ha sido antes mencionado que por activacién del CCly en atmésfera de aire se forman
los radicales *CCls y CClO,* (principalmente CCl;02*), en tanto que en atmésfera de
nitrégeno se forma tnicamente el radical *CCls.

A continuacién se indican los resultados obtenidos.
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Tabla IV.C.1.1.2: Efecto del CCls y la luz UVC sobre los grupos sulfhidrilos de albtimina de
huevo bajo atmésfera de aire o nitrégeno

Experimento? Nitrégeno nmoles SH/mg prot % del Control
d-alb (Ctl) - 559 ¢ 1,3 100
d-alb + 57,6 £ 0,7° 100
d-alb + CCl4 - 56,6 + 1,2° 101
d-alb + CCl,4 + 58,0 + 0,50 101
d-alb + UV - 52,8 £ 0,8¢ 94
d-alb + UV + 87,9 £ 1,0¢ 153
d-alb + CCly +UV - 38,9 + 1,4¢ 70
d-alb + CCl, + UV + 58,7 + 1,1b« 102

=
o

aSoluciones de albtimina de huevo delipidada (d-alb) (4
mg/ml en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 78), en
presencia o no de CCly 2 mM, fueron irradiadas cuando
se indica con luz UVC durante 6 minutos en atmésfera de

aire o de segin se indique. Los grupos
sulﬂﬁdﬁbs(rgllil)bﬁgndetuthdosconelreacﬁvode
Ellman, con la técnica para sustancias solubles. Fueron
usadas 4 muestras por grupo.

bp>0,05:
d-alb+CCli+UV+N, vs d-alb+N; o d-alb+CCls+No.
<p<0,01:
m comparacién de d-alb+UV, d-alb+UV+N,
g | (. J 0 od +UV con cualquier otro grupo.
Aire N, Aire N, Aire N, Aire N, d-alb+CCly+UV+N, vs d-alb, d UV.
Control ccy, uv CCl+UV

nmolez SHimg prot
w £ w -3 ~ o o
=3 o o o o o =3

»
=3

=

0

El CCly per se no fue capaz de alterar el contenido de grupos sulfhidrilos en ninguno
de los dos ambientes.

Se determiné que la luz ultravioleta C fue capaz de aumentar muy significativamente
el contenido de grupos sulfhidrilos en albtimina de huevo delipidada en atmésfera de
nitrégeno, en tanto que en atmoésfera de aire s6lo disminuy6 levemente el contenido de
grupos sulfhidrilos.

En atmosfera de aire se determiné que los metabolitos reactivos del CCly eran capaces
de causar la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos.

En atmésfera de nitrégeno se observé una disminucién del contenido de grupos
sulfhidrilos respecto de la albimina delipidada irradiada en atmésfera de nitr6geno, lo que
podria indicar que en este sistema el *CCls es capaz de reducir el contenido de grupos
sulfhidrilos. Sin embargo, debido a la formacién de grupos sulfhidrilos por accién de la luz

ultravioleta no se pudo determinar la contribucién exacta de cada radical libre del CCla.
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> JV.C.I.1.3.- Efecto de la luz ultravioleta C sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos del glutation oxidado en atmésfera de aire y de nitrégeno

En el experimento anterior se determiné que la luz ultravioleta C causaba el aumento
del contenido de grupos sulfhidrilos en la albimina de huevo delipidada en atmésfera de
nitrégeno.

Se quiso determinar si la causa de este aumento podria ser la apertura del puente
disulfuro que la albumina de huevo posee mediante el uso de una molécula sencilla que
tuviera un puente disulfuro. Se eligi6 para el ensayo al glutation oxidado, el cual posee
dichas caracteristicas.

En el sistema de irradiacién empleado para la albiumina de huevo se irradi6 al
glutatién oxidado con luz ultravioleta C en atmésfera de aire y en atmésfera de nitrégeno.

Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.C.1.1.3: Efecto de la luz ultravioleta C sobre el contenido de grupos sulfhidrilos del
glutatién oxidado en atmésfera de aire y de nitrégeno

Experimento? Nitr6geno nmoles SH/mg prot % del Control
GSSG - 22+ 0,40 100
GSSG + UV - 166,9 + 21,6v 7.484
GSSG + UV + 223,7 £ 11,7bc 10..031
gm 2 Soluciones de glutatién oxidado (GSSG) (4 mg/ml en
buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8) fueron irradiadas
2 cuando se indica con luz ultravioleta C durante 6 minutos
z en atmésfera de aire o de nitrégeno segtin se indique. Los
£ 150 grupos sulfhidriloss (SH) fueron determinados con el
] reactivo de Ellman, con la técnica para sustancias
100 sol}ublaa Fueron usadas 4 muestras por grupo.
% pé‘)BG-FUVvs(SG GSSG+UV+N,; vs GSSG.
c p<0 m
5 GSSG+UV+N, vs GSSG+UV.
GSSG GS5G+ UV GSSG+UV
Aire Aire Nitrégeno

Se puede observar de los resultados obtenidos que la luz ultravioleta C fue capaz de
aumentar el contenido de grupos sulfhidrilos, probablemente por causar la apertura del
puente disulfuro del glutatién.

El efecto de formacién de grupos sulfhidrilos fue mayor en atmésfera de nitrégeno.
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> JV.C.I.1.4.- Efecto del CCly y la luz UVC sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos del aminodcido cisteina

Dado que los grupos sulfhidrilos presentes en las proteinas provienen del aminoéacido
cisteina, se quiso determinar en un sistema quimico el efecto de los metabolitos reactivos del
CCl4 sobre dicho aminoéacido.

Se emple6 el sistema quimico indicado anteriormente para albtmina, en el cual el
CCl4 se activé a sus metabolitos reactivos con luz ultravioleta C.

Se indican a continuacién los resultados obtenidos.

Tabla IV.C.1.1.4: Efecto del CCls y la luz UVC sobre el contenido de grupos sulfhidrilos del
aminoécido cisteina

Experimento2 uvcC nmoles SH/mg Cis % del Control
Cis . 1,49 £ 0,00 100
Cis + CCly = 1,45 + 0,06> 97
Cis + 1,07 £0,01¢ 72
Cis + CCly + 1,03 £ 0,065« 69

%

a Soluciones de cistefna (Cis) (4mg/ml en buffer fosfato
desod:oSOmM,pHZS)mpmsamomde(I]ﬂmM
cuando se indica, fueron irradiadas con luz ultravioleta C
durante 6 minutos. Los grupos sulfhidrilos fueron
determinados con la técnica Ellman para sustancias
solubles. Se usaron 4 muestras por grupo.

bp>0,05:

C|s+CCI4vsC13' Cis+CClL+UV vs Gis+UV.

] ; <0,001:
! 3 i is+UV vs Cis 0 Cis+CCl,.
Cis Cis +CCl, CistV  Cis#CCLHUV Cis+CCly+UV vs Cis o Cis+CCl.

nmolez SHimg Ciz
e e o ot
o o »~ “w

e
W

=

Los resultados obtenidos muestran que la luz ultravioleta C caus6 una disminucién
del contenido de grupos sulfhidrilos del aminoéacido cisteina.

En el caso del CCly, se observa que ni él mismo ni sus metabolitos reactivos fueron
capaces de alterar el contenido de grupos sulfhidrilos del aminoécido cisteina en forma

detectable con la técnica empleada.
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1V.C.1.2.- ESTUDIO DE PRODUCTOS VOLATILES GENERADOS

Se quiso estudiar en estos experimentos la posibilidad de formacién de compuestos
volatiles por accién de los metabolitos reactivos del CCly sobre la albmina de huevo y el
aminoécido cisteina.

Ademas se quiso determinar si un antioxidante, el Trolox, era capaz de inhibir el
efecto de formacién de productos volatiles por accién de los metabolitos reactivos del CCly

sobre la albimina de huevo.

> JV.C.1.2.1.- Formacién de compuestos voldtiles por accién de los
metabolitos del CCly sobre albiimina de huevo. Efecto del Trolox 1 mM

En este sistema se estudi6 si los metabolitos reactivos del CCly eran capaces de
generar compuestos volatiles por actuar sobre la albamina de huevo nativa.

Soluciones de albGmina fueron irradiadas en las condiciones usuales. Luego de la
irradiacién se procedi6 segtn se indica en Materiales y Métodos, analizdndose los vapores
obtenidos por cromatografia gaseosa con detector de llama.

Se analiz6 ademés el efecto del Trolox sobre la formacién de los compuestos volatiles.

> JV.C.I.2.1a: Determinacidn de compuestos volatiles formados

Se estudiaron por cromatografia gaseosa los compuestos formados por la accién de
los metabolitos reactivos del CCl4 sobre la albdmina de huevo nativa.

Para poder caracterizar mejor los productos formados se utiliz6 una rampa de
temperatura.

Los tiempos de retencién (tr) de los productos formados fueron comparados con
tiempos de retencién de productos que se esperaria se generaran por accién de los
metabolitos reactivos del CCly sobre la albamina.

Los resultados se indican a continuacion.
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Figura 1V.C.1.2.1.a: Compuestos volatiles formados por accién del CCl; sobre albamina de
huevo. Efecto del Trolox 1 mM
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Soluciones de albimina de huevo nativa (alb, 16 mg/ml en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8), en presencia o no de 5 pl de
CQ, puro y/o Trolox 1 mM, fueron irradiadas durante 6 minutos con huz ultravioleta C en cubetas selladas, luego de lo
malsedq'éllegaraleqm'h'brba37°€dm‘anlen'|ediaMaegg:gdaNaGylmvapmmmﬂmtesseamﬁzamnpor
cromatografia etector de llama, temperatura de la programada (4,5 minutos a 105 °C, luego una rampa
g:s\t/aelodq%i °C/min hasta 140 °C, 2,8 minutos a esa temperatura y a continuacién una rampa de velocidad 50 °C/min

160°C).

Se observa de los cromatogramas que la luz ultravioleta C no generé ningutn
producto volatil.

El tiempo de retencién del pico correspondiente a CCly fue de aproximadamente 11
minutos.
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Los metabolitos reactivos del CCly causaron la aparicién de 3 picos:
- 1,9, muy pequefio, cuya naturaleza no se pudo determinar.
- 6,2, el cual se comporta cromatogréaficamente de la misma manera que HCCl..
- 9,3, el que podria ser HCCl3 por su comportamiento cromatogréfico.
El pico de 4rea mas importante fue el correspondiente al tiempo de retencién de 9,3
minutos, supuestamente HCCls.

En el mismo sistema se analiz6 el efecto del Trolox 1 mM.

Se puede observar del cromatograma que el Trolox por sf mismo no causa la
aparicién de ningin pico cuantificable.

Cuando el Trolox esta presente durante la formacién de los metabolitos reactivos del
CCl4 causa una disminucién del 4rea de los picos generados por el CCls.

El pico que aparece a 10,024 minutos en el cromatograma de alb+CCl,+UV+Trolox
seria una impureza, probablemente debida a los tapones utilizados para tapar las cubetas.

Debido a que pareceria que el Trolox fue capaz de disminuir la formacién de
productos volatiles causada por el CCl; se quiso cuantificar tanto los efectos del CCly como
los del Trolox.

> JV.C.1.2.1b.- Cuantificacion del efecto del Trolox sobre los productos
voldtiles formados por el CCl,.

Se cuantific6 la formacién de compuestos volatiles a partir de albdmina de huevo
nativa en presencia de CCly y/o Trolox ImM.

Las condiciones empleadas son las mismas que las de la determinacién de formacién
de compuestos volatiles por la accién del CCl4 sobre la albdmina de huevo nativa.

La cuantificacién se realizé considerando el 4rea de cada uno de los picos, de acuerdo
a lo indicado por el registrador del aparato, y realizdndoles los correspondientes calculos
estadisticos.

Los resultados son los siguientes.
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Tabla IV.C.1.2.1b: Cuantificacién del efecto del Trolox sobre los productos volétiles formados

por el CCly
Experimento» Trolox tr 1,9 tr 6,2 tr~9,3
Area % Area % Area %
alb - -
alb + CCl, - 912 + 115 100 2351 + 406 52.848 + 3451 100
alb + -
alb + CCl, + 655 + 75b 72 - - 37148 £ 7141 70

Soluciones de albmina de huevo nativa (alb, 16 mg/ml en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8), en presencia o no de 5 ul de
CQ, puro y/o Trolox 1 mM, fueron irradiadas durante 6 minutos con luz ultravioleta C en cubetas selladas, luego de lo
cual se dej6 llegar al equilibrio a 37 °C durante media hora en ia NaCl y los vapores resultantes se analizaron por
cromatografia ebcbrdeﬂamampaamdehcom?@mada(@mhmbsalwﬁm%ommmpa
de velocidad 50 °C/min hasta 140 °C, 2,8 minutos a esa temperatura y a continuacién una rampa de velocidad 50 °C/min
hasta 160 °C). Se usaron 3 muestras por grupo.

b

p<00.

De los resultados indicados en la tabla se puede inferir que el CCly causaria la
aparicién de 3 picos, cuya posible naturaleza se indicé anteriormente.

Se pudo determinar que el 4rea del pico correspondiente a un tiempo de retencién 9,3
minutos fue reducida por la presencia del Trolox.

En el caso del pico a 6,2 minutos, el mismo se superpuso con un pico pequefio
presente en todas las muestras a aproximadamente 6,1 minutos, pero por la forma de los
picos no se pudo cuantificar la accién del Trolox sobre el pico de 6,2 minutos.

El 4rea del pico de tiempo de retencién 1,9 minutos también fue reducida
significativamente por la presencia de Trolox en el medio de reaccién.

Las 4reas de los picos de tiempo de retencién 9,3 y 1,9 fueron reducidas por el Trolox
en una proporcién similar.

> JV.C.1.2.2.- Formacién de productos voldtiles por accién de los
metabolitos reactivos del CCl; sobre el aminodcido cisteina

Dado que se habia determinado la formacién de probablemente HCCls por accién de
los metabolitos reactivos del CCly sobre albimina de huevo nativa, se quiso estudiar el
posible origen del HCCl,.

Asi, el HCCl; podria originarse por la abstraccién de un hidrogeno por el *CCls
formado en la activacién del CCL. El residuo del aminoécido cisteina posee el hidrégeno
proteico que més facilmente puede ser cedido, por lo que se estudi6 la formacién de
productos volatiles por accién de los metabolitos reactivos del CCly sobre el amino4cido

195



RESULTADOS

cisteina.
A continuacién se indican los resultados obtenidos.

Figura IV.C.1.2.2: Formacién de productos volatiles por accién de los metabolitos reactivos
del CCl4 sobre el aminoécido cisteina

Cis+UV Cis+CCL+UV

n.au
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Soluciones de distefna (4 mg/ml en buffer fosfato 50 mM), fueron irradiadas en presencia o no de 5 pl de CCl; en uma
cubeta sellada. Posteriormente se mantuvo a 37 °C durante 30 mirutos en presencia de NaCl y los vapores resultantes se
analizaron por cromatografia gaseosa con detector de llama, con columna a temperatura programada (4,5 mirutos a 105
°C, m\arampadeveloudad50°C/mmhasta140°C,2,8mnmlnsaaampaauua,aommmaa6nm1ammpade

50 °C/min hasta 160°C).

Se puede ver en los cromatogramas que el CCly en presencia de cisteina es capaz de
causar la aparicién de un pico a un tiempo de retencién aproximadamente 9,2, el cual podria
corresponder a cloroformo por el tiempo de retencién. Es decir, el comportamiento de la

cisteina seria similar al de la albtimina.
Por lo tanto, se podria formar también cloroformo por accién de los metabolitos

reactivos del CCl, sobre la cisteina.
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IV.CIL- SISTEMAS IN VITRO

En estos sistemas se estudi6 el efecto de los metabolitos reactivos del CCly sobre los
grupos sulfhidrilos de proteinas de distintas fracciones subcelulares (microsomas, ntcleos,
mitocondrias y citosol) in vitro.

Se dividi6 el estudio en dos partes:

IV.C.I1.1.- Estudio del efecto del CCly sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de las
proteinas de distintas fracciones subcelulares.

IV.C.I1.2.- Estudio del efecto de distintas condiciones y sustancias sobre la alteracién de
grupos sulfhidrilos de protefnas microsomales causada por el CCl,.

Los resultados obtenidos con cada uno de los sistemas se indican a continuacién.

TV.C.I1L1.- DISTINTAS FRACCIONES SUBCELULARES

En estos sistemas se estudié el posible efecto del CCly y sus metabolitos reactivos
sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas de las distintas fracciones
subcelulares.

Las fracciones subcelulares fueron incubadas en los medios adecuados indicados en
Materiales y Métodos, determinédndose a continuacién el contenido de grupos sulfhidrilos de
las proteinas de cada fraccién subcelular por la técnica de Ellman para proteinas.

Como se indic6é anteriormente, las distintas fracciones subcelulares, a excepcién del
citosol, son capaces de activar al CCly a sus metabolitos reactivos. Las proteinas blanco de
ataque serian las mismas proteinas de cada fraccién subcelular.

Para la activacién del CCl; es necesaria la presencia de NADPH como cofactor, dado
que es dador de los electrones necesarios para la reduccién del téxico.

Debido a que el NADPH puede tener por si mismo algan efecto sobre el contenido de
grupos sulfhidrilo de proteinas, en todos los casos se realiz6 el control correspondiente.

A continuacién se indican los resultados obtenidos para las distintas fracciones

subcelulares.
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> JV.C.IL1.1.- Estudio del efecto del CCly sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos de proteinas microsomales hepdticas de rata in vitro

Se estudi6 el efecto de los metabolitos del CCly sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos de proteinas microsomales hepaticas de rata en un sistema in vitro.

Los resultados obtenidos se indican a continuacion.

Tabla IV.C.I1.1.1: Estudio del efecto del CCl4 sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteinas microsomales hepéticas de rata in vitro

Tratamiento? nmoles SH/ mg prot % del Control
Control (Ctl) 424 + 0,7 100
CCl4 418 + 1,10 98
NADPH 284 t 0,5 67
NADPH + CCl4 23,8 = 0,6¢ 56
g a Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
2, hepéticos de rata (3,7 mg proteinas/ml incubado) fueron
5 incubadas 1 hora a 37 °C, en ia 0 no de sistema
24 glmemd deNADPHy/oO& mM se indi
£ contenido de grupos sulfhidrilos (SH) fue determinado
30 oonlahécmcadeEl]mmparapmﬁeimeuermuﬁhmdas
Cinco muestras por grupo.
20 b P> 0,05:
CClyvs Ct.
10 cp< 0,001:
" , : NADPH vs Ctl o CCls,
Control ccl, NADPH NADP H+CCl, NADPH+CCl, vs Ctl, NADPH o CCl.

De los resultados obtenidos se puede inferir que el CCls por si mismo, es decir, sin ser
activado a sus metabolitos reactivos, no fue capaz de causar la alteracién del contenido de
grupos sulfhidrilos de las proteinas microsomales hepéticas de rata in vitro.

Se puede observar ademéas que el NADPH per se fue capaz de reducir el contenido de
grupos sulfhidrilos de las proteinas microsomales.

Los metabolitos reactivos del CCly fueron capaces de reducir el contenido de grupos
sulfhidrilos de las proteinas microsomales hepaticas de rata in vitro por encima de la
disminucién causada por el NADPH.
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> [V.C.IL.1.2.- Estudio del efecto del CCly sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos de proteinas nucleares hepiticas de rata in vitro

Se estudi6 el efecto de los metabolitos reactivos del CCls sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos de proteinas nucleares incubando ntcleos hepéticos de rata 1y 3 h en un sistema
in vitro adecuado para ntcleos.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.C.I1.1.2: Estudio del efecto del CCl4 sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteinas nucleares hepaticas de rata in vitro

Experimento? 1 h incubacién 3 h incubacién
nmoles SH/ mg prot % Ctl  nmoles SH/ mg prot % Ctl

Control (Ctl) 175 + 1,9 100 144 + 0,8 100
CCl, 16,8 + 0,8 96 144 + 0,65 100
NADPH 10,5 + 0,8¢ 60 8,0 + 1,0¢ 55
NADPH + CCl, 9,3 + 0,6b< 53 74 + 03bc 51

3

2 Las mezclas de incubacién conteniento nticleos
hepéticos de rata (8 mg proteina/ml de incubado) en
presencia de sistema generador de NADPH y/o CCl; 2
mM segtin se indique fueron incubados a 37 °C durante 1
6 3 h. Los grupos sulfhidrilos (SH) fueron determinados
con la técnica de Ellman para protefnas. Se utilizaron 4

g

-
=3

nmoles SH/mg prot
8

B

o

v
<o
&

= D (d @ NADPH+CCl, vs NADPH.
0 - ¢p <0,001:
1 hincubacion 3 h incubacién 1y 3hincubacién.: NADPH vs C o CCl;
Control ccl, [INADPH [ NADPH+CCl, NADPH+CCl, vs Cl o CCl.

Se puede observar de los resultados que el CCly por si mismo no fue capaz de alterar
significativamente el contenido de grupos sulfhidrilos en las proteinas nucleares en ninguno
de los dos horarios.

En cambio, el NADPH fue capaz de disminuir significativamente el contenido de
grupos sulfhidrilos de las proteinas nucleares a la hora y a las 3 horas de incubacién.

Los metabolitos reactivos del CCly no fueron capaces de causar una disminucién

significativa del contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas nucleares hepaticas.

199



RESULTADOS

> JV.C.IL1.3- Estudio del efecto del CCly sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos en proteinas mitocondriales hepdticas de rata in vitro

En este caso se estudi6 el efecto in vitro de los metabolitos reactivos del CCly sobre el

contenido de grupos sulfhidrilos en proteinas mitocondriales hepéticas de rata.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.C.I1.1.3: Estudio del efecto del CCl, sobre el contenido de grupos sulfhidrilos en

proteinas mitocondriales hepéticas de rata in vitro

Experimento? nmoles SH/ mg prot % del Control
Control (Ctl) 348 + 0,6 100
CCls 374 + 1,5 107
NADPH 350 + 1,10 100
NADPH + CCl, 35,7 + 0,9 103
i ° » Las mezdas de incubacién conteniendo fraccion
5 5 mitocondrial (50 mg /ml de incubado) fueron
g n'cubagascllhﬁ:ZDaP%I /m 2m1\'40mdesislema
40 or de o segtn se indique.
g P grpos sulffadiiice (G firon dsleninados N,
% técnica de Ellman para protefnas. Se usaron 4 muestras
20 Ppor grupo.
bp > 0,05 en todos los casos.
10
’ Control ccl, NADPH NAD+CCL

De los resultados obtenidos se puede concluir que ni el CCly ni sus metabolitos reactivos
fueron capaces de alterar el contenido de grupos sulfhidrilos en las proteinas mitocondriales

hepaticas de rata a la hora de incubacion.
A diferencia de lo observado en nucleos, el NADPH no fue capaz de causar la alteracién

del contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas mitocondriales.
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> JV.C.I1.1.4.- Estudio del efecto del CCly sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos en sustancias proteicas y no proteicas citosdlicas in vitro

En este caso se quiso investigar la posible alteracién del contenido de grupos
sulfhidrilos en sustancias proteicas y no proteicas citosélicas hepaticas de rata inducido por
el CCly, incubando citosol de rata en un sistema in vitro.

Se sabe que en el citosol no habria activacién del CCls a sus metabolitos reactivos, sin
embargo se hizo este ensayo para completar la determinacién del efecto en las principales
fracciones subcelulares de los hepatocitos en los referente a la posible alteracién del
contenido de grupos sulfhidrilos.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.C.I1.1.4: Estudio del efecto del CCl4 sobre el contenido de grupos sulfhidrilos en
sustancias proteicas y no proteicas citosélicas in vitro

Experimento? SH proteicos SH solubles

nmoles SH/mg prot % Ctl  nmoles SH/ml citosol % Ctl
Control (Ctl) 343 + 08 100 331 + 2,0 100
CCly 34,0 + 1,70 102 34,6 + 1,8 105
NADPH 42,1 £ 0,5¢ 126 1055 + 1,8¢ 319
NADPH + CCl,4 42,2 + 14bc 127 103,8 + 2,2bc 314

a Las mezclas de incubacién conteniendo fraccion
cmoséhm (0,2 ml citosol/ incubaci6n) onode
or de NADPH }n'eserna
n\cuhadasduramelhoxaa37°C.Losgmpossulﬂ'udnk>s
fueron determinados con la técnica de Ellman. Se usaron
4 muestras por grupo.
bp>0,05:
SH proteicos y no proteicos:
CClLvsCH; NADPH+CCly vs NADPH.
cP<0m1

D SH ¥ 10 profed
ADPH vs Ctl 0 CCl;

St peoteicos S5k a0 proteicos NADPH+CCl, vs Ctl 0 CCls.
Control CCly [INADPH [ NADPH+CCly

8

g

g

]

nmoles SH/mg prot o ml citosol
2

8

<

El NADPH causé un aumento muy importante del contenido de grupos sulfhidrilos
de las sustancias no proteicas y un leve aumento del contenido de grupos sulfhidrilos de las

proteinas.
En el caso del CCly, ni él sélo ni sus metabolitos reactivos fueron capaces de alterar el

contenido de grupos sulfhidrilos, tanto de las sustancias proteicas como de las no proteicas.
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1V.C.11.2.- ESTUDIO SOBRE MICROSOMAS

Se estudi6 el efecto de distintas condiciones sobre la alteracién del contenido de
grupos sulfhidrilos causado por los metabolitos reactivos del CCls en proteinas microsomales
hepéticas de rata.

El sistema de incubacién fue similar al utilizado en la determinacién de la capacidad
de los metabolitos reactivos del CCly y del NADPH de alterar el contenido de grupos
sulfhidrilos en las protefnas antes mencionadas.

En este sistema se ensay6 el efecto de dichas sustancias en una atmoésfera de
nitrégeno, comparéndose con el efecto observado en atmésfera de aire. Se la comparé con el
efecto del NADPH y los metabolitos reactivos del CCl en atmésfera de aire.

Se estudi6 ademas el posible efecto protector de grupos sulfhidrilos de antioxidantes,
determinandose el efecto del a-tocoferol (antioxidante liposolubles normalmente presente en
las células, del hemisuccinato de a-tocoferol (derivado del a-tocoferol mas hidrosoluble) y
Trolox (andlogo hidrosolubles del a-tocoferol al cual le falta la cadena isoprénica).

También se determiné el efecto del EDTA, el cual, como se indic6 anteriormente,
inhibe la peroxidacién de lipidos causada por los metabolitos reactivos del CCl,.

A continuacién se indican los resultados obtenidos en cada uno de estos ensayos.

> JV.C.I1.2.1.- Efecto del CCl, sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteinas microsomales en atmésfera de aire y de nitrégeno

En este caso se estudi6 el efecto de una atmésfera de nitrégeno sobre la alteracién del
contenido de grupos sulfhidrilos causada in vitro por los metabolitos reactivos del CCls y el
NADPH en las proteinas microsomales hepaticas de rata.

Como ya ha sido mencionado, en atmésfera de nitrégeno se forma tdnicamente *CCls
por activacién del CCl,.

Los resultados obtenidos son los siguientes.
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Tabla IV.C.11.2.1: Efecto del CCls sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de proteinas
microsomales en atmésfera aire y de nitrégeno

Tratamiento2 Nitrégeno nmoles SH/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 425 + 11 100
Control + 46,9 + 1,20 110

CCl, - 43,3 + 1,0bc 102

CCl4 + 47,5 = 0,7°< 112
NADPH - 28,5 + 0,3b< 67
NADPH + 46,7 + 1,6b¢ 110
NADPH + CCl4 - 23,3 £ 0,9« 55
NADPH + CCl,4 + 46,8 + 1,2bc 110

£” * Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
8 (47 mg protefnas/ml incubado) fueron incubadas 1 hora
= 2 a 37 °Cen atmosfera de aire o de N, en onode
s sistema generador de NADPH y/o CCII;1

g © El contenido de grupos sulfhidrilos fue

dete:mmadocmlatéaumdeudnnuofe:ﬁ]hxdracnn
Fueron utilizadas cinco muestras por grupo. Se
agruparon los valores de la estadistica para facilitar la

8

B

cualquier comparaci6n entre aire y N».
NADPH vs CH, 0 CCls.
] f: NADPH +CCls vs Ctl, CCly, o NADPH.
Aire N, Aire N, Aire N, Aire N, cp<005:

Control ccly NADPH NADPH+CCl, CClLvs Cil. .
todas las comparaciones entre grupos en N».

-
o

o

El contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas microsomales en atmésfera de
nitrégeno fue levemente mayor que en atmésfera de aire.

Al igual a lo observado anteriormente, el CCly por si mismo no fue capaz de alterar el
contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas microsomales. El efecto de la atmésfera de
nitrégeno en presencia de CCly fue similar al efecto sobre el control.

En atmoésfera de nitrégeno se inhibi6 totalmente el efecto del NADPH sobre el
contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas microsomales.

La atmésfera de nitrégeno también inhibié totalmente el efecto de los metabolitos
reactivos del CCly (en este caso del *CCls, ya que no habria oxigeno para la formacién de
CC];;Oz').
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> JV.C.IL2.2.- Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCly en proteinas microsomales

Se estudi6 el efecto del a-tocoferol 1 mM (aT) sobre la alteracién del contenido
grupos sulfhidrilos causada por los metabolitos reactivos del CCl.

Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.C.11.2.2: Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre el contenido de grupos sulfhidrilos
generado por el CCly en proteinas microsomales

Experimento? aT nmoles SH/mg prot % del Control

Control (Ctl) - 415 £ 1,9 100
Control + 50,2 £ 1,0p 121

CCl4 - 40,7 + 0,6b< 98
CCly + 50,2 + 1,6° 121

NADPH - 28,6 + 1,4° 69
NADPH * 33,6 + 0,4° 81

NADPH + CCl4 = 239 £ 0,4b 58
NADPH + CCly + 29,0 + 0,5b< 70

a2 Las mezclas de incubacion conteniendo microsomas
(38 mg protefna/ml de incubado) y en presencia o no de
CCL 2 mM, sistema generador de NADPH y/o o-
tocoferol 1mM, segtin se indique., fueron incubadas 1
hora a 37°C Los grupos sulfhidrilos (SH) fueron
determinados con la técnica Ellman. Se usaron 4 muestras
por grupo. Se unificaron las estadisticas segtn el valor
méaximo del grupo.
bp<0,08:
todas las comparaciones entre grupos con oI y
grupos sin oT, NADPH+CCli+aT vs NADPH.
NADPH vs Ctl 0 CCls.
NADPH+0T vs cualquier otro grupo con oT.
i NADPH+CCl, vs Ctl, CClyo NADPH.
NADPH+CCly+aT vs Ci+oT o CCly+oT.
<p>005:
CClLvsCt; CClt+aT vsCtvsoT.
NADPH+CCli+aT vs NADPH.

Se puede observar que el aT seria capaz de aumentar el contenido de grupos

nmoles SH/mg prot
B 8 & 8 8

-
o

o

- o - aT
Control Cdl

sulfhidrilos del grupo control y del grupo tratado con CCla.
En el caso de NADPH y de los metabolitos reactivos del CCly, el aT fue capaz de
prevenir parcialmente el efecto por ellos causado sobre el contenido de grupos sulfhidrilos

de las proteinas microsomales hepaticas.
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> JV.CIL2.3.- Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre el
contenido de grupos sulfhidrilos generado por el CCly en proteinas
microsomales

El oT sélo produjo un pequerio efecto protector sobre la alteracién del contenido de
grupos sulfhidrilos causada por los metabolitos reactivos del CCli. Como se indic6é
anteriormente, esto podria ser debido a la liposolubilidad del oT. Para estudiar esta
posibilidad se ensayo un derivado del oT, el hemisuccinato de aT 1 mM (saT), mas
hidrosoluble que el aT.

Tabla IV.C.11.2.3: Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCl4 en proteinas microsomales

Experimento? saT nmoles SH/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 424 + 1,0 100
Control + 40,9 + 0,8 97
CCls (©) - 442 + 1,7° 104
CCly + 43,3 + 1,5 102
NADPH - 27,8 £ 04¢ 66
NADPH + 30,6 £ 0,64 72
NADPH + CCl, - 22,9 + 0,5¢ 54
NADPH + CCl, + 29,0 £ 1,2bc 69
3 60 a Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
£ (38 mg protefna/ml incubado) y en presencia o no de
g 50 sistema generador de NAD! CCs 2 mM y/o
g hemisuccinato de o-tocoferol ImM (saT), segtn se
3 indique, fueron incubadas 1 hora a 37°C. Los grupos
: sulfhidrilos (SH) fueron determinados con la técnica
30 Ellman. Se usaron 4 muestras por grupo.
D U =
2. Ctl+soTvs Ctl; CClyvs Ct o Ctl+salT.
CCly+soT vs CHl, Ctl+soT o CCly.
10 NADPH+CCl soT vs NADPH o NADPH+saT.
cp<0,01:
0 ' pNADPHvsCﬁ,Cﬂ+saT,CG40CCI4+saT.
e . o . ol . NADPH+so(T vs C, Cti+soT, OCly, CCli+solT.
NADPH+CCls vs cualquier otro grupo.
Contzol S DRALEE NACEERSRL , NADPH:CCl#saT vs C, Ctitsa, CCly CClatsoT
<0,05:
p.NADPH+saTvs NADPH.

Se puede observar que el hemisuccinato de a-tocoferol (al igual que el aT) fue capaz

de prevenir sélo parcialmente la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos causada
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los metabolitos reactivos del CCly y por el NADPH.

En cambio, a diferencia del oT, la presencia de hemisuccinato de oT en la mezcla de
incubacién no fue capaz de aumentar el contenido de grupos sulfhidrilos de los grupos
control y CCls.

> JV.C.IL2.4.- Efecto del Trolox 1 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCly en proteinas microsomales

En este ensayo se estudi6 el efecto del Trolox 1 mM sobre el contenido alterado de

grupos sulfhidrilos causado por el CCls. Los resultados obtenidos se indican a continuacién.

Tabla IV.C.I1.2.4: Efecto del Trolox 1 mM sobre el contenido de grupos sulfhidrilos generado
por el CCl4 en proteinas microsomales

Experimento?2 Trolox nmoles SH/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 429 + 0,6 100
Control + 47,9 + 0,70 112
CCl4 - 43,0 £ 2,1bc 100
CCly + 48,6 + 0,90« 113
NADPH - 28,9 + 0,8 67
NADPH s 48,4 + 04° 113
NADPH + CCl, - 245 + 1,4° 57
NADPH + CCly + 45,6 + 1,8bd 106
5 0 2 Las mezclas de incubacién conteniendo microsomas
é (38 mg proteina/ml incubado) y en presencia o no de
E 50 CCls 2 mM, sistema generador de NADPH y/o Trolox
& 1mM, segtn se indique, fueron incubadas 1 hora a 37°C.
) Los grupos i (SH) fueron determinados con la
g técnica Ellman. Se usaron 4 muestras por grupo.
bp<0,01:
® pCualquim comparacién entre un grupos con y otro
20 sin Trolox.
NADPH vs Ctl 0 CCl.
10 NADPH+CCly vs Ctl, CCly o NADPH.
NADPH+CCls#+Trolox vs (CCly+ o NADPH)+Trolox
3 = |2 dp <0,05:
° - Trolox - Trolox - Trolox - Trolox pNAD PH+CCly+Trolox vs Cii+Trolox.
Control acl, NADPH  NADPH+CCl cp>005:

CCLvsCH; CCly+Trolox vs Ctl+Trolox.
NADPH+Trolox vs Ctl+Trolox o CClg+Trolox.
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En este experimento se analiz6 la posibilidad de que el bajo efecto protector del oT
contra la alteracién de grupos sulfhidrilos generada por el CCly podria ser debido a su
liposolubilidad, para lo cual se us6 un anélogo hidrofilico del aT, el Trolox.

Se determiné que el Trolox, al igual que el aT, causé un aumento en el contenido de
grupos sulfhidrilos presente en las proteinas microsomales del grupo control y del grupo
tratado con CCl,.

El Trolox fue capaz de inhibir totalmente la accién del NADPH sobre el contenido de
grupos sulfhidrilos de proteinas microsomales.

En el caso de la accién de los metabolitos reactivos del CCly, el Trolox previno casi
totalmente la alteracién de grupos sulfhidrilos por ellos causada.

> [V.C.I1.2.5- Efecto del EDTA 3 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCly en proteinas microsomales

Se estudi6 el efecto del EDTA 3 mM sobre el contenido alterado de grupos
sulfhidrilos causado por los metabolitos reactivos del CCls.

El EDTA en concentracién 3 mM es capaz de inhibir la peroxidacién de lipidos
causada por el CCly, por lo que se lo utilizé para de ponderar el efecto que podria tener la
peroxidacién de lipidos en la alteracién del contenido de grupos sulfhidrilos causada por el
téxico.

Como se indic6é en la Introduccién, los productos de peroxidacién de lipidos son
capaces de reaccionar con los grupos sulfhidrilos de las proteinas, pudiendo disminuir de esa
manera el contenido de grupos detectables con la técnica de Ellman.

A continuacién se indican los resultados obtenidos.
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Tabla IV.C.11.2.5: Efecto del EDTA 3 mM sobre el contenido de grupos sulfhidrilos generado
por el CCly en proteinas microsomales

Experimento? EDTA nmoles SH/mg prot % del Control
Control (Ctl) - 429 + 0,2 100
Control + 48,0 + 0,6° 112
CCl - 41,7 + 1,8bc 97
CClL + 47,5 + 0,3bc 111
NADPH - 28,3 + 1,2b«¢ 66
NADPH + 49,1 £ 0,9« 114
NADPH + CCly - 24,0 + 0,60 56
NADPH + CCl, i 43,6 + 0,4bc 101

560 aLas mezclas de incubacién conteniendo microsomas
= (3/8mgproteina/ml) en presencia o no de CCl, 2 mM,
50 sistema generador de NADPH y/o EDTA 3 mM, segtin
& , fueron incubadas 1 hora a 37°C. Los grupos
L sulfhichlos (SH) fueron determinados con la técnica
g % Ellman. Se usaron 4 muestras por grupo.
" cualquier comparacién con EDTA y sin
EDTA, excepto NADPH+C('_'I4+]E,'gll'lpos Ctl o CClL d
10 NADPH vs Ctl 0 CCL.
; NADPH+CCl, vs C, CCly o NADPH
: EDTA EDTA | EDTA  EDTA NP}{)AD+H—I+CG4+EDTA w o oo
Control ccl, NADPH NADPH+CCl, Nf;g 0,05 R,
NADPH+CCL+EDTA vs Ctl, 0 CCl,.
QCL+EDTA vs CH+EDTA.

NADPH+EDTA vs (Ctl o CCL)+EDTA.

De los resultados se puede observar que el contenido de grupos sulfhidrilos en
presencia de EDTA fue mayor que el contenido de grupos sulfhidrilos del control y del CCls
solo.

En el caso del NADPH, el EDTA fue capaz de prevenir totalmente la disminucién de
grupos sulfhidrilos causada por el NADPH.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCly, el EDTA s6lo previno parcialmente la
disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos causada por dichos metabolitos.
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V.- DISCUSION

Los resultados obtenidos en la realizacién de este Trabajo de Tesis indican que el
CCly, via sus metabolitos reactivos, seria capaz de afectar a proteinas de dos maneras:
- alterando la incorporacién de un amino4cido marcado a las proteinas nucleares.

.- causando la alteracién quimica de las proteinas.

A continuacién se discuten los resultados obtenidos. Para facilitar la discusién se
tratan separadamente los efectos antes nombrados, analizdndolos finalmente en forma

conjunta.

> V.A.- Alteracién de la incorporacion de un aminodcido marcado a
proteinas nucleares

En este Trabajo de Tesis se determiné que el CCly causa la disminucién de la
incorporacién de un aminoécido (leucina radioactiva) a las proteinas nucleares hepéticas de
rata macho Sprague-Dawley.

El efecto del t6xico sobre la incorporacién de un aminoacido marcado a las proteinas
microsomales (el cual habia sido determinado previamente (77)) se utiliz6 como un control

del efecto sobre las proteinas nucleares.

La accién del CCly sobre la incorporacién de leucina marcada a las proteinas
nucleares y microsomales fue méxima a la hora de intoxicacién para ambas clases de
proteinas, siendo las microsomales las mas afectadas. A las dos horas se observé una
recuperacién parcial en ambos casos. La incorporacién a las proteinas nucleares se recuper6
totalmente a las 4 horas de intoxicacién, en tanto que la incorporacién a las microsomales
s6lo se recuper6 parcialmente en ese tiempo. Esto dltimo coincide con los resultados
obtenidos previamente (77).

El principal lugar de activacién en las células hepéticas del CCly es el reticulo
endoplasmico (3, 14), los metabolitos reactivos del CClL, alli formados causan la ruptura y el
despegue de los polisomas unidos al reticulo (131, 77, 79). Es en estos polisomas en donde se
sintetizan las proteinas microsomales (124, 12), lo que explicaria que se vea tan afectada la
incorporacién de un aminoacido marcado a dichas proteinas.
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Las proteinas nucleares son sintetizadas en polisomas libres en el citosol (12, 124). En
el citosol no se produce la activacién del CCls a sus metabolitos reactivos (14). Sin embargo,
dado que los ribosomas libres y los unidos al reticulo endoplasmico son intrinsecamente los
mismos, que forman parte de los polisomas libres o los unidos a la membrana de reticulo de
acuerdo a cuél sea la proteina que estén sintetizando en ese momento, existiria la posibilidad
de que cualquier ribosoma se una en un momento dado a la membrana del reticulo
endoplasmico donde se activa el CCly, pudiendo ser alterado por los metabolitos reactivos
del mismo. Esta posibilidad estarfa avalada por el hecho de que se produce la unién
covalente de productos del CCly a proteinas ribosémicas (73, 14), tanto de ribosomas unidos
como libres, indicando que ambas clases de ribosomas estarian alterados en la intoxicacién
por CCl. Esto permitiria explicar el hecho de que se vea afectada la sintesis de proteinas
nucleares en la intoxicacién por CCls.

Ademas, la mayoria de los ribosomas de las células hepaticas (el 80%) estan unidos al
reticulo endoplasmico (131), por lo que existiria una gran probabilidad de que los ribosomas
puedan ser afectados por los metabolitos reactivos del CCls.

Investigaciones previas (77) indican que en la intoxicacién por CCly se produce
también la inhibicién de la incorporacion de un aminoicido marcado a proteinas
mitocondriales y citos6licas hepaticas de rata, las cuales también se sintetizan en polisomas
libres (124, 12). Esta “propagacién del dafio” es un efecto caracteristico del CCly (77).
También en este caso el efecto méaximo fue a la hora de intoxicacién. A diferencia de las
proteinas nucleares, la incorporacién del amino4cido marcado a las proteinas mitocondriales

y citos6licas no se recuper6 totalmente a las cuatro horas de intoxicacién.

Por lo tanto, en la intoxicacién por CCls se verian afectadas en general las proteinas
celulares, recuperandose mas rdpidamente la sintesis de las proteinas nucleares. Las

proteinas microsomales son las que més tardan en recuperarse.

El corto tiempo durante el cual se ve afectada la incorporacién del aminoacido
marcado a las proteinas nucleares sugiere que las proteinas que se estarian afectando serian
las de alto recambio y/o que la célula posee mecanismos que priorizan la sintesis de las
proteinas nucleares. El que a las 4 horas de intoxicacién no se hubiera recuperado totalmente
la incorporacién de un amino4cido marcado a las proteinas mitocondriales y citos6licas (77)
avalaria el hecho de que existirian mecanismos de recuperacién preferenciales para las
proteinas nucleares.

Ademas, la recuperacién preferencial de la incorporacién de un aminoicido a las
proteinas nucleares se produce también en la accién de otras sustancias t6xicas, por ejemplo,
a las 24 h de la intoxicaci6n con cicloheximida la sintesis proteica es mayor para las proteinas
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nucleares que para el resto de las proteinas celulares (216).

El CCls podria afectar la incorporacién del amino4cido marcado a proteinas nucleares
actuando a varios niveles, por ejemplo, afectando la sintesis proteica, alterando el traslado
de las proteinas sintetizadas al niicleo o afectando la entrada de las mismas al nticleo a través

del poro nuclear.

La entrada de las protefnas sintetizadas al niicleo podria ser afectada en forma directa
por los metabolitos reactivos del CCls dado que existen en la membrana nuclear los sistemas
metabolizantes necesarios para su activacién, habiéndose demostrado la unién covalente a
proteinas nucleares (169, 170).

Para verificar si la inhibicién de la sintesis proteica podria reflejarse rdpidamente en
una alteracién de las proteinas nucleares, se utiliz6 un potente inhibidor de la sintesis
proteica, la cicloheximida (CHX), la cual inhibe la sintesis proteica actuando a nivel de la
aminoaciltransferasa de los ribosomas, impidiendo la traslacién de los ribosomas a lo largo
del RN A mensajero en los polisomas (193, 124).

La inhibicién de la sintesis proteica por la cicloheximida causé, al igual que el CCly,
una répida disminucién de la incorporacién de un aminoacido marcado a las protefnas
nucleares, siendo el efecto de la CHX mayor que el del CCl,.

A diferencia del CCly, el grado de inhibicién de la incorporacién del aminoécido
marcado causado por la CHX fue similar para las proteinas nucleares y microsomales, lo cual
coincidiria con que por su mecanismo de accién la CHX pueda afectar de igual manera a los
ribosomas libres y a los unidos al reticulo endopldsmico, en tanto que en el caso del CCly,
como se dijo anteriormente, sélo se afectarian los ribosomas que en algiin momento se

encuentren cerca del reticulo endoplasmico.

La CHX impide la ruptura de los polisomas producida por el CCl4 (179). Sin embargo,
el hecho de que en los animales intoxicados con CClL; a los cuales se los trat6 previamente
con CHX la inhibicién sea mayor que en los animales intoxicados s6lo con CCl; o con CHX
indicarfa que, aunque la CHX evite la ruptura de los polisomas por el CCly, éstos no serian

completamente capaces de efectuar una sintesis proteica normal.

En lo que respecta a las fracciones proteicas nucleares, los resultados obtenidos indican
que se produce la incorporacién de leucina marcada a todas las fracciones proteicas nucleares.
Esto sugeriria que en todas las fracciones existiria un cierto grado de recambio a tiempos muy
cortos, incluso en el caso de las histonas.

Las histonas no sélo se adicionan a la cromatina durante la replicacién del ADN sino
que también son reemplazadas o intercambiadas en la cromatina no replicante (217), lo cual
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permitiria explicar la incorporacién del aminoacido marcado a la fraccién histénica en
tiempos cortos.

El CCl, afecta de una manera similar a todas las fracciones proteicas, salvo las histonas
que resultaron ser las mas afectadas.

A las dos horas de intoxicacién se observé la recuperacién parcial o total del nivel de
amino4cido incorporado, incluso en el caso de las histonas, indicando que la recuperacién
preferencial de la incorporacién del aminoacido marcado a las proteinas seria valida para todas

las fracciones proteicas.

Parte de la incorporacién del aminodcido marcado a proteinas nucleares a tiempos
tan cortos podria deberse a la sintesis de proteinas por las células que estdn creciendo y
dividiéndose. Sin embargo, la velocidad de recambio celular no seria tan alta como para
justificar totalmente la incorporacién del aminoicido marcado observada a tiempos tan
cortos (131). Si podria ser la razén a tiempos mas largos ya que en la intoxicacién por CClL, se
estimula la divisién celular (14, 191).

> V.B.- Alteraciones quimicas en proteinas causadas por el CCl,

Los metabolitos reactivos del CCly, pero no el CClL por si mismo, serian capaces de
causar la formacién de grupos carbonilos y la disminucién del contenido de grupos
sulfhidrilos en distintas proteinas en diferentes condiciones. Se analizardn primero los
resultados de la accién de los metabolitos reactivos CCly sobre la formacién de grupos
carbonilos y a continuacién sus efectos sobre grupos sulfhidrilos.

» V.B.L.- Formacié6n de grupos carbonilos

Los metabolitos reactivos del CCly, pero no el CCly per se, fueron capaces de
aumentar el contenido de grupos carbonilos en albimina de huevo en un sistema netamente
quimico en el cual el CCl, fue activado con luz ultravioleta C.

Los dos radicales libres generados a partir del CCly (*CCls yCCl30-°) serian capaces
de generar grupos carbonilos en proteinas ya que dicha formacién se observa tanto en
aerobiosis (donde se forma fundamentalmente CCl302*) como en anaerobiosis (donde se
forma tunicamente *CCl). El hecho de que ambos radicales libres sean capaces de causar la
formacién de grupos carbonilos sobre proteinas coincide con que ambos reaccionen con
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varios aminoacidos (186-189, 14).

Se ha indicado en la Introduccién de este Trabajo de Tesis que los grupos carboniloss
generados en las proteinas por accién de especies reactivas podrian tener al menos dos
origenes: por accién directa sobre las moléculas de proteina (por ejemplo por abstraccién de
hidrégeno) o por causar dichas especies téxicas la peroxidacién de lipidos, formandose
aldehidos reactivos capaces de unirse a los grupos sulfhidrilos o aminos de residuos de

aminoécidos de las proteinas quedando un grupo carbonilo libre (145, 67, 152, 154).

La albimina de huevo nativa posee lipidos asociados (203, 204) y los metabolitos
reactivos del CCly son capaces de causar la peroxidacién de lipidos (14, 85), por lo que en
teoria parte de los grupos carbonilos detectados podrian ser debidos a la peroxidacién de
lipidos. Sin embargo, la cantidad de grupos carbonilos formados por la accién de los
metabolitos reactivos del CCl; en la albimina de huevo nativa y en la albimina de huevo
delipidada fue similar en ambos casos, indicando que la peroxidacién de lipidos por los
metabolitos reactivos del CCly no podria ser la causante de la generacién de grupos
carbonilos en protefnas en el sistema quimico. Esto sefialaria que el efecto de los metabolitos

reactivos del CCly sobre las proteinas se deberia a una accién directa de los mismos.

La luz ultravioleta C tuvo un efecto muy importante sobre la formacién de grupos

carbonilos en proteinas. Este efecto serd analizado con més detalle mas adelante.

El efecto formador de grupos carbonilos de los metabolitos reactivos del CCl; fue
totalmente inhibido por el Trolox (an4logo hidrosoluble del a-tocoferol), lo que sugeriria que
dichos metabolitos estarian actuando como radicales libres, dando, por ejemplo, reacciones
de abstraccién de hidrégeno o de ruptura de cadenas proteicas. Se sabe que los radicales
libres son capaces de reaccionar de esta forma con las proteinas (121, 68).

En cambio, el a-tocoferol no fue capaz de inhibir la accién de los metabolitos
reactivos del CCly. Ambos antioxidantes tiene una capacidad antioxidante similar (204), lo
que los diferencia es que el Trolox es més soluble en agua por no tener la cadena poliprénica
del a-tocoferol. La diferencia de accién de ambos antioxidantes podria ser debida a que la
naturaleza lipidica del a-tocoferol le podria impedir llegar al lugar donde deberia actuar por

ser acuoso el medio en el que se desarrolla la reaccién.

Esta accién protectora del Trolox también ha sido descripta en la prevencién de la
acciéon de los radicales hidroxilo y superéxido sobre albimina de suero bovino (94),
sugiriendo que los mecanismos de alteracién de proteinas de los radicales libres del CCl,
podrian ser similares a los de otros radicales libres.
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La presencia de EDTA (quelante de metales como por ejemplo el hierro) en el medio
de reaccién disminuyé parcialmente la formacién de grupos carbonilos en medio aerobio y
anaerobio, lo que sugeriria que parte de la activacién del CCly en este medio podria ser
debida a la accién de los metales presentes (6). Los metabolitos reactivos del CCly generados
por accién de metales unidos a proteinas afectarian a los residuos de aminoacidos del
entorno del sitio de unién del metal ya que la gran reactividad de los metabolitos reactivos
del téxico haria que reaccionen con grupos quimicos cercanos al lugar de su formacién. Esto

seria similar a lo que sucede en los sistemas de oxidacién catalizada por metales (120).

Los metabolitos reactivos del CCl; causaron la formacién de grupos carbonilos en los
20 amino4cidos presentes normalmente en las proteinas de las células eucariotas. Resultaron
particularmente afectados la fenilalanina, el triptofano, la cisteina, la leucina, la serina y la
treonina.

Estos resultados coinciden con los de otros sistemas ensayados, por ejemplo, los
radicales hidroxilo serian capaces de causar la alteracién de los amino4cidos comtinmente
presentes en las proteinas, en algunos casos con formacién de compuestos carbonilicos (147,
150, 67, 68).

Los metabolitos reactivos del CCls, pero no el CCly por si mismo, también fueron
capaces de causar la formacién de grupos carbonilos en proteinas de microsomas hepaticos
de rata en un sistema in vitro. Esto coincide con que, como se indic6é anteriormente, los
microsomas serfan la fraccién subcelular con mayor contenido de sistema activador del CCly
(3,14, 70, 73, 74).

En cambio, no se detect6 la formacién de grupos carbonilos causada por los
metabolitos reactivos del CCl4 en protefnas nucleares y mitocondriales de rata en sistemas in
vitro, pese a que en estas organelas existen, aunque en mucha menor proporcién que en

microsomas, sistemas de activacién del CCl, (74, 75, 76).

En microsomas y nicleos (a las tres horas de incubacién en el caso de nicleos), el
NADPH per se caus6 la formacién de grupos carbonilos en las proteinas. Este efecto podria
ser debido a la peroxidacién de lipidos causada por el NADPH. Como se indic6
anteriormente, la presencia de NADPH en sistemas de incubaci6n in vitro de microsomas y
nicleos (aunque en mucho menor grado (176)) provoca la peroxidacién de lipidos,
probablemente por accién de los citocromos P450, fundamentalmente el cyp2E1, el cual al
estar normalmente presente en su estado de alto spin seria capaz de generar en presencia de

su cofactor (el NADPH) especies reactivas capaces de iniciar la peroxidacién de lipidos (37,
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41,91).

No es posible evitar la presencia de NADPH en los sistemas de incubacién ya que es
el cofactor necesario para la activacién del CCly a sus metabolitos reactivos.

La baja cantidad de sistema metabolizante del CCly en ndcleos y mitocondrias
permitiria explicar que no se formaran grupos carbonilos en cantidad suficiente como para
ser detectados por la técnica empleada para determinar grupos carbonilos en este Trabajo de
Tesis.

Por otra parte, los ndcleos y las mitocondrias poseen sistemas que les permiten
disponer de las proteinas oxidadas (105, 143), por lo que también podria suceder que de
formarse proteinas oxidadas las mismas fueran degradadas a componentes no detectables.

Para analizar si la baja activacién del CCls a sus metabolitos reactivos podria ser la
responsable de que no se formaran grupos carbonilos sobre las proteinas nucleares se
empleé CBrCl, el cual es activado a los mismos metabolitos reactivos que el CCls pero en
mucho mayor grado debido a que la energia del enlace C-Br es mucho menor que la del C-Cl
(42,72,7,55).

El CBrCls no solo no caus6 la formacién de grupos carbonilos en las proteinas, sino
que provocé la disminucién del contenido normal de grupos carbonilos. Esto podria ser
debido a que durante su activacién se forma también bromo, el cual al ser oxidante podria
oxidar atn més las proteinas, formando especies quimicas no detectables por la técnica de
2,4-dinitrofenilhidracina. También podria suceder que el mayor grado de oxidacién de las
proteinas favorezca su degradacién. Como se indic6 en la Introduccién, la mayor oxidacién

de las proteinas, siempre que no sea excesiva, favorece la degradacién de las mismas (105,
159, 92).

En el caso de las mitocondrias, el NADPH no fue capaz de formar grupos carbonilos
sobre sus proteinas. Esto coincide con que la formacién de grupos carbonilos causada por el
NADPH seria debida a la formacién de productos de peroxidacién de lipidos ya que no se ha
detectado la peroxidacién de lipidos en las mitocondrias in vitro o in vivo (77).

No se detect6 la formacién de grupos carbonilos en protefnas citos6licas incubadas in
vitro debidas al CCly, a sus metabolitos reactivos o al NADPH. Esto era esperado ya que en el

citosol no existen los sistemas necesarios para la activacién del CCl; o para la peroxidacién
de lipidos via NADPH (14, 77).

En la formacién de grupos carbonilos en las proteinas microsomales por activacién
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del CCl, contribuirian ambos metabolitos reactivos del CCly ya que se produjo la formacién
de grupos carbonilos tanto en atmésfera de nitrégeno como de aire. El efecto del CCLO,* fue
mucho mayor que el del *CCl;, lo cual coincidiria con que tiene una mayor capacidad para
abstraer hidrégenos (14).

En atmésfera de nitrégeno disminuyé el contenido de grupos carbonilos del control,
lo que tal vez indicaria que de alguna manera radicales libres de oxigeno podrian estar

actuando en el medio de incubacién.

En atmésfera de nitrégeno se inhibi6 totalmente la formacién de grupos carbonilos
causada por el NADPH, lo que concuerda con que dichos grupos carbonilos pudieran ser
productos de la peroxidacién de lipidos, ya que en dicha atmésfera se inhibe la peroxidacién
de lipidos por ser necesaria la presencia de oxigeno para la formacién de lipoper6xidos (41).

Antioxidantes fueron capaces de proteger contra la accién de los metabolitos
reactivos del CCl,.

El a-tocoferol, el cual se sabe que protege contra la accién de los metabolitos reactivos
del CCly (6, 183), fue capaz de inhibir en parte la accién de los metabolitos reactivos del CCly
pero no la del NADPH. Antioxidantes més hidrosolubles como el hemisuccinato de a-
tocoferol o el Trolox fueron mejores protectores. De hecho, el Trolox inhibi6 totalmente la
formacién de grupos carbonilos causada tanto por los metabolitos reactivos del CCly como
por el NADPH. Se sabe ademads que el Trolox es capaz de inhibir la peroxidacién de lipidos
causada por el NADPH (41).

El que el hemisuccinato de a-tocoferol fuera mejor protector que el a-tocoferol
coincide con que también lo sea en la intoxicacién por CCl, probablemente porque pueda
llegar mejor a las estructuras celulares, siendo transformado a a-tocoferol en el lugar donde
debe actuar (205).

El Trolox también disminuyé el contenido de grupos carbonilos del control, lo que
podria ser debido a que por su presencia se inhiban o reviertan oxidaciones que

normalmente ocurran en las células.

El EDTA inhibi6 totalmente la formacién de grupos carbonilos causada por el
NADPH pero sé6lo parcialmente la causada por los metabolitos reactivos del CCl.

Se sabe que el EDTA inhibe totalmente la peroxidacién de lipidos causada por el
NADPH y por los metabolitos reactivos del CCly, sin interferir en la activacién del CCls a sus
metabolitos reactivos (206, 41, 7, 49).

La inhibicion del EDTA de la formacién de grupos carbonilos generada por el
NADPH avalaria la idea de que la accién del NADPH seria debida a la peroxidacién de
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lipidos.

La inhibicién de la accién del CCly por el EDTA podria ser debida a su efecto
inhibidor de la peroxidacién de lipidos generada por el t6xico. También podria producto del
efecto quelante del EDTA, que inhibiria la activacién del CCly a sus metabolitos reactivos por
los metales de transicién que pudieran estar presentes. Este efecto quelante permitiria
también explicar la disminucién del contenido de grupos carbonilos de los controles causada
por la presencia de EDTA en el medio de incubacién.

El que el EDTA no inhiba totalmente la accién de los metabolitos reactivos del CCly
estaria indicando que parte de los grupos carbonilos generados por los metabolitos reactivos
del CCl, en proteinas microsomales serian debidos a la accién directa de los mismos sobre las

proteinas, lo cual coincidiria con el efecto observado en el sistema netamente quimico.

El CCL; fue capaz de producir el aumento del contenido de grupos carbonilos en las
proteinas microsomales hepéticas de rata in vivo. El aumento fue méaximo a la hora de
intoxicacion, recuperandose las proteinas oxidadas a las 3 horas de la intoxicacién. La
recuperacién del nivel normal de carbonilos podria ser debida a la accién de proteasas como
el proteosoma, el cual se sabe que degrada preferencialmente proteinas oxidadas y que es
activado después de un estado de estrés oxidativo (105, 92)

No se detect6 la alteracién del contenido de grupos carbonilos en las proteinas
nucleares a una, dos, tres y seis horas de intoxicacién, lo cual coincide con los resultados
obtenidos in vitro. Esto podria ser debido a que los niveles de activacién en el nicleo del CCly
no serian suficientes como para causar un dafio detectable, a que los niicleos estén
protegidos de alguna manera contra la oxidacién de sus proteinas o a que las proteinas
oxidadas son eliminadas lo suficientemente rapido como para que no sean detectadas. Esto
ultimo podria coincidir con el hecho de que, como se ha indicado, el sistema de degradacién

de proteinas oxidadas (el proteosoma) también puede ser encontrado en el nicleo (143).

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis sobre la formacién de grupos
carbonilos en proteinas est4n avalados por estudios realizados sobre la accién del CCl; sobre
proteinas hepaticas totales en intoxicacién aguda y cirrosis de ratas preinducidas con
fenobarbital, administrando el CCl4 en forma inhalatoria (166).
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> V.B.1l.- Disminuci6n del contenido de grupos sulfhidrilos

Los metabolitos reactivos del CCly, pero no el CCls por si mismo, fueron capaces de
disminuir el contenido de grupos sulfhidrilos de proteinas en el sistema netamente quimico

empleado en el estudio de los grupos carbonilos.

La disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos de proteinas causada por los
metabolitos reactivos del CCly no seria atribuible a la presencia de lipidos en la proteina
empleada ya que la albimina de huevo nativa y la albiimina de huevo delipidada resultaron

igualmente afectadas.

Al estudiar la contribucién de cada uno de los metabolitos reactivos del CCly
(empleando una atmésfera de nitrégeno para determinar la contribucién del *CCls y una
atmoésfera de aire para la del CCl;O,* (principalmente)), surgié la dificultad de que la luz
ultravioleta C sola en atmésfera de nitrégeno produjo un notablemente incremento del
contenido de grupos sulfhidrilos.

La albimina de huevo posee un puente disulfuro, por lo que cabria la posibilidad de
que la luz UVC pudiera causar su apertura, formandose grupos sulfhidrilos. Esta posibilidad

se analizar4 con mas detalle al considerar los efectos de la luz ultravioleta sobre proteinas.

Debido al efecto formador de grupos sulfhidrilos de la luz ultravioleta C no se pudo
evaluar fehacientemente la contribucién de cada radical libre del CCL en este sistema; los
resultados sugeririan que sélo actuaria el CCl30»*, pero no se podria excluir que parte de los

grupos sulfhidrilos detectados hayan sido generados por la apertura del puente disulfuro.

No se detect6 que el CCly o sus metabolitos reactivos fueran capaces de alterar el
contenido de grupos sulfhidrilos del aminoacido cisteina, pese a que los grupos sulfhidrilos
de las proteinas provendrian de este aminoé4cido. El que no afecte a los grupos sulfhidrilos
de la cistefna pero si a los de la albamina sugeriria que es el entorno dentro de la proteina lo
que alteraria la capacidad de reaccién del amino4cido, permitiendo asi su oxidacién. Esto es
lo que sucede en el caso de las proteinas sensible a las variaciones redox en las células, la
configuracién alrededor del grupo sulfhidrilo seria la que determina si el mismo puede ser o
no oxidado (63).

Los metabolitos reactivos del CCly tienen una gran capacidad de abstraccién de
hidrégeno. Muchas de las reacciones de estos radicales libres como aminoécidos tales como
metionina, fenilalanina, tirosina, triptofano, prolina e hidroxiprolina, se iniciarian por
reacciones de abstraccién (14, 186-189, 83)

Dada esta capacidad de abstraccién de hidrégeno de los radicales libres del CCly, se
estudi6 la posibilidad de que se formen productos volétiles a partir de albimina de huevo
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por accién del téxico, determinandose la formacién productos volatiles (que se comportarian
cromatograficamente como cloroformo y diclorometano), los cuales se podrian haber

originado por abstraccién de hidrégeno de la proteina.

El residuo de aminoacido que maés facilmente cederia un hidrégeno seria la cisteina,
por lo que se ensay6 la formacién de productos volatiles a partir de cisteina, determinandose

la formacién de cloroformo.

Como se ha mencionado, en los ensayos con el amino4cido cisteina se determiné la
formacién de cloroformo pero no se detecté la disminucién del contenido de grupos
sulfhidrilos (lo cual deberia ser una consecuencia de la cesién del hidrégeno de grupos
sulfhidrilos). Esto podria ser debido a que la técnica empleada para la deteccién del HCCl; es
mas sensible que la determinacién de grupos sulfhidrilos.

El Trolox fue capaz de inhibir parcialmente la formacién de los compuestos volatiles
a partir de albamina de huevo, confirmando en cierta medida que podrian estar participando

reacciones de abstraccién de hidrégeno.

Los radicales libres generados a partir del CCl4 serfan capaces de causar la alteracién
del contenido de grupos sulfhidrilos en proteinas microsomales, pero no en proteinas

nucleares, mitocondriales y citos6licas.

En el caso de los microsomas se determiné la alteracién del contenido de grupos
sulfhidrilos causada por el NADPH y por los metabolitos reactivos del CCly, pero no por el
CCl, solo. Al igual que en el caso de la formacién de grupos carbonilos, esto coincide con que
el reticulo endopldsmico sea el principal sistema de activacién del CCls a sus metabolitos
reactivos (3, 14, 70, 73, 74). Estos efectos seran considerados en mayor detalle al tratar la
accién de distintas sustancias sobre la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos
causada por los metabolitos reactivos del CCls en las proteinas microsomales.

En el caso de los nicleos, el NADPH causé la disminucién del contenido de grupos
sulfhidrilos en tanto que los metabolitos reactivos del CCly no fueron capaces de lo mismo,
Esto podria ser debido a que la activacién del CClL no fue suficiente como para causar un
efecto significativo.

La disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos causada por el NADPH podria
ser debida a que, como se indic6é anteriormente, el NADPH produce la peroxidacién de
lipidos en sistemas de incubaci6én de nicleos (176), lo que podria generar aldehidos reactivos
capaces de reaccionar con los grupos sulfhidrilos de proteinas (37, 41, 91).
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Al igual que en el caso de los niicleos, no se observé en las proteinas mitocondriales
una alteracién del contenido de grupos sulfhidrilos proteicos debida al CCly o sus
metabolitos reactivos, lo cual podria ser debido a que la activacién del CCly a sus
metabolitos reactivos no hubiera sido suficiente como para causar una disminucién del

contenido de grupos sulfhidrilos detectable con la técnica empleada.

A diferencia de su efecto en los nicleos, el NADPH no caus6 la alteracién del
contenido de grupos sulfhidrilos de las proteinas mitocondriales. Esto estarfa de acuerdo con
el hecho de que el CCl4 no causa la peroxidacién de lipidos en las mitocondrias (76, 77).

En la fraccién citos6lica se analizaron los grupos sulfhidrilos no proteicos y proteicos.
El CCly o sus metabolitos reactivos no causaron la disminucién del contenido de grupos
sulfhidrilos en ninguno de los dos casos. Esto es coherente ya que, como ha sido indicado,
en el citosol no existen los mecanismos necesarios para la activacion del CClL a sus
metabolitos reactivos.

En cambio, el NADPH causé un muy importante incremento del contenido de grupos
sulfhidrilos tanto en proteinas como en sustancias no proteicas, principalmente en estas
altimas. Esto se podria explicar por la presencia en el citosol de la enzima glutatién
reductasa, la cual reduce grupos sulfhidrilos oxidados. Esta enzima requiere NADPH, por lo
que la presencia de NADPH en el medio de incubacién podria generar el medio reductor
necesario para que dicha enzima pudiera reducir grupos sulfhidrilos proteicos y no proteicos

oxidados.

En el caso de los microsomas, una atmésfera de nitrégeno inhibi6é totalmente la
disminucién de grupos sulfhidrilos, lo que sugeriria que seria el CCl3O;* el principal
oxidante de los grupos sulfhidrilos; esto concuerda con que la capacidad de abstraccién de
grupos hidrégeno del CCl30,* sea mucho mayor que la del *CCl; (14).

Sin embargo, anteriormente se indicé que en el sistema quimico (sobre albimina de
huevo) se habfa detectado la formacién de HCCls. Esta discrepancia en los resultados podria
ser debida a que la deteccién por cromatografia gaseosa es mucho mas sensible que la de la
técnica de determinacién de grupos sulfhidrilos, por lo que no se podria descartar que el
*CCls pudiera abstraer hidrégenos de los residuos cistefna con formacién de HCCl; y que la
disminucién de grupos sulfhidrilos resultante no fuera suficiente como para ser detectada

con la técnica de determinacién de grupos sulfhidrilos empleada.

El a-tocoferol fue capaz de inhibir parcialmente la disminucién del contenido de
grupos sulfhidrilos causada por el NADPH y por los metabolitos reactivos del CCL. El
hemisuccinato de a-tocoferol causé el mismo efecto. En ninguno de los dos casos el efecto
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fue importante.

En el caso del a-tocoferol, pero no en el del succinato del a-tocoferol, se observé que
su presencia aument6 el contenido de grupos sulfhidrilos con respecto al control, lo que
podria ser debido a la inhibicién o reversién de la oxidacién de grupos tioles. La diferencia
entre ambos antioxidantes podria deberse a la necesidad de que se produzca la ruptura del
enlace éster del hemisuccinato para que este derivado de oT pueda ejercer su accién, lo que
podria limitar su accién antioxidante sobre el conjunto de grupos sulfhidrilos protegido de

alguna manera por el a-tocoferol.

El Trolox inhibi6 totalmente el efecto del NADPH y casi totalmente el efecto de los
metabolitos reactivos del CCL.

Todo lo anteriormente indicado sugiere que los antioxidantes serian capaces de
inhibir la accién de los metabolitos reactivos del CCLy y del NADPH sobre los grupos
sulfhidrilos de proteinas.

El EDTA fue capaz de inhibir el efecto del NADPH sobre los grupos sulfhidrilos, lo
cual coincidirfa con que probablemente dicho efecto sea generado completamente por la
peroxidacién de lipidos causada por el NADPH. Ha sido indicada la disminucién del
contenido de grupos sulfhidrilos en microsomas sometidos a la peroxidacién de lipidos, en
los cuales los grupos tioles podrian ser atacados por radicales lipidicos y/o por aldehidos
resultantes de la peroxidacién de lipidos (218).

El hecho de que el EDTA no inhiba completamente la accién de los metabolitos
reactivos del CCly sugeriria que la accién de los mismos se deberia, al menos en parte, a la
accién directa de dichos metabolitos sobre las proteinas microsomales, lo cual coincidiria con

los resultados obtenidos en el sistema netamente quimico.

> V.C.- Efectos de la luz ultravioleta sobre la oxidacién de proteinas

Una consideracién aparte merece la accién de la luz ultravioleta C, empleada para la
activacién del CCly a sus metabolitos reactivos. La luz ultravioleta C tuvo un efecto muy

importante sobre la estructura quimica de proteinas y aminoécidos.

La luz UVC causé la formacién de grupos carbonilos en la albimina de huevo. En
esta acciébn podrian intervenir especies reactivas de oxigeno ya que se determiné la
disminucién de la formacién de grupos carbonilos en una atmoésfera de nitrégeno libre de
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oxigeno.

La formacién de grupos carbonilos en albimina de huevo por efecto de la luz
ultravioleta C coincide con que se formen grupos carbonilos en protefnas por radiaciones
ionizantes, pese a que la energia de la radiacién ultravioleta C sea mucho menor (219).

La accién de la luz ultravioleta sobre la formacién de grupos carbonilos no serfa a
través de productos lipidicos ya que el efecto causado por dicha radicacién sobre la albimina
nativa y la albimina delipidada fue similar.

Un antioxidante liposoluble como el a-tocoferol no evité la formacién de grupos
carbonilos por la luz ultravioleta, en cambio, un antioxidante hidrosoluble, el Trolox, sf lo
hizo. La diferencia de accién de ambos antioxidantes podria ser debida a sus distintas

solubilidades, efecto anteriormente explicado.

La accién del Trolox fue similar en atmoésfera de aire que de nitrégeno, sugiriendo
que el efecto protector del antioxidante no estaria relacionado con su posible accién sobre

especies reactivas de oxigeno.

La accién de la luz ultravioleta no estaria relacionada con la oxidacién catalizada por
metales, ya que no se alter6 la formacién de grupos carbonilos por la luz ultravioleta en
presencia de EDTA.

La luz ultravioleta C fue capaz de alterar la estructura quimica de aminoéacidos con
formacién de grupos carbonilos sobre los mismos. El grado de alteracién dependi6é del
aminoécido, resultando muy afectados triptofano, fenilalanina, histidina, y particularmente
afectados los amino4cidos azufrados.

La luz UVC tendria muy poco efecto sobre los grupos sulfhidrilos proteicos ya que en
medio aerobio casi no se alter6 el contenido de los mismos en albimina de huevo nativa y
delipidada. Esto se corresponde con que cause una leve alteracién del contenido de grupos

sulfhidrilos en el aminoéacido cisteina.

En cambio, la luz UVC tendria un efecto importante sobre los puentes disulfuro; la
irradiacién de albimina de huevo delipidada en medio anaerobio causé un importante
aumento en el contenido de grupos sulfhidrilos, lo que podrian ser explicado por la apertura
de un puente disulfuro con formacién de grupos sulfhidrilos. Esto podria ser posible en el
sistema empleado ya que la albamina de huevo posee un puente sulfhidrilo en su estructura
(200, 201).
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Para estudiar esta posibilidad se ensay¢ el efecto de la luz UVC sobre el contenido de
grupos sulfhidrilos de glutatién oxidado (que posee un puente disulfuro en su estructura) en
medio aerobio y anaerobio. En ambos medios se determiné un importante aumento del

contenido de grupos sulfhidrilos, siendo el efecto més importante en atmoésfera de nitrégeno.

Esto apoyaria la posibilidad de que el efecto de la luz ultravioleta sobre la formacién
de grupos sulfhidrilos en la albimina de huevo en medio anaerobio pudiera ser causado por
la apertura de puentes disulfuro.

Asf, la luz ultravioleta podria causar la ruptura del puente disulfuro con formacién
de radicales tiilo. En medio aerobio estos radicales podrian oxidarse por la presencia de
especies oxigenadas a sulfenos (9, 87), en tanto que en medio anaerobio tal vez podrian
perdurar lo suficiente como para abstraer un hidrogeno de alguna molécula y reducirse de
esa manera a sulfhidrilos detectables.

Esto coincide con que las radiaciones ionizantes y el radical super6xido también
causan la apertura de puentes disulfuro con formacién de grupos sulfhidrilos en medio
anaerobio (219, 150).

El poco efecto de la luz UVC sobre los grupos sulfhidrilos de proteina sugeriria que

los mecanismos que intervendrian no serfan por abstraccién de hidrégeno.

La luz UVC es absorbida en la estratosfera por el ozono, por lo que no llega a la
superficie terrestre. Sin embargo, existe exposicién laboral a UVC, por ejemplo, trabajadores
que emplean soldaduras de arco est4an expuesto a altos niveles de UVC (196, 197). Asi, parte
del dafio causado sobre la piel por exposicién a UVC podria ser debido al efecto de dicha

radiacién sobre proteinas.

> V.D.- Consideraciones generales

Las alteraciones provocadas por los metabolitos reactivos del CCly sobre proteinas
indicadas en este Trabajo de Tesis podrian ser causantes de algunos de los efectos
observados en la intoxicacién por CCl,.

Un esquema de los efectos del CCly sobre proteinas determinados en este Trabajo de

Tesis y sus posibles consecuencias se representa en la figura V.I.
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Figura V.I: Efectos del CCly determinados en este Trabajo de Tesis y sus posibles
consecuencias

La alteracién de la llegada de proteinas al nicleo, aunque solo fuera transitoriamente,
podria ser causante de la alteracién de mecanismos celulares como replicacién del ADN,
control del ciclo celular, asf como de factores que regulan la homeostasis celular; todo lo cual

podria llevar a una alteracién de la homeostasis celular.

Al mismo tiempo, dichas alteraciones podrian ser las causantes de la estimulacién de
mecanismos de proteccion y reparacién celular. De hecho, se sabe que en la intoxicacién por
CCl, se inducirfan factores similares a los que se producen durante la reparacién del higado
luego de una hepatectomia, los cuales a su vez se han asociado con la apoptosis y la
produccién de cancer (14, 191, 220).

Aunque la alteracién de la incorporacién de un aminoécido a proteinas nucleares fue
transitoria, habria que tener en cuenta que el que se recupere el nivel de incorporacién
normal no significa que las protefnas nucleares sintetizadas sean las mismas; que tal vez
exista una alteracién de la clase y/o la cantidad de proteinas sintetizadas en respuesta a la
intoxicacién. De hecho, para otras sustancias quimicas como la cicloheximida, se ha
determinado que los niveles de sintesis de proteinas nucleares son mayores que los normales
a las 24 h de intoxicacién, y que dentro de estas proteinas son mayores los niveles de las no
histénicas, sugiriendo un aumento de la sintesis de protefnas especificas en respuesta a la
situacién estresante (221).

En lo que respecta a la alteracién bioquimica de proteinas, detectadas como
formacién de grupos carbonilos o disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos, los
resultados obtenidos indicarian que los metabolitos reactivos del CCly podrfan causar la
oxidacién de proteinas por mecanismos distintos a la peroxidacién de lipidos o la oxidacién
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dependiente de metales. Esto también ha sido sugerido para otras sustancias t6xicas, como el

paraquat (222).

La formacién de proteinas alteradas en la intoxicacién por CCl, no atribuibles a la
unién covalente, también ha sido observada en el caso de las proteinas microsomales por

electroforesis bidimensional (184).

Ha sido sugerido que dafios iniciados sobre una proteina por la accién de un radical
libre podrian llevar a la destruccién total de la misma por reacciones de propagacién dentro
de la misma proteina, prevenibles por el uso de antioxidantes como el Trolox (94, 68). De
acuerdo a esto, las oxidaciones determinadas en proteinas en la intoxicacién por CCl
podrian ser causantes de la destruccién de las moléculas proteicas.

Se sabe que los metabolitos reactivos del CCly causan la destruccién del citocromo
2E1, que es el citocromo que lo activa a sus metabolitos reactivos en condiciones normales
(14, 82). Ha sido sugerido en otros sistemas que la oxidacién del cyp2E1 por radicales libres
de oxigeno conduciria a la formacién de moléculas oxidadas reconocibles por el sistema de
degradacién de proteinas (223). Si el CCly oxidara al cyp2E1 de la misma manera que lo hace
con las proteinas microsomales en general, este podria ser uno de los mecanismos que

llevara a la inactivacién y posterior degradacién de dicho citocromo.

La formacién de proteinas oxidadas podria alterar los equilibrios intracelulares. Se
considera que la oxidacién de proteinas en residuos como cisteina o histidina podria ser
anédloga en muchos aspectos a la fosforilacién de proteinas, generando respuestas celulares
especificas (224, 63, 112).

La oxidacién de proteinas por el CCly podria ser la causante de la activacién de
mecanismos protectores celulares, por ejemplo, proteinas de choque térmico se activan
cuando se produce la oxidacién de determinados grupos tioles de proteinas (104). El p53
(involucrado en la apoptosis) es regulado por sus grupos tioles (68) y se sabe que es activado
en la intoxicacién por CCls (14).

Parte de la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos determinado en las
proteinas microsomales podria corresponderse con el aumento detectado de grupos
carbonilos Como se ha indicado anteriormente, productos de la peroxidacién de lipidos
como el HNE o el MDA pueden reaccionar con los grupos sulfhidrilos quedando libre un
grupo carbonilo que puede ser detectado con la técnica de 2,4-dinitrofenilhidracina.

Se sabe que muy temprano en la intoxicacién con CCls se produce la inhibicién de la
bomba de calcio asi como la apertura de los canales de calcio dependientes de IP; y rianodina
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del reticulo endopldsmico; en cambio no se ve alterada la bomba de calcio de las
mitocondrias (106, 116, 3, 114, 164). Ademas, tanto la bomba de calcio como los canales de
calcio del reticulo endopldasmico son proteinas muy sensibles a la oxidacién de sus grupos
sulfhidrilos. Asi, en el caso de la bomba de calcio, para que la misma sea capaz de tomar
calcio del citosol sus grupos sulfhidrilos deben estar en forma reducida, en tanto que en el
caso de los canales de calcio, se produce la apertura de los mismos cuando sus grupos
sulfhidrilos estan oxidados (106, 116).

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis indican que los metabolitos
reactivos del CCly causan la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos en proteinas
microsomales. Esto coincidiria con que se oxiden los sulfhidrilos tanto de la bomba de calcio
como de los canales de calcio, lo que llevaria en el primer caso a la inhibicién ((-) en la figura
V.I) de la actividad de la bomba y en el segundo a la apertura de los canales de calcio ((+) en
la figura V.I). Es decir, la oxidacién de ambos tipos de grupos sulfhidrilos llevaria a un
aumento de calcio citos6lico, que es lo que se observa en la intoxicacién por CCl.

También se ha indicado que los metabolitos reactivos del CCls producen la inhibicién
de la bomba de calcio del reticulo endoplasmico atn si se inhibe la peroxidacién de lipidos y
la unién covalente (14, 116). Esto coincidiria con los resultados obtenidos en este Trabajo de
Tesis que indican que los metabolitos reactivos del CCly pueden actuar directamente sobre

las proteinas, sin la mediacién de la peroxidacién de lipidos.

El que no haya habido alteraciones debidas a los metabolitos reactivos del CCL; en el
contenido de grupos sulfhidrilos o la formacién de grupos carbonilos en las proteinas
mitocondriales también coincide con que no se afecten las funciones mitocondriales ni la
toma de calcio por las mitocondrias. Otras sustancias que si oxidan los grupos sulfhidrilos
mitocondriales como el hidroper6xido de t-butilo o la diamida, producen la apertura de
poros en Ja membrana mitocondrial con entrada de calcio a la mitocondria y pérdida de la
funcién mitocondrial (117).

Ha sido indicado que la oxidacién de grupos tioles proteicos, la formacién de grupos
carbonilos sobre protefnas y la oxidacién de glutatién a glutatién oxidado pueden ser
indicadores de estrés oxidativo fisiol6gicamente relevantes (97).

En la intoxicacién por CCly no se observa una disminucién del contenido GSH y s6lo
se observa un leve aumento de la excrecién de GSSG (3, 98). Esto podria indicar que no se
desencadenan mecanismos de proteccién como la tiolacién de proteinas, que, como se indic6
en la Introduccién, protegeria a las proteinas cuando hay un medio oxidante en las células
(104, 115, 112). Esto sugeriria que los grupos tioles proteicos en general no estarian
protegidos contra la accién del téxico.

El hecho de que los metabolitos reactivos del CCly sean capaces de reaccionar

226



DISCUSION

directamente con las proteinas, en algunos casos por abstraccién de hidrégeno, podria causar
la formacién de radicales tiilo sobre las mismas. Se sabe que los radicales tiilo son capaces de
causar la peroxidacién de lipidos (87), por lo que podria suceder que éste fuera otro camino
de iniciacién de la peroxidacién de lipidos por parte de los metabolitos reactivos del CCl, lo
cual podria ser posible dado la estrecha relacién que existe entre lipidos y proteinas en las

membranas celulares (124, 103).

El efecto de abstraccién de hidrégeno de los radicales libres del CCl4 sobre los grupos
sulfhidrilos permitiria entender, al menos en parte, que los radioprotectores, agentes dadores
de hidrégeno muy eficientes, sean buenos protectores contra la necrosis celular inducida por
el CCly y que de hecho sean mejores protectores que otras sustancias que protegen de la
acumulacién de calcio o de la degradacién de componentes celulares (3). Asf, sustancias
protectoras de los grupos tioles como el tetraacetato de ditiotreitol (que genera ditiotreitol in

vivo) son buenos protectores en la intoxicacién por CCls (190).

Por todo lo anteriormente indicado, las alteraciones causadas por los metabolitos
reactivos del CCly sobre las proteinas podrian ser las causantes de algunos de los efectos
téxicos asi como de la estimulacién de algunos de los mecanismos de reparacién observados

en la intoxicacién por CCls.
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De los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis se puede concluir que los
metabolitos reactivos del CCly serian capaces de afectar a proteinas a dos niveles:

.- alterando la incorporacién de un aminoé4cido marcado a proteinas, lo cual serfa una
evidencia de que se veria afectada la sintesis de las criticas proteinas nucleares,

.- oxidando proteinas, con formacién de grupos carbonilos y disminucién del
contenido de grupos sulfhidrilos de las mismas.

El CClL causa una disminucién transitoria de la incorporacién de un aminoéacido
marcado a las proteinas nucleares hepéticas de rata. El efecto es méximo a la hora de

intoxicacién, recuperdndose los niveles de incorporacién normales a las 4 h.

El inhibidor de la sintesis proteica cicloheximida también produce una répida
disminucién de la incorporacién del aminodcido marcado a las proteinas nucleares y

microsomales.

El efecto de la mezcla cicloheximida-CCls es mayor que el efecto de la cicloheximida o
del CCl; solos, por lo que, pese a que la cicloheximida impide la ruptura de los polisomas
causada por el CCly, dichos polisomas no serfan eficientes para la sintesis proteica.

Se ven afectadas todas las fracciones proteicas nucleares de una manera similar, salvo
las histonas que resultan ser las mas afectadas. A las dos horas de intoxicacién todas las
fracciones nucleares proteicas muestran algtin grado de recuperacién de la incorporacién del

aminoécido marcado.

La recuperacién de la incorporacién de un amino4cido marcado tanto a las proteinas
nucleares totales como a las distintas fracciones proteicas sugeriria la existencia de

mecanismos celulares que priorizarfan la sintesis de las proteinas nucleares.

Los dos metabolitos reactivos del CCly (*CCls y CCl30:*) son capaces de oxidar
proteinas en un sistema quimico, formando grupos carbonilos y disminuyendo el contenido

de grupos sulfhidrilos de las mismas.

La oxidacién de proteinas causada por los metabolitos reactivos del CCly en este
sistema podria ser por accién directa de los mismos.
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La activacién por metales del CCly podria intervenir en la formacién de grupos

carbonilos sobre proteinas.

Los antioxidantes serian capaces de inhibir la formacién de grupos carbonilos sobre

protefnas en el sistema quimico.

Parte de los efectos de los metabolitos reactivos del CCls sobre proteinas podrian ser
debidos a reacciones de abstraccién de hidrégeno ya que en el sistema quimico se formaria

cloroformo.

Los metabolitos reactivos del CCly causan la formacién de grupos carbonilos en los 20
amino4cidos comunes, pero no son capaces de causar la disminucién del contenido de

grupos sulfhidrilos del aminoacido cisteina.

La luz ultravioleta C es capaz de causar la formacién de grupos carbonilos sobre

proteinas y aminoécidos en un sistema quimico.

Parte del efecto sobre proteinas es inhibible por antioxidantes, lo que podria implicar

que estan actuando radicales libres.
El efecto de formacién de grupos carbonilos no seria dependiente de metales.
Parte de la accién de la UVC podria ser debida a radicales oxigenados.
La luz UVC afecta poco el contenido de grupos sulfhidrilos de proteinas

En cambio, es capaz de causar la apertura de puentes disulfuro de proteinas y

péptidos con formacién de grupos sulfhidrilos, principalmente en ausencia de oxigeno.

Los metabolitos reactivos del CCly son capaces de causar la formacién de grupos
carbonilos y la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos en protefnas microsomales

hepéticas de rata en un sistema in vitro.

Los mismos metabolitos reactivos no son capaces de causar la formacién de grupos
carbonilos ni la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos en proteinas nucleares,

mitocondriales o citos6licas hepaticas de rata en sistemas in vitro.

El efecto sobre las proteinas microsomales podria ser causado entre otros por:
.- accién directa de los metabolitos reactivos del CCls sobre las proteinas
.- reaccién de productos de la peroxidacién de lipidos generada por el CCly con grupos

proteicos.
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Ambos metabolitos reactivos del CCly serian capaces de causar la formacién de

grupos carbonilos en proteinas microsomales hepética de rata in vitro.

El CCl302* causa la disminucién del contenido de grupos sulfhidrilos en las proteinas
microsomales. El efecto del*CCls no se puede precisar totalmente, no pudiéndose excluir que

el *CCl; pueda reaccionar con los grupos sulfhidrilos de proteinas microsomales.

Tanto la formacién de grupos carbonilos como la disminucién de grupos sulfhidrilos

serfan inhibibles por antioxidantes.

El NADPH es capaz de formar de grupos carbonilos y disminuir el contenido de
grupos sulfhidrilos de proteinas microsomales y nucleares, pero no de las mitocondriales.
Este efecto serfa debido a su capacidad de peroxidar lipidos en microsomas y ntcleos pero

no en mitocondrias.

El CCly es capaz de causar la formacién de grupos carbonilos en proteinas
microsomales hepaticas de rata in vivo, pero no en las proteinas nucleares.

Este efecto sobre las proteinas microsomales hepéaticas de rata es transitorio,
recuperdndose los niveles de grupos carbonilos en proteinas normales a las 3 horas de

intoxicacion.

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis indicarian que los metabolitos
reactivos del CCly serian capaces de alterar proteinas de diversas maneras. Esto podria tener
consecuencias a distintos niveles:

.- Inactivacién de mecanismos de regulacién de la homeostasis célcica.

.~ Alteracién la llegada de proteinas al nicleo, con la consiguiente alteracién de
mecanismos regulatorios al nivel nuclear.

.- Modificacién de mecanismos de regulacién intracelulares.

.- Marcacién de proteinas para su degradacién, con el consiguiente descenso de las
cantidades de proteinas funcionales.

.- Inactivacién de proteinas y enzimas, entre otros.

En definitiva, la alteracién de proteinas causada por el CCls podria desencadenar

procesos que le permitan a la célula protegerse o que le causen finalmente la muerte.
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VIiil.- ABREVIATURAS

.~ (+); activacién

.~ (-): inhibicién

.~ 7 aumento

.~ ¥ disminucién

-~ 7 minuto

.~ aT: a-tocoferol

.- aTTP: proteina de transferencia de a-tocoferol

.~ #Ci: microcuries

.~ ul: microlitro

.~ uM:; micromolar

.~ aa: aminoacido

.- abs: abstraccién

~Ac 4cido

.~ Ac: componentes anillares del poro nuclear del lado citoplasmaético
.- ADN: acido desoxirribonucleico

.- ADP: adenosina difosfato

.~ AGEs: productos de glicosilacién avanzada (productos de Maillard)
~~Ala: alanina

.- alb: albamina de huevo nativa

.- AMPc: adenosina monofosfato ciclico

.~ An: componentes anillares del poro nuclear del lado nuclear
.- Arg: arginina

.- ARN: 4cido ribonucleico

.~ Asp: 4cido aspértico

.- ATP: adenosina trifosfato

.- ATPasa: adenosina trifosfatasa

.- °C: grado centigrado

.~ C: citosina

.- CBPs: proteinas de unién al cap

.~ *CCl3 radical triclorometilo

.~ CC1;0;": radical triclorometilperoxilo

.- CHX: cicloheximida

.- CIF: factor de entrada de calcio

.- [Cit-S-Fe]: citocromo P450

.~ Cis: cisteina

.- CLS: serfial de localizacién citoplasmética

.- cm% centimetro cuadrado

.- CMP: concentracién méxima permisible ponderada en el tiempo

.- CMP-CPT: concentraci6én maxima permisible para cortos periodos de tiempo
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ABREVIATURAS

.- CPN: complejo del poro nuclear
.- Ctl: control
.- cyp2B: citocromo 2B
.~ cyp2E1=CYP2E1: citocromo 2E1
.- D: sustancia a ensayar
~-DAG: diacilglicerol
.~ d-alb: albamina de huevo delipidada
.- DOPA: 3,4-dihidroxi-fenilalanina
.- DTNB: &4cido ditiobis-(2-nitrobenzoico)
~ e~ electrén
.- EDTA: &cido etilendiamino tetraacético, sal disédica
.- ¢EF: factor de elongacién eucariota
.- eIF: factor de iniciacién eucariota
.- EPA: Environmental Protection Agency
.- eRF: factor de liberacién eucariota
.- FAD: flavinadenina dinucleétido
~Fc: fibras citoplasméticas del poro nuclear
.- Fen: fenilalanina
.- FMN: flavina-mononucleétido
.= FP;: citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH
.~ FP2 citocromo bs reductasa dependiente de NADH
.- Frac: fraccién
~& gramo
.- G: guanina
.- GDP: guanosina difosfato
.- Gli: glicina
.- Glu: glutamina
.- GS*: radical libre del glutatién
.~ GSH: glutatién reducido
.~ GSSG: glutatién oxidado
.- GTP: guanosina trifosfato
-~ h: hora
.- HEPES: 4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico
.- His: histidina
.~ HIV: virus de inmunodeficiencia adquirida
.- HNE: 4-hidroxinonenal
.- hnRNP: particulas ribonucleoproteicas nucleares
.- HO": radical hidroxilo
.~ HO:": radical hidroperé6xido
.~ Hsp: proteinas inducidas por choque térmico
.~ IARC: International Agency for Research on Cancer
.~ ICDH: isocitrato deshidrogenasa
-~ ip: intraperitoneal
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ABREVIATURAS

.- ICDH: isocitrato deshidrogenasa

.~ ip: intraperitoneal

.- IPx inositol trifosfato

.- isoc.: isocitrato de sodio

.~ Jn: jaula nuclear

.~ kg kilogramo

~ I litro

.~ L*: radical lipidico

.~ Leu: leucina

.MC-Leu: leucina marcada uniformemente con 14C

.~ L-[“C(U)]-Leucina: leucina marcada uniformemente con 14C
.~ LDL: lipoproteina de baja densidad

.- LH: &cido graso poliinsaturado

.~ Lis: lisina

.~ LO": radical alcoxilo

.~ LOO": radical lipoperoxilo

.~ LOOH: hidroperéxido de lipido

.~ metro

~M: molar

.- mARN: ARN mensajero

.- mCi: milicuries

.- MCO: oxidacién catalizada por metales

.- MDA: malondialdehido

.- Me: metal

.- Memb.: membrana

.~ Met: metionina

.~ Met-tARN; aminoacil tARN iniciador

.~ MFO: oxidasa de funcién mixta

.- mg: miligramo

.~ mic: microsomas

.~ min: minuto

.- mit: mitocondrias

.~ ml: mililitro

.~ mm: milimetro

.~ mM: milimolar

.~ MNE: membrana nuclear externa

.~ MNI: membrana nuclear interna

~mW: miliwatt

.~ N: normal

.~ NAD*: nicotinamida adenina dinucle6tido, forma oxidada
.- NADH: nicotinamida adenina dinucle6tido, forma reducida
.- NADP*: fosfato de nicotinamida adenina dinucle6tido, forma oxidada
.- NADPH: fosfato de nicotinamida adenina dinucle6tido, forma reducida
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.- NES: secuencia de exportacién nuclear
.~ NLS: sefial de reconocimiento nuclear
.~ tm: nanometro

.- nmoles: nanomoles

.~ NO*: 6xido nitrico

.- NOS: 6xido nitrico sintasa

.~ 0% radical superéxido

.~102 oxigeno singulete

.-ONOO ": peroxinitrito

.~ p/v: peso en volumen

.- P: poro nuclear

.- PEST: secuencia Pro-Glu-Ser-Tre

.- Pi: fosfato inorgéanico

~ PL: peroxidacién de lipidos

.~ PLAz: fosfolipasa Az

.~ PLc: fosfolipasa C

.~ poli A: poliadenilato

.~ (poli A)*mARN: mensajero con cola de poliadenina
.~ PPO: 25-difeniloxazol

.- Pr: proteina

.- Pr*: radical proteico

.- Pro: prolina

.- PrO°: radical alcoxilo de proteina

.- PrOO°: radical alquilperoxilo de protefna
.- PrOOH: hidroperéxido de proteina
.- prot: proteina

.- PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados
.~ R: rueda del poro nuclear

.~ rad: radical

.- TARN: ARN ribosomal

-~ Re: receptor

.~ RE: reticulo endoplasmico

.- RH: sustrato reducido

.~ RNP: ribonucleoproteinas

.~RO": radical alcoxilo

.- ROH: sustrato oxidado

.~ ROS: especie reactiva oxigenada

.~ RS: especie reactiva no oxigenada

.- RS*: radical tiilo

.~ RSOO*: radical tioperoxilo

.- S: Sverdberg

.- saT: hemisuccinato de a-tocoferol

.- SDS: dodecil sulfato de sodio



.~ Ser: serina

.~ SH: grupos sulfhidrilos

.- snARNs: ARNSs nucleares pequeftios

.- snoRNPs: pequeiias ribonucleoproteinas nucleolares

.- snRNPs: pequenias ribonucleoproteinas nucleares

.~ SRP: particula de reconocimiento de sefiales

.- STKM: solucién de sacarosa de la concentracién indicada en TKM
- tARN: ARN de transferencia

.- TCA: A4cido tricloroacético

.- TKM: solucién de Tris 50 mM; KCI 2,5 mM y MgCl> 5 mM llevada a pH 7,5 con HCL
.- TOPA: trihidroxifenilalanina

.~ Téx: sustancia t6xica

.- Tre: treonina

.~ Tris: (hidroximetil) aminometano

.~ Trolox: &cido 2-carboxi-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano
.- UE: unidades enzimaticas

-~ U: uracilo

.- UC: uni6én covalente

.- UDP: uridina difosfato

.~ UVC: luz ultravioleta C

.~ Val: valina

.~ vol: volumen

.~ DS: versus

~W: Watt

.~ X*: radical libre

.- Xb: xenobibtico

.- xg: aceleracién de la gravedad
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