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

El CCl4 afectó a proteínas por distintos mecanismos. In vivo disminuyó transitoriamente la
incorporación de 14C-Lreucinaa proteínas nucleares (totales y distintas fracciones proteicas) y microsomals
hepáticas de rata, siendo el efecto máximo a la hora. La cicloheximida causó un efecto similar.

Los metabolitos reactivos del CCI4 (tridonometilo ('CCLa) y triclorometilperoxilo (CChOz'))
fonnados por activacióncon luz ultravioleta C (UVC)causaron el aumento de grupos carbonilos (TCO)y
la disminución del contenido de grupos sulfhidrilo (09H) en albúmina de huevo (alb) y el TCO en 20
aminoácidos. El TCO en alb fue parcialmente inhibido por Trolox y EDTA pero no a-tocoferol Los
metabolitos del CCL;formaron l-ICClapor reacción con alb (parcialmente inhibido por Trolox) y cisteína,
posiblemente por abstracción de hidrógeno. la luz UVC per se TCO,abrió el puente disulfuro, pero casi
noafectólosSHdela alb.

El 'CCla y el CCI302’ TCO y ¿SH en proteínas microsomales in vitro, por acción directa o vía
productos de peroxidación de lípidos (PL)ya que fue parcialmente inhibido por antioxidantes y EDTA.
No afectaron los CO y SH de proteínas nucleares, mitocondriales y citosólicas in vitro.El NADPH in vitro
(probablemente vía PL) TCO y ¿SH de proteínas microsomals y nuclearm, pero no mitocondriala
Produjo TSHpero no de CO de compustos citosólieos

El CCL;in vivoaumentó transitoriamente el contenido de CO de proteínas microsomales pero no
de nucleares hepáticas de rata.

Lasalteracionscausadaspor losmetabolitosreactivosdelCCl4en proteínas explicar
algunas de las alteraciones observadas en la intoxicaciónpor CCl4(pérdida de funciones celulares, daño a
la bomba de calciodel retículoendoplásmico),que podrían causar la muerte o deencadenar mecanismos
de protección celulares.

Palabras claves: tetracloruro de carbono, radicales libres, síntesis de proteínas, proteínas nuclears,
oxidación de proteínas, carbonilos proteicos, sulflridrilos proteicos, peroxidación de lípidos, UVC.

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

CCI4 affected proteins through different mechanisms. It temporarin decreased 1‘¡C-Leucine
incorporation into both, nuclear proteins (total and different protein fractions) and rnicrosomal proteins in
vivo. The main effect was observed at l-hour poisoning. The effect of cicloheximide on 14C-Leu
incorporation was similar to that of CCh.

Trichloromethyl ('CC13) and trichloromethylperoxyl (CCl-r02') free radicals generated by
ultraviolet C light (UVC) activation of CCL;promoted both, carbonyl formation (COT) and sulfhydryl
decrease (SI-Ii) in chicken egg albumin (alb) and COT in the common 20 amino acids. "lhey also led to
HCCb formation from alb (partially inhibited by Trolox)and cysteine, probably by hydrogm 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 affectSH in alb.

'CCla and CCl302°COT and SHi in microsomal proteins in vitro. Thse dfects were partially
prevented by antioxidants and EDTA,which indicates these could be due to both, CCl4-freeradical direct
action or lipid peroxidation products (PL). CCh-free radicals did not affect CO and SH in nuclear,
mitochondrial and citosolicproteins in vitro.NADPH in vitro (probably through PL) caused COT and ¿SH
in microsomal and nuclmr but not in mitochondrial protm'ns.It also produced SH increase but not COT in
citosolic substanoes.

CCl4in vivocaused a transitory COT in rat liver rnicrosornal but not in nuclear proteins.
Thse CCl4-inducedalteraüons might explain some of the effectsof this hepatotoxin (forexample,

cellular function loss or damage to rnicrosomal calcium pump) that might induce cellular death or trigger
cellular protection mechanisms.

Key words: carbon tetrachloride, free radicals, protein synthesis, nuclear proteins, protein o>ddation,
protein carbonyl,protein sulfhydryl, lipid paoxidation, UVC.
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Hay tres maneras fundamentales de adquirir conocimientos:

observación de la naturaleza, reflexión y experimentación.
La observación reúne hechos,

la reflexión los combina,

la experimentación verifica el resultado de tal combinación

- Denis Diderot (1713-1784)
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I.A.- INTRODUCCIÓN GENERAL

>>I.A.I.- Introducción

Durante el último siglo se ha incrementado el número de sustancias con las que el

hombre y los demás seres vivos están en contacto. La sociedad ha ido tomando lentamente

conciencia del riesgo que las sustancias químicas pueden implicar, lo cual se ve reflejado en

regulaciones más estrictas de producción, distribución y uso de las mismas. Todo esto

conlleva la necesidad de un conocimiento más profundo de los mecanismos por los cuales
una sustancia resulta tóxica.

La Toxicología es la ciencia que estudia las interacciones nocivas entre las sustancias

químicas y los seres vivos. El término toxicología deriva de la palabra griega "‘I.’OE_.IK00'"

(tóxicos),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 integración de varias áreas de

conocimiento como Quimica (en todas sus ramas), Biología, Fisiología, Patología, etc. (1, 2).

Las bases de la toxicidad de una sustancia son las interacciones químicas. La

elucidación 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 química varía 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 tóxico de una determinada

especie o individuo (6, 4, 2).

Los mecanismos iniciales de toxicidad son muy diversos y en general dependen de

cuál sea la sustancia. Sin embargo, muchas veces las alteraciones finales son comunes a

varios tóxicos, cualquiera haya sido el mecanismo de toxicidad inicial. Por ejemplo,

sustancias tan diversas como níquel, asbesto o algunos solventes pueden producir como

daños finales peroxidación de lípidos, formación de especies reactivas de oxígeno y

depleción de grupos tioles (6, 7, 4).

En muchos casos, la sustancia no es tóxica per se, sino que sistemas presentes en un

organismo la modifican químicamente formando sustancias reactivas que son las causantes

1
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del daño. 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).

>>I.A.II.- CCL;como sistema modelo

Dado el gran número de sustancias químicas relacionadas con los seres vivos, tanto

naturales como creadas por el hombre, sería imposible estudiar con profundidad los

mecanismos de toxicidad de cada una de ellas, razón por la cual se trata de elegir "sistemas

modelo" (6, 1, 3).

Se denomina "sistema modelo para el estudio de daño y muerte celular por tóxicos" al

conjunto integrado por una sustancia química y un sistema celular sobre el cual actúe dicha

sustancia. Estos sistemas permiten un estudio más sencillo de las distintas variables que
intervendrían 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-hígado" emplea como sustancia tóxica al

tetracloruro de carbono (CC14)y como blanco celular al hepatocito (célula parenquimal

hepática). Este sistema es uno de los más empleados en Toxicología por varias razones (10,1,

6, 3):

El CCL;es una molécula muy simple, la cual debe ser activada a metabolitos reactivos

de naturaleza radicalaria para ejercer su acción tóxica. En el proceso de activación se forman

pocos metabolitos reactivos, lo que facilita el estudio de sus interacciones con componentes
celulares.

Existe mucha información disponible acerca de los efectos del CC14,del daño intenso

y reproducible que produce en varios animales de laboratorio (ratón, rata, etc.) siguiendo

una secuencia de tiempo específica. De acuerdo con la dosis y la forma de aplicación produce

una amplia gama de daños finales, como ser acumulación de lípidos, necrosis, cirrosis y

cáncer, lo que permite el estudio del desarrollo de estas patologías y de posibles mecanismos

de protección (11, 6).

En lo que respecta al hepatocito, es la célula de mamífero de estructura, bioquímica y

función más conocida. Es el principal sistema de metabolización de sustancias, tanto

endógenas como exógenas (12,3, 13).

El CCL;es empleado también en el estudio de interacciones con otras sustancias

químicas, así como de los mecanismos de reparación del daño causado por sustancias tóxicas

(14, 15, 3).
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I.B.- PROCESOS QUE SUFREUNA SUSTANCIA EN ELORGANISMQ

LM..-INmonucaoN

La toxicidad de una sustancia está directamente relacionada con los procesos de

absorción, distribución, excreción, biotransformación y con las posibles interacciones con

componentes celulares. Todos estos procesos ocurren en forma simultánea y se están

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.

lABSORCIÓN Plasma ií r——-) . .
Tóxico 3 Tóx libre - Tóx unido gtu”....,,.‘.i,..sMW.W.,i, Mmswms

DISTRIBUCIÓN EXCRECIÓN
(Tóx libre)

Tejidos á í'm'qudiaNExtemhmwí'l
Tóx libre - Tóx unido g É Producto excretado

BIOTRANSFORMACIÓN

EXCRECIÓN
Tejidos (Metabolitos finales

Metabolitos libres o conjugados)
activos inactivos

Figura I.B.1:Absorción, distribución, biotransformación y excreción de sustancias

El lugar donde una sustancia causa su efecto tóxico es denominado órgano o tejido

blanco, el cual no es necesariamente el lugar de mayor concentración; en algunos casos sí

coinciden (paraquat o monóxido de carbono), pero en otros casos hay mayor concentración

de sustancia en otros órganos (plomo o CCl4)(2, 8).

Se define como xenobiótico (Xb) a toda sustancia extraña al organismo. Dosis es la

cantidad de sustancia que ingresa a un organismo (8,2).

En general, la cantidad de sustancia que llegue al órgano blanco estará directamente

relacionada con la cantidad de sustancia a la que el organismo esté expuesto, cuanto mayor

sea la dosis mayor será la cantidad que llegue al órgano blanco. Sin embargo, otros factores

que afecten los mecanismos básicos de absorción, distribución, metabolismo y/o excreción

(como ser el retardo de la absorción oral o la disminución de la temperatura corporal)

podrían alterar la cantidad de sustancia que llegue al lugar de acción tóxica (17,2, 8).

A continuación se describen brevemente los distintos procesos mencionados.
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>>I.B.II.1.- Absorción

En general, para que una sustancia ejerza su acción tóxica debe ingresar primero al

organismo. Son excepciones las sustancias que actúen localmente, como por ejemplo ácidos o

bases fuertes que actuarían directamente sobre la piel (2,8).

Se llama absorción al proceso por el cual una sustancia atraviesa membranas

biológicas del cuerpo e ingresa al torrente sanguíneo (8, 2, 16).

La absorción de una sustancia está en gran medida determinada por la capacidad de

dicha sustancia de atravesar membranas biológicas, lo cual está en relación directa con su

liposolubilidad, grado de ionización y tamaño molecular. Una sustancia liposoluble atraviesa

más fácilmente membranas biológicas y por lo tanto se absorbe más fácilmente. En el caso de

sustancias ácidas o básicas, el pl-I del lugar de absorción es muy importante porque

determina el grado de ionización de la sustancia (16,2, 8, 18).

Existen varios mecanismos por los cuales una sustancia puede ingresar al organismo:

atravesando directamente las membranas (difusión pasiva, la forma más común), 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 vía

de absorción, una dosis tóxica por una vía puede no serlo por otra (16,17, 19).

Las vías de absorción más importantes son el tracto gastrointestinal, el sistema

respiratorio y la piel (8, 2, 16).

El tracto gastrointestinal es una vía 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 absorción (16,2).

Debido a su amplia superficie (40 veces la de la piel), su gran irrigación y la cercanía

entre el aire y la sangre, la vía pulmonar es muy importante para la absorción de gases,

sustancias volátiles y aerosoles. La volatilidad y la solubilidad en sangre de una sustancia

son factores determinantes de la absorción de una sustancia por vía pulmonar (17,16).

La piel se comporta cualitativamente como una membrana celular, por lo que la

absorción por vía dérmica será función directa de la liposolubilidad de las sustancias (16,17).

Una vía empleada experimentalmente es la vía intraperitoneal, la cual posibilita una

rápida absorción de las sustancias a través de la circulación portal, pasando la sustancia

absorbida directamente al hígado (16,8).
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>>I.B.II.2.- Distribución

La sustancia absorbida es distribuida a todo el organismo por medio del sistema

circulatorio (el sistema linfático contribuye muy poco a la distribución) (2, 16).

En la sangre la sustancia puede circular libre o unida a proteínas plasmáticas. Sólo la

fracción libre es capaz de ingresar a las células, por lo que la cantidad de sustancia que llegue

a un determinado órgano o tejido será función directa de la cantidad que esté libre en la

sangre. La sustancia libre en sangre puede pasar a los distintos órganos o tejidos (donde

puede acumularse, sufrir reacciones químicas (biotransformación), 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 xenobiótico (Xb)que se encuentre en un detenru'nado compartimiento en un

momento dado dependerá de diversas variables: de las características fisicoquímicas de la

sustancia (características ácido-base, liposolubilidad, hidrosolubilidad, grado de ionización),

de la existencia en el lugar de moléculas por las que pueda ser afín, del contenido lipídico del

órgano o tejido en cuestión, del pH tisular y del flujo sanguíneo de ese lugar (20,16).

)> I.B.II.3.- Excreción

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

Uno de los principales sistemas de excreción en mamíferos 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 volátiles) (20,2, 8).

Todas las secreciones corporales excretan en alguna medida un dado xenobiótico.

Estas secreciones secundarias (sudor, leche, saliva, semen, así como las faneras) no son

significativas cuantitativamente, pero pueden tener importancia toxicológica por otras

causas, por ejemplo, el que un plaguicida pueda ser excretado por leche (8,20, 16).

Al igual que en la absorción, la excreción depende de las características fisicoquímicas

de una sustancia; nuevamente la liposolubilidad es un parámetro fundamental. Las

sustancias hidrofílicas son fácilmente excretadas; en cambio, las lipofílicas serán difícilmente

eliminadas ya que por su liposolubilidad pueden atravesar fácilmente las membranas de los

sistemas de excreción y reingresar por difusión simple al organismo (18,19, 2, 8).

Los organismos han desarrollado estrategias para hacer las sustancias liposolubles

más hidrosolubles mediante el proceso denominado biotransformación (1,20, 2, 8).

Por lo tanto, las sustancias pueden ser excretadas sin ser modificadas o luego de

sufrir alguna clase de alteración en su estructura química por transformaciones metabólicas

(1, 20, 2, 8).
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1.8.111.- BIOTRANSIORMACIÓN

Los organismos han desarrollado sistemas enzimáticos capaces de metabolizar

productos de desecho endógenos (por ejemplo, esteroides, eicosanoides) y sustancias

exógenas (por ejemplo terpenos, alcaloides ingeridos con los alimentos) a productos más

solubles en agua (y por lo tanto más fácilmente excretables), en un proceso denominado

biotransformación (20, 2, 19, 21, 18, 22).

En la biotransformación el Xb es presentado al mismo tiempo a varias enzimas

metabolizantes. La o las reacciones que sufra el Xb dependerán de las características

fisicoquímicas del mismo y de su afinidad por cada una de dichas enzimas (2,8, 6).

Los productos de la biotransformación pueden ser menos o más tóxicos que la

sustancia original. En el caso de ser menos tóxicos se la llama biotransformación

detoxificante, en tanto que si resultan ser más tóxicos es llamada biotransformación

activante. Así, muchas sustancias no son tóxicas por sí mismas, sino debido a que se

biotransforman a sustancias reactivas capaces de reaccionar con estructuras celulares; éste es

el caso del CCl4o del acetaminofeno (17, 9, 18).

Las reacciones de detoxificación participarían en la resistencia de los insectos a los

insecticidas, la de las plantas a herbicidas y en la biorremediación del medio ambiente por

microorganismos entre otras (22).

Cuando una sustancia debe ser biotransformada para ejercer su efecto tóxico, la

toxicidad final de la misma será función de la intensidad con que se active, de la reactividad

del producto resultante y de la importancia biológica de las moléculas que los metabolitos

reactivos puedan atacar (6). Las características fisicoquímicas del Xb y de sus metabolitos

determinarán los destinos finales de los mismos, la velocidad de eliminación, su posible

acumulación, 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 ingresó al

organismo.
. Productos

AcumulaCIÓn grupos Etapa Ien tejidos funcional

_ No _ Xenobiótico Eliminadónblotransformaaón

Eliminación conlugadón Productos
Etapa lI

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

El principal órgano metabolizante es el hígado debido a la gran cantidad y diversidad

de enzimas metabolizantes que posee. Otros órganos como intestino, riñón, pulmón,

adrenales, testículos, ovario, placenta, etc. también metabolizan sustancias, pero en mucho

menor grado (20, 6, 23, 21).
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>>I.B.III.1.- Importancia del hígado en la biotransformación

El higado es fundamental en la biotransformación de Xb, por lo que es blanco del

efecto de una gran variedad de agentes necrogénicos naturales y sintéticos (6).

Es el órgano visceral más grande del organismo; sus células parenquimales son los

hepatocitos, los cuales constituyen el 80% del volumen del hígado y el 60% del número de

células. Los hepatocitos se ordenan en láminas de células formando las paredes de capilares

sanguíneos denominados sinusoides (capilares sanguíneos especiales), que permiten que la

sangre esté en íntimo contacto con los hepatocitos (13,12, 2).

Existen diversos modelos para describir la estructura hepática, uno de ellos es el

"acino hepático” de Rappaport, el cual lleva implícito el concepto de zona metabólica (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 hepática que sale del higado.

La triada portal está formada por una rama de la arteria hepática (sangre oxigenada), una

rama de la vena porta (que viene de los intestinos, páncreas, bazo y vesícula biliar) y un

canalículo biliar (que conduce la bilis formada en el hígado). En la entrada del sinusoide se

mezcla la sangre de la arteria hepática (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. Basándose en esto se han definido tres zonas; una

"zona periport ” alrededor de la triada portal, en la cual la sangre tiene un alto contenido de

oxígeno, una zona intermedia y una zona perivenosa o centrolobulillar (alrededor de la

vénula hepática), donde la sangre ya ha intercambiado gases y metabolitos. La zona

centrolobulillar es la menos oxigenada, por lo que en ella está favorecido el metabolismo

reductivo (13, 24, 25).

Los principales encargados de la metabolización de sustancias en el hígado son los

hepatocitos, y dentro de ellos, la estructura metabolizante más importante es el reticulo

endoplásmico, principalmente el liso. Este último es significativamente más abundante en los

hepatocitos perivenosos. La membrana nuclear también es capaz de metabolizar sustancias,

aunque en una mucho menor proporción (13,12, 21, 20, 14).

En muchos casos las enzimas presentes en la zona periportal y en la zona perivenosa

son diferentes, pudiendo, además, variar con las condiciones metabólicas. Esto causa

diferencias en la forma en que una sustancia pueda afectar a dichas zonas (13,12, 21).

Los hepatocitos realizan más de 500 procesos metabólicos, por ejemplo, síntesis y

secreción de proteinas, funciones importantes relacionadas con carbohidratos, proteínas y

lípidos utilizados en todo el organismo, almacenamiento de glucógeno, lípidos y vitaminas,

inactivación de hormonas esteroides y polipeptídicas, procesamiento de productos de

desecho endógenos y detoxificación de venenos metabólicos y exógenos (12).
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>> I.B.III.2.- Etapas de la biotransfomtación

El metabolismo de xenobióticos se divide generalmente en dos fases: la Fase I y la

Fase II (20, 19, 2, 8).

En las reacciones de fase l la molécula es alterada químicamente por introducción o

desenmascaramiento de grupos polares tales como hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOI-I)y

amino (- NHz). De esta manera la molécula resultante es más hidrofílica y por lo tanto más

fácilmente excretable (2, 18, 23, 20).

En las reacciones de fase II se produce la conjugación de grupos polares de la

molécula con sustancias endógenas hidrofílicas de bajo peso molecular. El conjugado está

bastante disociado a pH fisiológico,siendo así soluble en agua. Los grupos polares formados

en la fase l sirven como sitios de reacción para las reacciones de fase Il (20,2, 23, 19).

Es importante la existencia de estas dos etapas ya que no siempre la etapa I de la

biotransformación resulta en la pérdida de la actividad biológica indeseable para el

organismo o en una hidrosolubilidad suficiente que permita su rápida excreción (20).

Las enzimas metabolizantes de fase I y II se distribuyen en el hígado de forma

heterogénea. Por ejemplo, algunas enzimas son principalmente centrolobulillares, mientras

que otras son fundamentalmente periportales. También tienen distinta distribución dentro

del hepatocito; así, las enzimas de fase l se encuentran principalmente en el retículo

endoplásmico, en tanto que la distribución de las de fase Il es más heterogénea. Por ejemplo,

la glucuronil transferasa y la epóxido hidratasa están en el retículo endoplásmico, en tanto

que la sulfoquinasa es citosólica (20, 26, 23, 21).
A continuación se describen cada una de estas fases.

> I.B.III.2.1.-Reacciones defase I

Las reacciones que se producen en esta fase son oxidaciones, reducciones e hidrólisis,

las cuales introducen un grupo polar en las moléculas (20,2, 19, 23).
De las reacciones de fase I las más comunes son las oxidaciones. Las reducciones son

mucho menos usuales, pero son importantes desde el punto de vista toxicológico (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 mayoría 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 serán descriptas más adelante.

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

Tipo de reacción Reacción química Ejemplos

Oxidaciones

Hidroxilación C alifático R-CHz-R'—> R-CHOH-R’ pentobarbital, tolueno.

Hidroxilación C aromático R-CóHs—-> R-C6H40H benceno, anüina, benzopireno.

O-dealquilación R-O-CHz-R’-—) R-OH + R'-C=O codeína, anisol, acetofenetidina.

N-dealquilación R-NH-CI-Iz-R'—> R-NHz+R’-CH=O morñna, aminopirüïa, metadona
R R clorpromazma, ati-opina.
:N-CHz-R' —->:NH + R'-CH=O

R1 R1

. . , , _ dimetilsulfuro, metiltio urina,
S-dealqullaaón R-S-CHz-R ——+RSH + R -CH—O membenzoüazol. P

- - R-NH-R' _, R-NH_R' naftilamina, aminobifenilo,
Naldaaón óH anilinaacetamidofluoreno

R . . . .clorpromazma, umprarmna,
Rz-N '_) jeráo trimetilamina.

S-Oxidación R-S-R’—> R-ÉR' clorpromazina, tioacetamida.

Desulfuraciones R-C-R' —> R-C-R' tiobarbituratos.
’á ¿5

RR sz parafión, malatión,guthion.
R1-P=S ——->R1-P=O
M R:

Epoxidación R-CH=CH-R’—> R-HC-CH-R' benzopirenO, aflatoxina BL,
‘O/ cloruro de vuulo, tncloroetlleno.

Deaminación RR RR anfetamina, metanfetamina,
CH-NHR’ —> C=O + R’-NH2 efedrina, norefedrina.

Rz’ Rz’

Alcoholes R-CHz-OH—> R-C=O metanol, etanol, feniletanol.

RR R1\ iso ropanol, meprofendiol,
CH-OH —> C=O cic ohexanol./ l

R2 R2

Aldehjdos R.CH=O_, RCOOH formaldehído,acetaldehído,
benzaJdehído.

Reducciones

grupos azo R-N=N_RI___) + RI_NH2 (¿olor-antesaZOÍCOS,unetilaminobenceno.

grupos nitro o nitroso R-NOz —)R-N=O —>R-NHOH -> R-NHz nitrobenceno, cloranfenicol,
‘ n I 1 ' ' n l II'Ill] Il

dehalogenaciones
reducu'vas R-CH2X—> R-CHs haJothano, tetracloruro de

carbono, DDT
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Tabla I.B.1(continuación): Reacciones de biotransformación de fase I

Hidrólisis

ésteres carboxílicos R-COOR' —> R-COOI-I+ R’Ol-I ¿mi? acemsahcnicoz Procaínalcoc na.

ésteres fosforados R2\O Rpr insecticidas fosforados.
R55 -x —> ¡all-15—OH
¡ü Ra

ésteres nitrados R-NO; —> N03- + ROI-I nitroglicerina, tetranitrato de
pentaeritrol.

halógenos de alquilo R-Cl—> ROH + Cl- DDT, tricloroetileno.

amidas R-CONH-R'—>RCOOH+ R'NHz lidocama, (enaceüna,
procamarruda.

> I.B.III.2.2.-Reacciones defase II

Las reacciones de fase II son reacciones biosintéticas en las que se conjugan sustancias

con productos endógenos, lo que les da una mayor hidrosolubilidad. Estas reacciones son

normalmente empleadas por el organismo para excretar sustancias endógenas, por ejemplo,

bilirrubina. En general existen mecanismos especializados de excreción para los conjugados

formados. Las reacciones de fase II se encuenuan en todos los organismos, pero existen

diferencias tanto cuali como cuantitativas (8,2).

Las conjugaciones se producen sobre grupos polares como alcoholes, fenoles, restos

carboxílicos de un ácido, 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 arninas

aromáticas, ser conjugados en el hígado, pasar a sangre, pasar a la vía renal y llegar a la

vejiga; si la orina es ácida, el grupo glucuronilo se puede separar, liberándose 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 ácido glucurónico (la

más importante cuantitativamente), con glutatión, con sulfato o con aminoácidos; en estas

reacciones las sustancias o sus metabolitos se conjugan con compuestos endógenos activados

(2, 26, 20, 23, 8).

En otros casos se producen acetilaciones y metilaciones. En el caso de las acetilaciones

existe un marcado polirnorfismo en los seres humanos, esto divide a la población en

acetiladores lentos y rápidos, lo cual se puede reflejar en distinta respuesta a medicamentos

(2, 23).

Una enzima importante de la fase II es la epóxido hidrolasa, la cual es la encargada de

la detoxificación de epóxidos, los cuales hidrata a dioles (2,23, 20).

10
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>>I.B.III.3.- Enzimas defase 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).

> I.B.III.3.1- Enzimas defase 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

aldehído deshidrogenasa que intervienen en el metabolismo del alcohol etílico, así como

enzimas que participan en la metabolización de arninas 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 aldehído oxidasa (que cataliza

la oxidación de aldehídos) (6, 27, 23).

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

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

> I.B.III.3.2.- Enzimas defase I que contienen citocromo P450

Estas enzimas forman parte del sistema de oxidasa de función mixta. Son muy

importantes por la gran variedad de reacciones que catalizan, por lo que serán estudiadas a
continuación en más detalle.

I.BJV.- SISTEMADE OXIDASADE FUNCIONMIXTA

Su nombre deriva de que un átomo de la molécula de oxígeno que participa en estas

reacciones es incorporado al sustrato, mientras que el otro es reducido a agua. Este sistema

está formado por tres componentes básicos: el citocromo P450, la NADPH-citocromo P450

reductasa y fosfolípidos (20,28).

En este sistema el citocromo es el que cataliza la reacción final. Los electrones

necesarios para la reacción provienen del NADPH (fosfato de nicotinamida adenida

dinucleótido, forma reducida), siendo transferidos por la citocromo P450reductasa (20,6).

>>I.B.IV.1.-Componentes del sistema de oxidasa defunción mixta

A continuación se describen los distintos componentes de este sistema.

11
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> I.B.1V.1.1.-Citocromo P450

Los citocromos son proteínas hémicas tioladas que catalizan reacciones de

biotransformación; modifican las estructura de miles de moléculas orgánicas, pudiendo

bioactivar muchos compuestos a metabolitos reactivos o radicales libres, a veces con

consecuencias críticas para la salud y el funcionamiento de los organismos (6,29).

Los citocromos P450 participan en la modificación y eliminación de compuestos

endógenos (en muchos casos moléculas regulatorias) como ser esteroides, ácidos biliares,

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

La familia del citocromo P450 está formada por proteínas similares (isoenzimas) con

el mismo centro activo, donde se ubica un grupo prostético hemo ('hierro-protoporfirina IX),

el cual está unido en parte por fuerzas hidrofóbicas. Hay un grupo hemo por molécula de

citocromo (23, 18, 24, 20, 30).

El grupo hemo está coordinado en su quinta posición con un tiolato fijo de un residuo

de cisteína de la apoproteína y con una molécula de agua reemplazable en su sexta posición.

El grupo tiolato es el que le da a los citocromos P450 sus propiedades catalíticas dado que

genera distintos estados de oxidación del hierro, todos ricos en electrones y con diferentes

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

Los citocromos P450 son proteínas de aproximadamente 57.000 daltons (unos 500

residuos). La parte proteica es la que le da la especificidad de reacción al determinar la

topología del sitio activo. Se los clasifica en familias, las que se indican con números

arábigos; los miembros de cada familia tienen al menos una homología del 40%. Cuando la

homología es mayor del 55-60%,son agrupados dentro de una misma subfamilia, las cuales

son indicadas con letras mayúsculas (A, B, ebc.). Las formas individuales de P450 en una

subfamilia son numeradas secuencialmente, por ejemplo, 2B1, 2B2, 2B3, etc. Así, un

citocromo P450 se nombraría cyp2E1 o CYP2E1 (18, 24, 20, 30, 31, 29, 32, 33).

En humanos se han identificado al menos 25-30citocromos P450 diferentes, en tanto

que en ratas se han identificado más de 40. La rata es la especie mejor estudiada respecto a la

ubicación de los distintos citocromos en el acino hepático (34,30, 24).

Inicialmente el término citocromo P450 fue utilizado para identificar una

hemoproteína hepática microsomal; su nombre deriva de que cuando se combina en estado

reducido con monóxido de carbono da una banda de absorción característica a 450 nm, por

lo que se la llamó pigmento P450 o P450. El monóxido de carbono compite con el oxígeno

por la sexta posición de coordinación. La presencia del ligando tiolato de la cisteína en

posición trans al monóxido de carbono es lo que produce el inusual espectro de absorción

(23, 29, 22, 31, 20).

Los citocromos están presentes en virtualmente todos los organismos, desde los

microbios hasta el hombre. Se los ha encontrado principalmente en hígado, riñón y

12
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adrenales, y en menor cantidad en otros tejidos como pulmón, intestino, cerebro y placenta.

En el hígado los citocromos son más abundantes en la zona centrolobulillar (o perivenosa)

del acino hepático (20, 29, 35, 24, 22, 36).

Intracelularmente los citocromos son más abundantes en el reticulo endoplásmico.

Los que están en el reticulo endoplásmico del hígado catalizan una gran variedad de

reacciones, en tanto que los que están en otros tejidos son más selectivos en cuanto a qué

sustrato metabolizan (23,24, 37).

Existe un considerable solaparniento en la eficiencia para catálisis de las diferentes

isoenzimas. Así, varias isoenzimas pueden catalizar la misma reacción, aunque con

diferentes velocidades. Sin embargo, en muchos casos es una única enzima o es

fundamentalmente una la que cataliza el metabolismo de una determinada sustancia (ya sea

la detoxificación o la activación) (20, 30). El fenotipo expresado en un determinado órgano

define tanto el metabolismo como la toxicidad o la actividad farmacológica de un compuesto

en ese lugar (34).

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

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

La citocromo P450 reductasa dependiente de NADPI-I es la encargada de la

transferencia de los electrones del NADPI-Ihacia el citocromo P450. Es una flavoproteína que

contiene un mol de FAD (flavinadenina-dinucleótido) y un mol de FMN (flavina­

mononucleótido) como grupos prostéticos por cada molécula de proteína. Los cofactores son

importantes para el flujo de electrones del NADPI-I 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 hígado, adrenales, intestino delgado, riñón y pulmón. El nivel de la NADPH­

citocromo P450reductasa hepática 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 región centrolobulillar. En el reticulo endoplásmico hay una reductasa

por cada 10-20 moléculas de P450; se formaría un acople multienzirnático que tendría una

cierta movilidad en la membrana (33,20, 19).

En la mitocondria el papel de la NADPH-citocromo P450 reductasa es realizado por

dos proteínas: 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).

13
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> I.B.IV.1.3.-Fosfolípidos

Se ha demostrado en sistemas reconstituídos que los fosfolípidos son necesarios para

la actividad del sistema de oxidasa de función mixta o monooxigenasa. El principal

fosfolípido es la fosfatidilcolina. La función de los lípidos 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).

> I.B.IV.1.4.-Citocromo b5/citocromo bs reductasa

El citocromo bs por medio de la citocromo bs reductasa podría transferir el segundo

electrón del ciclo catalítico del P450 (ver más adelante). El sustrato que se esté metabolizando

determina si el segundo electrón proviene de la reductasa o del citocromo bs (38,20, 6, 39).

La presencia de bs puede cambiar la afinidad y la velocidad de reacción de un

sustrato respecto de cypZEI (38, 20, 6, 39).

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

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

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

de oxidación y reacciones no oxidativas, incluyéndose entre estas últimas las reducciones.

> I.B.IV.2.1.-Reacciones de oxidación

Dentro de las reacciones de oxidación las más comunes son las monooxigenaciones,

por las cuales, como se indicó anteriormente, recibe su nombre este sistema. En estas

reacciones se produce la transferencia de un átomo de oxígeno a un determinado sustrato.

Las reacciones más 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 oxígeno en presencia o no de sustrato. Se forma

radicales superóxido (O21), H202 y 1-120por reducción del oxígeno. Este fenómeno es

particularmente importante en el caso del metabolismo de xenobióticos, ya que al no ser

sustratos endógenos naturales de estos citocromos P450podrían ubicarse incorrectamente en

el sitio activo para recibir el oxígeno. Esta actividad de oxidasa podría dar origen a la

peroxidación de lípidos en sistemas rnicrosomales hepáticos de rata in vitro (28,40).

14
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Algunos citocromos son capaces de realizar otras reacciones menos usuales como

catalizar la unión oxidativa de dos fenoles, la deshidrogenación con formación de un doble

enlace en la testosterona, la deformilación oxidativa en la sintesis de esteroides o la ruptura

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

Un peróxido puede sustituir al oxígeno y a los equivalentes de reducción. Esta

sustitución es llamada “lanzadera del peróxido”, la cual se cree que podría estar involucrada

en la peroxidación de lípidos (23,40).

> I.B.IV.2.1.1.-Mecanismo de oxidación

En las reacciones de oxidación más comunes se produce el agregado de un átomo de

oxígeno al sustrato. En la figura I.B.3 (28 y 2 con modificaciones) se representan las

reacciones de monooxigenación catalizadas por los citocromos P450.

[Cit-S-FeIII <- OH2]

Jl
ROH [Cit-S-Fem] RH

[Cit-S-FeV=O RH] [Cit-S-FeIII RH] ¡e
H20 3er <—FP1+NADPH

2H+

[Cit-S-Fem-O-O- RH] [Cit-SFeII RH]

02
'e' Vefií;

NADH áFPz —>cit b5-—>'e-
!..4___'[Cit-S-FeII<- 02 RH]

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

En su estado de reposo los citocromos existen generalmente como una mezcla del

estado hexacoordinado de bajo spin Fe(III),con una molécula de agua coordinada en la sexta

posición, y un estado pentacoordinado de alto spin Fe(III),en el cual el cisteinato es el único

ligando axial (28, 23, 32).

La unión de un sustrato a la proteína en un lugar cercano al hemo generalmente

desplaza el equilibrio hacia la forma pentacoordinada. Luego delo cual el Fe(III)es reducido

a Fe (II)por un electrón proveniente del NADPH, el cual es transferido por la citocromo P450

reductasa (FP1).La reducción del Fe(III) a Fe(II) permite la unión del oxígeno (28,32).

El oxígeno se une formando el complejo Fe(II)-Oz,el cual es reducido por un segundo

electrón, formando un complejo que, debido principalmente a su corta Vida, no esta bien

caracterizado (28).El segundo electrón para la reducción puede ser derivado de la NADPH­
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citocromo P450 reductasa o puede provenir del NADH, siendo transferido por el citocromo

bs vía la NADH citocromo bs reductasa (FPz) (20, 23, 32, 41).

Habría un reordenamiento del complejo formado, luego de lo cual se produce la

ruptura del enlace O-O y se libera uno de los átomos de oxígeno en forma de agua. El otro

átomo permanecería coordinado con el hemo, posiblemente como un intermediario

oxiperferril (Cit-S-FeV=O)altamente reactivo, que sería el que oxida al sush'ato (39,28).

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

> I.B.IV.2.2.-Reacciones no oxidatívas

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 toxicológico.

En lo que respecta a los xenobióticos, la actividad no oxidativa más importante es la de

reductasa, la cual está implicada en la reducción catalítica de compuestos polihalogenados,

nitroaromáticos, azo-compuestos, arninas terciarias, N-óxidos y óxidos de areno. La

actuación como reductasa de algunos tipos de citocromos P450 permite la activación del CCLi

a sus metabolitos reactivos (28, 25, 20, 2).

Las reacciones de reducción también se producen en sustancias endógenas, como por

ejemplo la formación de prostaciclinas por isomerización de prostaglandinas (28).

> I.B.IV.2.2.1.-Mecanismo de reducción del citocromo P450

La capacidad reductora de los citocromos es posible por la existencia de Fe(II) en el

sitio activo catalítico del citocromo P450. El Fe(II) es un buen agente transferente de

electrones, pudiendo transferirlos tanto al oxígeno (en las reacciones de monooxigenación)

como a otros sustratos muy oxidados, capaces de aceptar dicho electrón (28,42).

Coherentemente, las reacciones de reducción catalizadas por los citocromos P450 son

inhibidas por el oxígeno, ya que el sustrato a reducir debería competir con el 02 por los

electrones cedidos por el NADPH. Por esto las reducciones pueden ocurrir en mayor

extensión en condiciones anaeróbicas o de baja presión de oxígeno (28,42).

>>I.B.IV.3.-Inactivación 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 inactivación. En el caso del CCl4, el mismo inactiva al
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citocromo por destrucción del grupo prostético a productos que se unen a irreversiblemente

a la apoproteína. Esta inactivación protegería contra una nueva exposición (9,43).

)> I.B.IV.4.-Inducción de los sistemas metabolizantes

Una característica importante de muchas de las enzimas de los sistemas

metabolizantes es que son inducibles. En general la inducción no es en el acino hepático

completo sino en ciertas zonas del mismo (44, 6, 33, 24, 36, 23).

Así, los niveles de los citocromos P450 están regulados tanto por factores endógenos

(por ej, hormonas gonadales) como por factores exógenos (sustancias químicas, ayuno, etc.).

Las sustancias químicas pueden inducir dramáticamente a los citocromos (20,45, 34).

Otras enzimas que contribuyen al metabolismo de sustancias químicas son también

inducibles, por ejemplo: aldehído deshidrogenasa, epóxido hidrolasa, NADPH citocromo

P450 reductasa, distintas glutatión-S-transferasas, flavinmonooxigenasa microsomal,

monoamino oxidasa, UDP-glucuroniln'ansferasa, peroxidasas (prostaglandina sintetasa y la

mieloperoxidasa), etc.. La inducción de las enzimas de fase II es usualmente mucho más

débil que la de las de fase I; esto podría causar un desbalance entre la activación y la posible

conjugación del producto activado que podría resultar dañino para la célula (24,33, 26).

> I.B.IV.4.1.-Mecanismos de inducción

El caso de los citocromos es el más estudiado. Habría básicamente dos mecanismos

de inducción: aumento de la transcripción o eventos post-transcripcionales (36,45, 23).

Se conoce el mecanismo de aumento de la transcripción para el 3-metilcolantreno: un

receptor después de interactuar con la sustancia se uniría al ADN y activaría la transcripción.

Los mecanismos de otras sustancias (por ejemplo fenobarbital) son desconocidos (23,33).

La inducción por eventos post-transcripcionales incluye la estabilización del mARN o

de la misma proteína citocrórnica (denominado estabilización por sustrato). En la

estabilización por sustrato al no haber necesidad de síntesis proteica la inducción es más

rápida (45, 46, 38, 24, 23).

Una misma sustancia puede causar los dos tipos de inducciones. Por ejemplo, la

acetona induce al cypZEIpor estabilización del citocromo, en tanto que induce al cypZBIpor

inducción de la transcripción (45,46, 38).

El ayuno causaría la inducción de algunos citocromos. En ratas, el ayuno induciría al

cypZEI, se produciría un incremento del mARN correspondiente por aumento de la

transcripción o por estabilización del mensajero. En el estudio del CC14es muy utilizado el

ayunar los animales la noche previa a los experimentos (46,45).

17



INTRODUCCIÓN

>>I.B.IV.5.- Factores que modifican la intensidad de los procesos de
biotransformación

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 conjugación 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, así como para fármacos como

la fenilbutazona o la antipirina, las cuales han sido atribuidas a factores cuantitativos. En la

población humana el principal factor causante de las diferentes respuestas a un dado

xenobiótico serían las variaciones en las actividades de los citocromos P450 individuales (de

incluso tres órdenes de magnitud) (20,23, 26, 39).

La calidad de la dieta, factores ambientales, sustancias presentes en los alimentos

(sustancias tóxicas o no, inductoras o inhibidoras) alteran los niveles de enzimas

metabolizantes. Las dietas pobres en proteínas y altas en hidratos de carbono o grasas

disminuyen la capacidad de metabolización, en tanto que las dietas ricas en proteínas la

aumentan (20, 2, 23).

En el caso de los seres humanos, los considerables estímulos a los que están

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 metabolización 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

susuato por el citocromo P450 son modulados por hormonas, por lo que habría variaciones

de acuerdo a la hora del día (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 expresión de enzimas en función del

sexo, esto no sucedería en otras especies como por ejemplo el hombre. Las ratas macho

poseen una mayor capacidad de metabolización de xenobióticos, por lo que en la

investigación de la toxicidad del CCl4muchas veces se emplean ratas macho (20,2, 23, 19).
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)> I.B.IV.6.-Degradación de los citocromos

No sólo es importante el aumento de la expresión de un determinado citocromo en la

acción tóxica de una sustancia, sino también su degradación. Los distintos componentes del

sistema de oxigenasa de función mixta (isoenzimas de citocromo P450, NADPH-citocromo

P450 reductasa, citocromo bs) poseen distintas vidas medias. Con excepción de unos pocos

mecanismos de proteólisis selectiva, los mecanismos de recambio no son conocidos (47).
Como se ha indicado anteriormente, una de las formas de inducción del citocromo

P450es por estabilización por sustrato. Se cree que en este tipo de inducción en presencia de

un determinado sustrato se forma una complejo que protege al citocromo de la degradación,
aumentando así su vida media. Este es el caso del citocromo 2B], el cual tiene una vida

media muy corta (de 7 a 8 hs). En este citocromo existiría la secuencia PEST (ver Sintesis de

Proteínas), la cual estaría asociada a una rápida proteólisis. Por el contrario, el cypZBI,que no

posee la secuencia FEST,no tendría este tipo de regulación (47,48).

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

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

>>I.B.IV.7.- Citocromos importantes en la intoxicación por CCl4

Como se indica más adelante, se ha determinado que los citocromos que activan al

CCl4a sus metabolitos reactivos serían cypZEIy cypZBI/BZ.Ambos tipos de citocromos están

en las células de la región perivenosa hepática, siendo más abundantes en las 6-7 capas de

células más cercanas a la vena central (36,24, 49).

Se describirán aquí las características generales de estos citocromos.

> I.B.IV.7.1.- Cyp2E1

La característica común que parecerían tener las moléculas metabolizadas por cypZEI

es su pequeño tamaño (26, 18, 24, 32).

Este citocromo es importante en la metabolización de un gran número de sustancias,

algunas de las cuales causan su inducción, por ejemplo etanol, acetona, pirazol, piridina,
isoniazida, imidazol, benceno, acetona, tricloroetileno. En la biotransformación de algunas de

las sustancias se generan metabolitos citotóxicos y carcinogénicos (45,50, 49, 33, 26).

El cypZEl, que en el caso de la rata era antes llamado citocromo P450j, metaboliza

sustancias endógenas. Es muy activo en la reducción de hidroperóxidos formados en la

peroxidación de lípidos (51, 38, 52, 24, 50, 26, 19).

El cyp2E1es fácilmente inducible en humanos, por lo que es importante en la relación

entre la exposición laboral y no laboral a sustancias, por ejemplo, se han encontrado niveles
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hepáticos elevados de cypZEI en alcohólicos, lo que, como se indica más adelante, podría

tener consecuencias en la exposición a CCL;en el ámbito laboral (26, 38, 53).

Relación con la peroxidación de lípidos: El citocromo 2E1 (en presencia de NADPH) es

particularmente activo en la reducción del oxígeno molecular, con generación de especies

reactivas de oxígeno capaces de iniciar la peroxidación de lípidos (49, 24, 51, 38, 52, 45, 32,

37). Esto es así porque al estar constitutivamente en la forma de alto espín (característica que

lo hace único) 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

peroxidación de lípidos, es decir, por los productos que él mismo puede generar. La

inhibición es de magnitud suficiente como para alterar significativamente la metabolización

de xenobióticos (51, 52).

> I.B.IV.7.2.- CypZB

Los citocromos 2B1 y 2B2 (genéricamente cypZB) son muy similares, difieren

solamente en 14 de los 491 aminoácidos. Estos citocromos metabolizan un amplio espectro

de sustancias lipofílicas y sustratos esteroidales, incluyendo la androstenediona (24,33).

El cypZBde rata antes era llamado P450b (46, 19). Su expresión constitutiva es muy

baja en hígado de rata; la proteína 282 es baja, pero medible, en tanto que 2B] es 5-10 veces

menor (33, 24).

Esta subfamilia de citocromos es inducible por fenobarbital; este inductor causa un

aumento de la transcripción que va acompañado de un incremento del reticulo

endoplásmico liso de la zona centrolobulillar, como resultado de esto se produce hipertrofia

celular con el consiguiente aumento del peso del hígado (19,33, 12).

El tratamiento con fenobarbital aumenta unas 50 veces el contenido de CypZBI.En

cambio no influye en la distribución y contenido de citocromo 2El (36, 26,46, 24, 33, 11).
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I.C.- RADICALES LIBRES

>>I.C.I.- Introducción

Los radicales libres son moléculas o fragmentos moleculares (orgánicos o

inorgánicos) que poseen al menos un electrón irnpar en su orbital más externo. Estas especies

tienen su octeto electrónico incompleto, por lo que en general son reactivas ya que buscan

aparear su electrón irnpar reaccionando con otras moléculas (54,9, 37, 55, 56, 57, 3).

Son ejemplos de radicales libres:

'CHa -cc1;. CCb02°
Metilo triclorometilo tricloromeülperoxilo ¿om/«N+35 - w®CHF“O ON4“;
radical del paraquat alilo radical del benznidazol

Un radical libre será más estable cuanto mayor sea su capacidad para deslocalizar su

electrón impar, lo cual depende de su estructura química y en particular de factores

electrónicos 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 nucleofílicas (ricas en electrones). En los sistemas biológicos serán

nucleofílicas aquellas moléculas ricas en átomo de N, O o S; es por esto que son blancos

frecuentes de ataque las proteínas (con aminoácidos como lisina, histidina, cisteína,

metionina, etc.), así como las moléculas de ADN y ARN (9, 3).

Una célula será afectada por un radical libre solamente cuando sus moléculas

esenciales se vean afectadas; así, la reacción de un radical libre con componentes celulares

que estén en alta concentración o que puedan ser fácilmente reemplazados no

comprometería la función o la vida de la célula (9,34).

La importancia toxicológica que pueda tener un radical libre dependerá tanto de su

reactividad como del lugar en que sea generado, así como de la distancia del lugar de

generación a la que se hallen moléculas vitales para la célula. La altísima reactividad de

radicales libres como HO', 'CCla o CC1302' hace imposible que puedan migrar grandes

distancias desde su sitio de generación sin reaccionar con algún componente celular (44, 55,

9, 54).
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>>I.C.II.- Reacciones deformación de radicales libres

Un radical libre puede generarse por ruptura homolítica de una unión covalente o

por cesión o captación de un electrón a partir de una especie neutra en procesos físicos,

químicos o biológicos (9,54). A continuación se describen brevemente dichas reacciones.

> ruptura homolítica de uniones covalentes: puede ser causada por energía fotoquímica,
térmica o enzimática:

AB —-—> A' + B'

son ejemplos la ruptura homolítica del CCl4 por luz UVC o por el sistema de oxidasa de

función mixta microsomal, así como la ruptura térmica del peróxido de benzoílo (utilizado

como iniciador de radicales libres) (9, 54, 55, 57):
hv

/ (fotoquímica) M
> CCl4 ’CCla + Cl'

e‘ P450
(enzimática)

, cen-g-o-mc-cómmzcfis-üo —->2C6Hs'+C02
o o ó­

peróxido de benzoílo

> Por cesión o captación de electrones: en muchos de estos procesos intervienen sistemas

enzimáticos (54, 58):

, RNOsz-NOÉLRNO: +Oz:
OH 0°

©+ o:—> © os+w
OH OH

quinona reducida semiquinona

Los radicales libres se generan en muchos lugares de las células, como ser retículo

endoplásmico, lisosomas, mitocondrias. El que se forme un radical libre depende muchas

veces de que existan sistemas de metabolización 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 continuación (9, 54, 3, 55):

1.-Abstracción:se produce la abstracción de hidrógeno de una molécula adecuada, igual o

diferente a la que dio origen al radical libre, con formación de un nuevo radical libre:

22



INTRODUCCIÓN

R' + AH ———> RH + A'

donde R' podría ser un radical de un ácido graso , una especie radicalaria de oxígeno o un

radical libre de un xenobiótico (por ejemplo CChOz').

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

de otra especie radicalaria:

R1 R3 1 ‘ü\ /
R°+ C=C\——> R-É-C-R;2

3.- Despraporción(dismutación): dos radicales iguales se transforman en dos productos no
radicalarios distintos:

2CI-la-CH2°-—> CH2=CHz+ CI-h-CI-Ia

4.- Cancelación:se combinan dos radicales libres, iguales o distintos, con formación de una
molécula no radicalaria

R' + R" —-—> R-R'

Las reacciones que han sido más frecuentemente vinculadas con problemas

toxicológicos así como en farmacología y patología, son las reacciones de abstracción y

adición. La primera puede dar lugar a procesos como la peroxidación de lípidos y otras

reaccionessobre bases de ADN y proteínas, mientas que la segunda puede originar uniones

covalentes con componentes celulares (9,3).

> I.C.IV.-Especiesreactivas importantes toxicológicamente

Por la acción de xenobióticos así como en procesos fisiológicos normales se generan

radicales libres. Estos pueden ser especies reactivas derivadas del xenobiótico, especies

reactivas de oxígeno o radicales generados sobre moléculas biológicas como lípidos o

proteínas (34,59, 60).Se considerarán aquí algunos de ellos.

Radicales libres de oxígeno: La variedad de especies reactivas de oxígeno que se

generan en los sistemas biológicos es limitada.

El oxígeno molecular es un dirradical ya que posee dos electrones ubicados en forma

paralela, debería reaccionar con moléculas que tengan la misma característica. Como este

tipo de molécula es raro, en general da reacciones que involucran un solo electrón. Son esta

clase de reaccioneslas que la formaciónde especiesreactivasde oxígeno:
superóxido (02:), radical hidroperóxido (HOz') peróxido de hidrógeno (1-1202),y radical

hidroxilo (HO') (59, 37, 57, 54).

El Oz: es el radical libre derivado del oxígeno mejor conocido. Tiene características
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únicas porque puede dar origen a otras especies reactivas como el radical hidroxilo, peróxido

de hidrógeno y el radical hidroperóxido (37).

El H202,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 biológicas en el medio acuoso, pero puede difundir a través de las membranas

biológicas y dar origen a especies muy reactivas como el radical hidroxilo. La fuente más

importante es la dismutación del Oz: a Hzoz y Ozpor la superóxido dismutasa (37,57).

De las especies reactivas generadas por el oxígeno la más reactiva es el HO',

considerada la especie oxidante más potente y de vida media más corta generada en

circunstancias normales en un medio biológico. Por su corta vida media no puede alejarse

mucho del lugar de formación, por lo que el daño que produce es amplio pero

indiscriminado (44,37, 57).

Existen dos fuentes biológicas importantes de HO', la reacción de Fenton (con

metales de transición como hierro (principalmente) y cobre en estado reducido) y la reacción
de Haber-Weiss:

Fe2++ 1-1202—> Fe“ + HO' + OH- Reacciónde Fenton

Oz: + Hzoz —> 102 + HO + HO’ Reacciónde Haber-Weiss

El HO' es capaz de iniciar la peroxidación de lípidos por abstracción de un hidrógeno

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

Otra forma reactiva de oxígeno es el oxígeno singulete (102) el cual se forma por

inversión de uno de los electrones desapareados del oxígeno mediante energía. El 102puede

interactuar con sustancias como los ácidos grasos poliinsaturados, iniciando de esta forma la

peroxidación de lípidos (44,57).

Radicales oxigenados de moléculas biológicas: También son importantes

toxicológicamente los radicales oxigenados que se originan en moléculas biológicas como ser

los radicales alcoxilo (LO') o peroxilo (LOO') provenientes de los lípidos. Los LOO' son de

vida media larga, pudiendo difundir del lugar de formación. Serían los responsables de la

propagación de la peroxidación de lípidos. Por abstracción de un átomo de hidrogeno de

otra molécula forman los hidroperóxidos (LOOH), los que por descomposición por metales

de ¡Iansición pueden producir los radicales alcoxilo (44,59, 60).

Otra especie radicalaria importante son los carbonilos excitados, los cuales se forman

en los procesos de peroxidación de lípidos. Estas especies pueden abstraer I-I de donores

lipídicos, comportándose por lo tanto como iniciadores de peroxidacíon de lípidos (44).

\
/C=O* + R-H———- '(:Z-OH+R*
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Radicales libres de azufre: Se pueden formar radicales libres a partir grupos

sulfhidrilos de la cisteína o por ruptura de puentes disulfuro de proteínas, generándose un

radical tiilo (RS’),el cual puede tener un importante papel en las funciones y/ o disfunciones

celulares, por ejemplo, puede dar lugar ala peroxidación de lípidos (57,9).

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

R-SH——L) R-SOI-I——) R-S-S-R—) R-g-S-R
ácido sulfénico disulfuro Tiosulfenato

>>LC.V.-Formación de radicales libres en los sistemas biológicos

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 reacción siguiente. Al no quedar libres

en el medio no serían dañinos. Esto permite reacciones como ciertas isomerizaciones,

reducciones de nucleótidos para la síntesis de ADN, biosíntesis de hormonas y transducción

de energía entre otras (55,61, 57, 54).

Se sabe que intervienen radicales libres en las defensas inmunológicas como el

estallido respiratorio de los neutrófilos y macrófagos, en los cuales se generan radicales libres

de oxígeno (02:, H202y también probablemente 'OH) (62,37, 63).

El radical libre óxido nítrico formado a partir de la arginina en células endoteliares y

otros tipos de células actúa en la vasodilatación, inflamación y shock (62,63, 54, 59).

Actualmente está surgiendo la idea de implicar a ciertos radicales libres como

mensajeros intracelulares; así, las reacciones de radicales libres de oxígeno o de nitrógeno

sobre hierro o grupos sulfhidrilo de proteínas actuarían como señales, causando la

modificación de la respuesta de sistemas como la proteína G, varios factores de transcripción,

canales iónicos, ciclooxigenasa o ribonucleótido reductasa. Sería un reemplazo del sistema

llave-cerradura. En el caso de los tioles, es posible la existencia de una secuencia consenso

que permita la generación de un residuo de cisteína activo en forma redox, que el residuo de

cisteína 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 daño reversible o

irreversible a macromoléculas, por ejemplo proteínas o lípidos (64).

Por otra parte, las especies reactivas pueden provenir de fuentes externas como ser:

radiaciones ionizantes, sustancias tóxicas, polutantes ambientales, etc.. En general, pero no

siempre, cuando se ha determinado la formación de un radical libre intermediario en el

camino metabólico de un xenobiótico se ha visto que dicho radical está implicado en el efecto
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tóxico. Algunas sustancias generarían radicales libres que reaccionarían directamente (por

ejemplo el CCh), en tanto que otras generarían especies reactivas de oxígeno, las cuales

serían causantes de su toxicidad (por ejemplo adriamicina, paracetamol) (56,62, 9, 55).

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

Como se ha indicado, el daño 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 cercanías del lugar de activación, de la existencia de defensas

celulares, mecanismos de reparación o de eliminación de las moléculas dañadas, etc. (55,9).

Entre los daños causados por los radicales libres son muy importantes las alteraciones

de macromoléculas tales como proteínas, lípidos, ADN, ARN, ya sea por oxidación, unión

covalente o fragmentación. Dichas reacciones pueden llegar a alterar severamente tanto la
estructura como la función de dichas moléculas, así como a modificar sus características

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 podrían derivar en la

pérdida de la homeostasis celular, por ejemplo, la del calcio (65,55, 1).

Grupos tioles proteicos y no proteicos pueden ser rápidamente oxidados por muchos

radicales libres, pudiendo producir alteraciones en la actividad enzimática, la función y/o el

estado redox de la célula. Se han determinado también la depleción de moléculas

antioxidantes, por ejemplo glutatión, así como la alteración del balance NAD+/NADH y

NADP+/ NADPH causadas por radicales libres (55,65).

Algunos radicales libres son capaces de causar la iniciación de la peroxidación de

lípidos, resultando en la alteración directa de la estructura y fluidez de la membrana y/o la

formación de interuniones, con la consiguiente alteración de su funcionalidad (55,65).

Los radicales libres han sido implicados en el proceso de envejecimiento,

sugiriéndose que éste se debería a la acumulación de daño causado por dichos radicales

sobre moléculas de vida media larga como colágeno, por daño oxidativo al ADN, por

glicación de proteínas, etc. (66).

Se cree que los radicales libres también podrían estar involucrados, al menos en parte,

en enfermedades como aterosclerosis, diabetes mellitus, cáncer, en daños al cristalino, piel,

pulmones, en la activación del HIV por estrés oxidativo o en la formación de los pigmentos

de la edad (37, 62).

En el caso de las proteínas, como se verá más adelante, su oxidación puede causar

cambios físicos en las mismas como ser fragmentaciones, agregaciones, alteración de la

susceptibilidad a la proteólisis, etc. (37, 67, 68).
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LD.- CARACTERÍSTICAS DBLTETRACLORURO DE CARBONO

>>I.D.I.- Introducción

El tetracloruro de carbono (CCl4)es un líquido incoloro, de olor dulce, insoluble en

agua (14, 69, 70).

Por sus características químicas tuvo en el pasado una amplia gama de usos: agente

desengrasante, removedor de manchas, fumigante de granos, propelente para aerosoles, así

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

champúes. Como anestésico se lo dejó de emplear debido a su toxicidad hepática y renal. Por

esta misma razón se empezaron a esfipular restricciones generales a su uso, especialmente en

los productos disponibles para el público masivo (14, 69, 70). Sin embargo, el CCl4 sigue

teniendo en la actualidad uso industrial y de laboratorio (14,11).

>>I.D.II.-f' ‘ ' " Jimi"

No existen fuentes naturales conocidas de CCl4;todo el que está presente en el medio

ambiente (aire, agua y suelo) sería de origen antropogénico, liberado al medio ambiente

durante su producción y uso, así como en la descomposición fotoquímica o combustión

incompleta en la incineración de desechos químicos del percloroetileno, efluentes

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

El CC14se degrada muy lentamente, por lo que ha habido una acumulación gradual

en el medio ambiente. Debido a su volatilidad, la mayoría está presente en el aire, siendo

muy estable en ese medio. En la estratósfera puede ser degradado por la luz ultravioleta a

radicales libres (cloro y triclorometilo) capaces de degradar el ozono allí presente. En agua y

suelos el CCl4 se puede degradar biológicamente. Sólo una pequeña proporción del CCl4

permanece unida a las partículas del suelo, el resto Seevapora o se mueve hacia las napas de

agua (14, 11).

>>I.D.III.- Concentraciones máximas 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 concentración máxima permisible ponderada en el tiempo (CMP)

para el tetracloruro de carbono es de 5 ppm, no indicándose ningún valor para la
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concentración máxima permisible para cortos períodos de tiempo (CMP-CPT).Se advierte en

esta ley que el tetracloruro de carbono puede ser absorbido por vía dérmica y que es

sospechoso de ser carcinogénico para el hombre (71).

>>I.D.IV.- Absorción, distribución y excreción

Al ser el CCl4 una sustancia lipofílica, se absorbe rápidamente en el sistema

respiratorio y en el tracto gastrointestinal, siendo la absorción por piel más lenta (11).

La vía inhalatoria es la vía más común de absorción en trabajadores ocupacionalmente

expuestos al CCl4.Sin embargo, es muy frecuente la ingestión del tóxico por personas que lo

confunden con otras bebidas o por mal uso, por lo que la vía gastrointestinal es también

importante. La intoxicación producida por absorción a través de piel es menos frecuente. La

población en general está expuesta al CCL.por aire o el agua de bebida (14,11).

Una vez absorbido se distribuye en todo el organismo, concentrándose más en los

órganos con mayor contenido lipídico: médula ósea, cerebro, tejido adiposo (donde se

almacena) y, en menor concentración, en hígado. También se observan concentraciones

significativas en riñón y músculo (70,11).

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

El CC14 es una hepatotoxina, pese a que sólo una pequeña cantidad del CCl4

administrado llega al hígado (2%). Esto es debido a que para ejercer su acción tóxica el CCL;

debe ser biotransformado a metabolitos reactivos, siendo el hígado el principal lugar de

metabolización del organismo. Sólo una pequeña cantidad del CC14 administrado es

metabolizado (70,14).

La principal vía de excreción del CCl4es la pulmonar, sin metabolización previa. La

excreción por heces depende de la vía de ingreso del tóxico, si el CCl4es absorbido en dosis

bajas por pulmones, casi no hay excreción por heces, en cambio, sí la hay (por exsorción

directa y por excreción por bilis) si la vía de ingreso es el tracto gasüointestinal.

Relativamente poca cantidad es eliminada en orina (11).

La velocidad de excreción depende de la dosis; cuanto mayor es la dosis, más lenta es

la eliminación, lo cual es consistente con la acumulación del CC14en tejido adiposo. Al

aumentar la dosis, mayor cantidad de CC14entra al tejido adiposo, siendo la eliminación del

tejido adiposo más lenta que la de sangre u otros tejidos (11).
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>>I.D.V.-Activación del CCI; a sus metabolitos reactivos

Como se indicó anteriormente, para que el CCl4resulte tóxico debe ser activado a sus

metabolitos reactivos. La enzima que lo activa es el sistema de oxidasa de función mixta, el

principal sistema de metabolización de xenobióticos del organismo. Por estar este sistema de

activación en el hígado es que el CCl4es una hepatotoxina (1,11).

Una de las razones que indican'an su necesidad de activación es la demostración de

que la toxicidad del CCl4no es debida a su acción como solvente, ya que otras sustancias que

tienen tan buen poder solvente de lípidos como el CCl4, tales como CH2C12o el CClaF, no

producen el efecto del CCL;sobre el hígado; además, las concentraciones necesarias para

causar una acción tóxica 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 activación es que animales como la

rata recién nacida y la gallina son muy resistentes al daño por CC14,pese a que las

concentraciones alcanzadas en el hígado son similares a las halladas en ratas adultas. Esto

sería 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 daño (14, 70, 7).

La necesidad de activación a metabolitos reactivos también explicaría la distinta

toxicidad de los tetrahalometanos. La facilidad de activación es función de la energía de

enlace, por lo que el CFCL-aes menos reactivo que CBer y éste es más reactivo que el CCl4.

Por ejemplo, el CBrCla es 30-40 veces más hepatotóxico que el CCl4 (42, 72, 7, 55).

La biotransformación del CCl4es un proceso de naturaleza reductiva en el cual se

produce la ruptura homolítica de la molécula con formación de los radicales libres

triclorometilo ('CCla) y cloro. El 'CCb fue uno de los primeros radicales libres metabólicos

implicados en la toxicidad de un xenobiótico (14, 3, 70, 7, 65, 54, 56).

El CCl4al no poseer ningún enlace C-I-Ino 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

metabolización en presencia de oxígeno. Sustratos aún menos halogenados no siguen el

camino reductivo (42).

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

principalmente en el reüculo endoplásmico de los hepatocitos de la zona centrolobulillar (65,

7).
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> I.D.V.I.- Lugares subcelulares de activación del CCl4

El CC14 puede ser activado a sus metabolitos reactivos en algunas fracciones
subcelulares, las cuales se indican a continuación.

Retículo endoplásmico: En este lugar se encuentra el componente celular más crítico

para la biotransformación del CCh a sus metabolitos reactivos, el citocromo P450, por lo que

es el principal lugar de activación celular del CC14a sus metabolitos reactivos (3, 14, 70, 73,

74).

La activación del CCl4es más importante en el reticulo endoplásmico liso que en el

rugoso (73).

Núcleos: Los núcleos hepáticos son capaces de activar al CCl4.Así, se ha determinado

la formación de metabolitos reactivos del CCl4en la membrana nuclear hepática de rata (11,

75, 10, 74).

Mitocondrias: En las rnitocondrias el CCL; puede ser activado a sus metabolitos

reactivos (76, 77, 14, 78, 79). La activación puede ser enzimática (dependiente de citocromo

P450 y NADPH) y o no enzimática (independiente de NADPl-Iy no afectada por inhibidores

del citocromo P450).Se cree que la activación no enzimática sería en la cadena respiratoria, en

los lugares donde se produce la reducción univalente del oxígeno. Esto podría ser así debido

a que los potenciales de reducción del CCl4y del oxígeno son similares, por lo que el CCl4

podría reemplazar al oxígeno (78,79).

Citosol, lisosomas: Ni el citosol ni los lisosomas tendrían los sistemas enzimáticos

necesarios para la activación del CCl4a sus metabolitos reactivos (77,14).

> I.D.V.2.-Activación por mediosfísicos

El CCl4puede ser activado al radical ’CClapor medio de luz ultravioleta. La forma de

activación sería por ruptura homolífica del enlace C-Cl, generándose el radical 'CCla, el cual

en presencia de oxígeno puede dar CCbOz' (80,81).

En este Trabajo de Tesis se utilizó esta forma de activación del CCL. en sistemas

químicos, empleándose luz ultravioleta C (254nm).

> I.D.V.3.-Mecanismo de activación

Como se indicó anteriormente, el sistema de oxidasa de función mixta está formado

por el citocromo P450, la citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH y fosfolípidos,

principalmente fosfatidilcolina (14,3).
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En la figura I.D.I se grafica el mecanismo de biotranfonnación del CC14.

unión
Czc16 covalente

P450 _ 02C14—> [Fe(II)- 'CCls]+ Cl———>[Fe(II) - 'Ozccb]—> '02CC13
NADPH e­

_ [Fe(II)' 'chofl abstrac.de H
e H, abstrac. de H ZH‘,

Fe II CCI + Cl'

HCCla /[H ( ) 2] [Fe(III)- CLaCOH]+ HO‘
unión - HCl
covalente _ bid ól. .CO + HCOO CIZCO—>r 1515C02 + 2 HC]

acilación

Figura I.D.I: Mecanismo de biotransformación del CCL;a sus metabolitos reactivos

El proceso de reducción del CCL;se inicia con la unión de CCl4 al citocromo P450;

pudiendo estar el citocromo tanto en estado reducido como oxidado (14, 25, 7, 55). El CCl4es

reducido por un electrón, formándose el radical 'CCh. El electrón proviene del NADPH y es

transferido al CCl4por medio de la citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH (14,3).

El citocromo P450 es el que produce la reducción del CCl4, la citocromo P450

reductasa por sí misma no es capaz de transferirle el electrón al CC14(14,25, 7).

El radical triclorometilo ('CCh) formado puede liberarse del citocromo o seguir unido

al citocromo y continuar siendo reducido (79).

Si el 'CCla se libera del citocromo, puede reaccionar rápidamente con oxígeno

molecular para dar el radical triclorometilperoxilo (CClaOz‘)en un proceso denominado

oxigenación reductiva. Esta reacción está controlada esencialmente por la velocidad de

difusión del Oz,por lo que la reacción es muy sensible a la concentración del mismo (3, 65, 72,

80).

Ambos radicales ('CCla y CCbOz’) pueden intervenir en reacciones de adición,

abstracción de hidrógeno, desproporción y cancelación (14).

Si el 'CCle.permanece unido al citocromo también puede reaccionar con una molécula

de oxígeno, dando CChOz'. Este a su vez puede liberarse o puede ser reducido por un

segundo electrón a CClaOH (triclorometanol), el cual se descompone rápidamente a fosgeno

(ClzCO)por dehidrohalogenación. A su vez, la hidrólisis de fosgeno produce C02, el cual es

el principal metabolito del CCl4(42, 14, 3, 11, 79, 72).

El segundo electrón que participa en la reducción del CCl4puede provenir también

del NADPH, vía 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 ’CClg unido al citocromo en vez de reaccionar con

oxígeno sufra una nueva reducción para dar el carbanión triclorometilo, el cual puede dar

diclorocarbeno por eliminación de un cloruro o.y finalmente dar CO por hidrólisis (42,3, 25).

Esta reducción mediante dos electrones parecería tener poca importancia toxicológica (25).

La formación de 'CCla 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 oxígeno molecular por el lugar de unión al citocromo P450, por

lo que el oxígeno es un inhibidor de la activación del CC14a sus metabolitos reactivos. Esto

implica que la formación de ‘CCla se ve favorecida en anaerobiosis o condiciones de baja

presión de oxígeno (79, 25). La concenüación de oxígeno en las células hepáticas puede ser

bastante baja, especialmente en la zona centrolobulillar, lo que permitiría que el CC14pueda

competir efectivamente con el oxígeno (25).

Una indicación de que el CCl4 es metabolizado por el citocromo P450 es que su

activación es inhibida por monóxido de carbono, lo cual, como se indicó anteriormente, es la

característica de los CitocromosP450 y es usado como un criterio para decidir si una reacción

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

> I.D.V.4.-Citocromos involucrados

Utilizando sistemas reconstituidos se pudo demostrar que la forma de citocromo P450

que estaría implicada en condiciones normales en la biotransformación del CCl4es el cyp2E1.

Como se indicó anteriormente, dicho citocromo está presente en el hígado 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 cypZEI sería el que interviene en la

metabolización del CCl4 es que anticuerpos contra cyp2E1 reducen in vitro en un 80% el

metabolismo de dicha hepatotoxina (82).

El cypZBtambién es capaz de metabolizar el CCl4 a sus metabolitos reacüvos. Sin

embargo, como se indicó anteriormente, en condiciones normales está en baja cantidad. Este

citocromo es inducible por fenobarbital, y en esas condiciones sería el principal citocromo que

participaría en la metabolización del CCL;(82, 11).

La inducción de cypZEIpor etanol o acetona ha demostrado ser más importante en el

metabolismo del CCl4que la resultante de la inducción del cyp281 por el fenobarbital (82).

> I.D.V.5.- Inducciones de los Citocromos 2131y ZB en el estudio del CCl4

En el caso del estudio de la acción tóxica del CC14se utiliza la inducción de los
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citocromos que lo metabolizan, por lo que se referirá aquí brevemente a las formas de
inducción de estos citocromos.

Una de las prácticas usuales en el estudio de las intoxicaciones por CC14es el ayuno

12-14 h antes del uso de los animales. Con el ayuno se induciría el cypZEI, el cual, como ha

sido indicado, es la principal forma de metabolización del CCI4(46,45, 82, 50, 26, 32).

Otra practica común es la inducción de los animales con fenobarbital el cual, como se

indicó anteriormente, induce los citocromos B1/ B2,sin afectar al cyp2E1(33, 19).

En la inducción con fenobarbital también se inducen la citocromo P450 reductasa y el

citocromo bs, los cuales forman parte del sistema de metabolización del CCh (19).

> I.D.V.6.-Inhibición del citocromo P450

La activación del CCl4 es una activación suicida ya que los productos de dicha

activación destruyen al citocromo P450 (14,7, 25, 69). La destrucción de citocromo P450 por el

CCL;es más intensa en retículo endoplásmico liso, lo cual coincide con que éste sea el lugar

con mayor cantidad de sistema de activación (73).También coincidiría con que la velocidad

de metabolización del CCl4disminuye al ir aumentando el período de exposición (11).
El CC14no afecta la actividad de la citocromo P450 reductasa ni el contenido de

citocromo bs (14, 11).

Después de la alteración del cypZEI por el CCI4la enzima inactivada es rápidamente

removida del retículo, mientras que persisten proteínas íntimamente asociadas con ella como

la NADPH-citocromo P450 reductasa o el citocromo bs (48).El cypZBIno se degrada por esta

vía (48).

)> I.D.VI.-Productos finales formados por metabolización del CCl4

En la metabolización del CCL;se han detectado varios productos que provienen de su

molécula, entre ellos C02 (producto mayoritario in vivo en todas las concentraciones

ensayadas), HCCle, ClzCO, hexacloroetano y CO en sistemas in vitro e in vivo en distintas

especies (14, 42, 11, 55, 54, 79).

Por ejemplo, se detectó la presencia de HCCla en aire espirado por perros y el C02 en

monos, así como HCCla y hexacloroetano en el plasma, adipocitos, riñones y músculo de

conejos intoxicados con CC14(7).

El HCCla formado no es un intermediario del fosgeno (42). El fosgeno es muy

electrofílico y puede reaccionar con tioles nucleofílicos, hidroxilos y grupos amino de

proteínas y lípidos, pudiendo ser el responsable de la unión a biomoléculas pero no de la
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peroxidación de lípidos. Por la cantidad generada no se considera que sea biológicamente

relevante; de hecho, ninguno de los compuestos finales antes mencionados formados en la

intoxicación por CC14puede explicar la toxicidad del CC14(14, 37, 72).

A las 24 h de intoxicación se observan niveles elevados de excreción de productos de

peroxidación de lípidos (formaldehído, acetaldehído, MDA y acetona) en orina,

probablemente como resultado del estrés oxidativo inducido por el CC14.Los aductos de CC14

serían excretados por la bilis en una cantidad proporcional a su generación en el hígado.

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

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

Los metabolitos reactivos del CCl4('CCh y CCLaOz')tienden a dar tres tipos básicos de

reacciones: de adición, de abstracción y de ruptura. Reacciones deletéreas adicionales pueden

surgir como consecuencia de estas reacciones primarias (1).

Debido a la reacción del 'CCb con 02, los productos que se formen y las reacciones

que se produzcan estarán muy influenciadas por la presión de oxígeno. En anaerobiosis el

único radical que se formaría es 'CCLa(42).

Las reacciones de adición dan lugar a la unión covalente. En las reacciones de

abstracción, los metabolitos reactivos del CCl4 abstraen un átomo de otra molécula (3). Se

produce la fragmentación de la molécula en las reacciones de ruptura, por ejemplo, en las

reacciones de los metabolitos reactivos del CCl4con aminoácidos (1, 83).

El 'CCla tiende a unirse covalentemente a proteínas, lípidos, nucleótidos, etc.. Puede

abstraer hidrógenos de lípidos (con iniciación de la peroxidación) o de otras moléculas

biológicas, por ejemplo proteinas, ácidos nucleicos dando I-ICCLa,(1, 42, 14, 72, 25, 79).

También pueden condensarse dos 'CCLacon formación de hexacloroetano en una

reacción de cancelación (14,42, 7).

En anaerobiosis aumenta la formación del HCCLa,porque al no haber 02 aumenta la

vida media del 'CCla,con lo que tiene mayor oportunidad de abstraer H de otras moléculas.

También estaría promovida la unión covalente por las mismas razones (42).

En presencia de oxígeno, cuanto menor sea la presión de oxígeno mayor será la

formación de HCCla, de CO y la unión covalente a proteínas, en tanto que sería menor la

peroxidación de lípidos y la formación de C02 (42).

La abstracción de hidrógeno sería causada fundamentalmente por el CCbOz' (3, 54,

55, 1, 42). El radical CClaOz' es más reactivo que el ’CCLa,lo cual explicaría el aumento de

reactividad contra diferentes blancos cuando un pulso de ‘CClaes formado en presencia de

oxígeno (14, 3).
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LE.- PEROXIDACJÓNDE LÍPIDOS

>>I.E.1.- Introducción

La peroxidación de lípidos (PL) es un proceso de naturaleza autocatalítica mediado

por radicales libres, en el cual se produce la degradación oxidativa de lípidos de membranas

biológicas, fundamentalmente los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) (44).

Se ha implicado a la PL en un rango muy amplio de injurias celulares causadas por

radicales libres así como en la toxicidad del oxígeno (84, 55, 79, 6, 4). Es cada vez más

aceptado que la PL sería más un evento inespecífico resultante de la toxicidad de una

sustancia que el mecanismo causante de la toxicidad (84,4).

El proceso de peroxidación de lípidos no sólo es importante para los lípidos sino

también para las proteínas, algunos de los productos de la PL son capaces de reaccionar con

proteínas, causando su alteración (4, 85).

>>I.E.II.- Mecanismo de peroxidación de lípidos:

En la figura I.E.1 (3)se representa un esquema de los mecanismos de peroxidación de

lípidos.

LH+ x. _) L. + XH :I Iniciación

L' + Oz—) LOO'(rad.peroxilo)

——LOO' + LH——(K_LOOH + L’droperóxido)

FeH Lo-——+LH LOI-I+ L'
(rad.alcox.ilo)

LOOH

Propagación
LH

b L'=O + radicales de cadena corta
aldehídos

(4HNE, etc)

hidrocarburos livianos
(etano, pentano, etc.)

o LH

———>-L<|O —\-\—-> —0—> MDA + L" + radicales de cadena cortaLa

Figura 1.13.1:Mecanismo de peroxidación de lípidos
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La química de los procesos de LP es muy compleja, se forman una gran cantidad de

productos primarios y secundarios. Los principales ácidos grasos que sufren la PL son

linoleico (18:2), araquidónico (20:4), linolénico (18:3) y otros ácidos poliinsaturados. Cada

ácido graso da un grupo exclusivo y característico de productos. Se produce incluso sobre

PUFAs que estén esterificados en fosfolípidos. Las membranas celulares tienen una alta

densidad de cadenas laterales polienoicas (44,37, 86, 55, 57, 79, 6).

La PL procede por una reacción en cadena típica, donde hay reacciones de iniciación,

propagación y terminación (44,84, 37).

> I.E.II.1.- Iniciación

La iniciación ocurre cuando un oxidante inespecífico da origen a un radical por

abstracción de un átomo de hidrógeno de un lípido:
LH + X‘ ———> L' + I-D(

donde LH representa la cadena de un ácido graso poliinsaturado (PUFA) dentro de un

lípido, X' un radical libre y L' un radical lipídico (44,84).

El radical libre debe tener suficiente energía como para poder abstraer un hidrógeno

de un ácido graso. Los PUFA son los blancos favoritos de la PL porque los enlaces C-H de un

carbono metilénico (-CH2-)adyacente a una doble ligadura son uniones débiles, por lo que

ceden más fácilmente el hidrógeno (44).
La resonancia del electrón del radical libre del PUFA causa un reordenamiento de la

configuración cis-cis a cis-trans que estabiliza al radical por una mayor conjugación de

dobles enlaces. Dicha conjugación causa que el compuesto tenga una mayor absorción 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 biológicos, la identidad del radical

libre que inicia la PL es desconocida. Ejemplos de radicales libres que pueden iniciar la PL

son: ’OH, oxígeno singulete, radicales alcoxilo (LO'), radicales peroxilo (LOO') y radicales

alquilo (L') u otros radicales libres originados de sustancias tóxicas. Otras especies capaces

de iniciar la PL son el dióxido de nitrógeno (N02) y el óxido nin-oso (NO’), siendo ambos

componentes mayoritarios del humo de cigarrillo (84,44, 6, 57, 86)

Las proteínas que contienen hemo como hemoglobina/mioglobina y varios

citocromos (incluyendo los citocromos P450) pueden reaccionar con Hzoz para generar

especies iniciadoras de la peroxidación de lípidos (de naturaleza exacta no conocida), las

cuales podrían mediar en la peroxidación de lípidos generada in vitro por el NADPH (84).

Otros compuestos metabólicamente activados a especies oxidantes pueden reaccionar

directamente con lípidos; un ejemplo típico es el CCl4(84,44).

Los radicales tiilo (provenientes de sulfhidrilos de proteínas) son capaces de absüaer

hidrógenos alílicos de lípidos. Reaccionan además con oxígeno para formar tiíl peróxidos
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(por ejemplo, RSOO' y R5020') Los radicales tiilo y sus derivados peroxílicos reaccionan por

transferencia de hidrógeno con los hidroperóxidos de lípidos (LOOH) como lo hacen los

1-102“ (84, 87).

Después del reordenamiento comienza la etapa del proceso dependiente de oxígeno

en la cual se produce la interacción del radical lipídico con el 02 molecular para formar un

radical lipoperoxilo (44, 37, 57, 79):
L' + 02—> LOO'

La velocidad de reacción del radical lipídico con el oxígeno es muy rápida; como

sucede con todo radical centrado en carbono no hay ninguna barrera energética involucrada,

dependiendo únicamente de la velocidad de difusión del oxígeno (7,65).

> I.E.II.2.-Propagación

El radical lipoperoxilo es capaz de abstraer un hidrógeno de otra molécula de lípido,

formando un hidroperóxido y generando un nuevo radical lipídico; esta reacción esta

favorecida por el gran entrelazamiento de los lípidos en las membranas (44,84, 7).
LOO'+LH—-—-+LOOH+L°

La etapa de propagación es la que permite que continúe la reacción en cadena; por

cada lipoperoxilo formado aparece un nuevo radical, produciéndose de esta manera la

verdadera amplificación ya que por cada iniciación ocurren varias reacciones de propagación

(44, 84, 57, 79, 86).

El resultado es la conversión neta de ácidos grasos poliinsaturados en LOOH, lo cual

lleva a una desestabilización de la integridad y la función de la membrana lipídica dada la

necesidad de acomodar los grupos hidroperóxidos polares (84).

La extensión de la propagación dependerá también de la proporción lípido/ proteína

de la membrana dado que los peróxidos de lípidos podrían abstraer hidrógenos de una

proteína, pudiendo reaccionar también con ácidos nucléicos y otras moléculas exógenas o

endógenas (84, 57). Es asimismo importante la presencia de antioxidantes que interrumpan

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

> I.E.H.2.1.-Descomposición de peróxidos de lípidos

En condiciones fisiológicas los peróxidos de lípidos son especies moleculares bastante

estables, pero su descomposición puede ser catalizada por varios componentes celulares

como metales de transición (hierro (principalmente) y cobre), aunque casi no existen en

forma no quelada en los sistemas biológicos (37,57, 44).

Los LOO' pueden sufrir una mezcla compleja de rearreglos (vía escisiones B con
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pérdida de oxígeno y recombinación con oxígeno) y ciclaciones (si hay una insaturación

adyacente, como es el caso del ácido y-linolénico) con lo que se generaría otro LOO' que

puede entrar en otras reacciones de propagación (84).

Los complejos de metal reducido reaccionan con los hidroperóxidos para dar

radicales alcoxilo (LO°). Esta reacción es fácil y rápida para los metales de transición

biológicamente relevantes en su estado reducido debido a la debilidad del enlace oxígeno­

oxígeno del peróxido (84, 57, 7, 65, 37).

LOOH + Fe2+-complejo—> LO' + Fe3+-complejo+ OH­

Los metales de transición con valencia superior reaccionan muy lentamente con los

LOOH para producir radicales peroxilo (84,37):

LOOH + Fe3*-complejo——> LOO' + Fe2+-complejo+ H+

Los radicales alcoxilo y peroxilo pueden iniciar nuevas rondas de reacciones de

lipoperoxidación (57, 88, 86, 79).

Los citocromos P450 son también capaces de descomponer los peróxidos de lípidos.

Así, de los citocromos P450 purificados, el 2E1 es el más activo en la escisión Breductiva (ver

más adelante) de los 13-hidroxiperóxidos derivados de ácido linoleico y de los 15­

hidroperóxidos derivados del ácido araquidónico, seguidos por 2B4,3A6, 1A2 y 2C3 (52, 89).

Además el cypZEIes particularmente activo en la reducción del oxígeno molecular a especies

reactivas de oxígeno, las que pueden contribuir a la iniciación de la peroxidación de lípidos

de membrana (89,52).

> I.E.II.3.- Terminación

Existen varias formas de terminación de las reacciones en cadena de la peroxidación

de lípidos. Podría ser por reacción entre dos LOO' o por reacción de un radical lipídico con

otro radical de terminación para formar productos no radicalarios:
2LOO' ——> LO + 102 + LOH

L' + X' —> L-X (dondeX' es L' u otroradicallibre)
Estas condensaciones podrían llevar a reacciones de cruzamiento con cadenas

laterales acídicas de fosfolípidos del entorno o a uniones lípido-proteína o proteína-proteína

(79, 57, 44).

Otra forma de terminación sería la reacción de un radical con un atrapador de

radicales libres, generandose especies radicalarias no propagantes (84, 34), las cuales se

anulan a sí mismas por otros caminos; por ejemplo:
LOO’+ a-tocoferol—> LOOH + radicala-tocoferilo

Los antioxidantes están presentes normalmente en las células en una alta
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concentración in vivo, por lo que es muy factible que la reacción con antioxidantes sea la

principal forma de terminación in vivo(84).

)> I.E.III.- Productos formados en la peroxidación de lípidos

Los hidroperóxidos de lípido formados pueden convertirse por sucesivas escisiones,

fisiones, rearreglos y oxidaciones en una gran variedad de productos (figura I.E.2 (86), los

cuales pueden contener varios grupos funcionales de oxígeno tales como aldehído-, cetonas-,

hidroxi-, epoxi-, carboxi- y peroxi- (86, 79, 55, 6, 44, 54).

a Productos de ruptura de cadena y oxidación recurrente:
n-alcanales, 2-alquenales, 2,4oalcadienales,alcatrienales,“L'J 'IJ'IJ L'jx t

_) 4-hidroxialquenales,4-lúdroperoxialquenales,‘ ‘­
malondialdehído, a-dicarbonilos,
ácidos m-aldehídocarboxflicossaturados e insaturados,

L. LOOH _ cetonassaturadase insaturadas,alcanos,alquenos.

- rearreglos y productos posteriores:
LH LOO' lúdroxiácidos, cetoácidos,cetohidroxiácidos,

Á a epoxihidroxiácidos,ácidocolneleico,dilúdroxiácidos,LL'J '¿ 'J :l'L'J

a - productos de oxidación posteriores *__.
cicloendoperóxidos (PGGz)y análogos.

productos de di y palimerizaciones:
a di v polímeros unidos por puentes eter, peroxi VC-C

Figura I.E.2:Productos de la peroxidación de lípidos

A diferencia de los radicales libres muy reactivos, los aldehídos podrían 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

generación del radical libre inicial (85).

Debido a la complejidad de las reacciones de peroxidación, las mismas no están

perfectamente caracterizadas para cada uno de los productos, pero se cree que los tipos de

reacciones que intervendrían serían una o más de las siguientes reacciones (86,44, 85).

> dismutación de peróxidos: Sería el principal camino metabólico responsable de la

formación de metabolitos aldehídicos a través de la ruptura homolítica de los enlaces

carbono-carbono siguientes al hidroperóxido (ruptura B)(37,85).El grupo aldehído formado

puede quedar en el extremo metílico de la cadena o en el extremo carboxílico, por lo que
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podrían quedar fosfolípidos con un grupo carbonilos en la posición co(86).
R' + R'CHO

R—8¡¿—R'——+R-gi-I-R'/H \>RCHO+ R"

Por ejemplo, se formaría 2-hexenal a partir de 13-l'1idroxilinoleico, 13-hidroxi-y­

linolénico o 15-hidroperóxiaraquidónico.

El mecanismo de formación de los hidroxialquenales es más complejo y no está

totalmente resuelto (85).

Los radicales alquilo formados puede abstraer hidrógeno de otras moléculas dando

hidrocarburos volátiles (por ejemplo: formación de etano a partir de linolénico y de pentano

a partir de araquidónico). La formación de etano y pentano se usa como medida de la PL (44,

52, 37, 79)

, reordenamiento de enoles:

R-CH=CH.ÏcH-R'—>RCH=CH+OJ> R-CH=CH-OH—)R-CH2-CHO
O

Por ejemplo, el ácido 13-hidroxilinolénico (18:3) daría ácido 12-oxo-10-trans­

dodecanoico y 2-hexenal (44, 85).

, condensación aldólica reversible

R-(¡ÏH-(¡ÏH-R'—) R-CHO+ R'-CH20H
OH OH

Por ejemplo, el ácido 9,10-dihidro-12-octadecenoico produciría 2-trans-nonenal (44,

85).

, ruptura de endoperóxidos cíclicos

0 |
IC ——> CH: Eo I

CI-IO

Este sería, por ejemplo, el mecanismo de formación de malondialdehído a partir de

PUFA con 3 o más dobles enlaces (44, 85).

, autooxidaa'ón recurrente con dismutación

R-CHz-CHO—)R-CH¿CHO '0H° R-CHÏ-CHOfl) R-CHOb.
Los aldehídos son inestables, por lo que la a-peroxidación de un aldehído saturado

puede dar como intermediario un a-hidroperoxialdehído, el cual puede descomponerse a

ácido fórmico (o formaldehído) y un aldehído con un átomo de carbono menos, este último

puede a su vez iniciar una nueva reacción, con formación de un set de productos

completamente nuevos (44,86).
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>>I.E.IV.- Principales productos de la peroxidación de lípidos con
relevancia toxicológica

La peroxidación de lípidos amplifica los daños producidos por los radicales libres

iniciales. Los aldehídos reactivos generados en este proceso pueden actuar como "segundos

mensajeros tóxicos" (85).

> I.E.IV.1.-4-hidroxinonenal

El 4-hidroxinonenal (HNE), un hidroxialquenal, es el mayor metabolito (corresponde

al 95%)de la peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados 1-6, siendo derivado de los 13 y

15-monohidroperóxidos de los ácidos araquidónico (principalmente), linoleico y

docosahexenoico, aunque su mecanismo exacto de formación no es conocido (37,85, 88).

El HNE es el aldehído de mayor reactividad hacia las moléculas biológicas debido al

efecto inductivo del grupo hidroxilo, reacciona con lípidos y proteínas y modifica bases del

ADN, lo que contribuye a su citotoxicidad, mutagenicidad y genotoxicidad (37,88, 86, 60). Al

ser una molécula pequeña podría atravesar las membranas y difundir hacia otros lugares de

la célula (55).

En la intoxicación por CCL;el 4-I-INEsería un producto toxicológicamente importante

de peroxidación de lípidos (14).

El HNE reacciona rápidamente con los grupos sulfhidrilos para formar tioéteres, con

los grupos aminos primarios y con el grupo imidazol de la histidina, aunque atacará

preferentemente a los grupos sulfhidrilos (la reactividad es 2-3 órdenes mayor) (86,52, 54, 68,

67). Así, reacciona con grupos sulfhidrilos de compuestos de bajo peso molecular (por

ejemplo glutatión) y de proteínas (52, 54). Algunas de las inhibiciones causadas por el HNE

han sido relacionadas con la alteración de aminoácidos. Por ejemplo, se ha descripto su

reacción con lisina y cisteína en la inactivación de la glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa de

conejo (52).

> I.E.IV.2.-Malondialdehído

Como se indicó anteriormente, el malondialdehído (MDA) se forma principalmente

por la degradación oxidativa de los PUFA por formación de endoperóxidos cíclicos en los

ácidos grasos con más de dos metilenos interrumpidos por dobles enlaces, por lo tanto, los

principales precursores serían el ácido araquidónico (20:4)y el ácido docosahexenoico (22:6)

(85, 88, 44, 86, 57).

El MDA puede interactuar con grupos tioles, lípidos, proteínas y ADN (57).Al ser un

compuesto bifuncional puede dar uniones intennoleculares por una segunda reacción de

adición (90,85), dando lugar a la formación de cromolípidos, proteínas agregadas y aductos
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con ADN y proteínas (57).

La adición de MDA sería principalmente sobre los grupos lisina, histidina o cisteína;

podrían estar además afectados en alguna extensión tirosina, arginina y metionina (85,90).

Otros productos de la PL deben ser también considerados como potenciales

inactivadores de enzimas (89).

>>I.E.V.-Importancia toxicológica de la peroxidación de lípidos

Los mecanismos por los cuales la peroxidación de lípidos causa alteraciones celulares

subsecuentes son muy complejos y no están totalmente entendidos, pero básicamente se

podría considerar la producción de daño a las células a tres niveles:
.- alteración de las membranas celulares,

.- reacciones de los radicales libres formados durante la peroxidación de lípidos,

.- reacciones de los aldehídos y otros productos formados.

> alteración de las membranas celulares: la peroxidación de lípidos cambia la composición

lipídica de la membrana, alterando el contenido de PUFA y generando nuevos productos

lipídicos; además causa la formación uniones covalentes entre lípidos o entre lípidos y

proteínas. Todo esto tiene como consecuencia la disminución de la fluidez de las membranas

así como la desorganización de las mismas, lo que puede llevar a la pérdida de la
homeostasis celular, así como a alteraciones al nivel de la traducción 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 hidroperóxidos como los aldehídos formados en la PL son

hidrofflicos, por lo que se puede alterar la distribución de los lípidos en la membrana.

También se puede afectar la función de las proteínas de membrana que requieran de lípidos

para su actividad (86, 84, 4). La glucosa-ó-fosfatasa, ATPasa, sistema de monooxigenasa de

función mixta, UDP-glucuroniltransferasa, etc. son ejemplos de proteínas que requieren

lípidos para actuar (7).

También se puede producir la caída 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 fenómeno podría explicar la hinchazón y la pérdida de

potasio con entrada de sodio y de calcio a las mitocondrias (6).

, reacciones de los radicales libres formados en la peroxidación de lípidos: muchos radicales

altamente reactivos pueden atacar e inactivar enzimas y otros componentes celulares,

pudiendo abstraer átomos de hidrógeno de proteínas vecinas de la propia membrana o de
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sus grupos sulfhidrilo, dando puentes disulfuro y uniones lípido-proteína o proteína­

proteína con graves consecuencias potenciales (44).

> reacciones de los aldehídos y otros productos formados: los aldehídos reactivos y

posiblemente otros compuestos formados en la PL son por sí mismos citotóxicos. Los

aldehídos saturados (pentanal, hexanal, etc.) son menos tóxicos que los 2-alquenales y estos a

su vez menos tóxicos que los hidroxialquenales, siendo los más tóxicos los 2,4 dialquenales.
A su vez, dentro de una misma clase, la toxicidad se incrementa con el número de carbonos,

probablemente debido a que el aumento de la lipofilicidad permitiría que se ubique mejor en

la membrana, donde estaría más protegido de la acción detoxificante de las enzimas

citosólicas, pudiendo promover mejor la inactivación de las enzimas de membrana (85, 88,

37, 54).

Los aldehídos formados son capaces de formar interuniones de proteínas,

inactivando muchos compuestos celulares, incluyendo proteínas de membrana y enzimas

(34).

Los hidroxialquenales y otros aldehídos son lo bastante poco reactivos como para

poder alejarse del sitio donde fueron generados, pudiendo incluso salir de la célula y causar

daño en sitios distantes (44,54, 57).

La reacción con grupos sulfhidrilos ha recibido particular atención ya que se ha

determinado que la adición de 4-hidroxialquenales a tejidos, células o fracciones celulares

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

> I.E.V1.-Reacciones de los aldehídos reactivos con proteinas

Muchas de las reacciones de los aldehídos reactivos son de dos tipos: la reacción de

Michael (con grupos sulfhidrilos) y la formación de bases de Schiff (con grupos aminos).

Ambas clases de reacciones son muy importantes en la acción de los productos de

peroxidación sobre las proteínas.

> I.E.VI.1.-Reacción de Michael

En este tipo de reacciones se produce la adición de un aldehído a, B-insaturado a un

grupo tiol formando un enlace tioeter (85).
R
l

15 IF H-C

H-(lZ-OH H-CIZ-OH ¿S . l
I - I O

(¿H +RSH—> ¿SR —> GHZ
H c':—o H CI-S H'C' ‘ óH

43



INTRODUCCIÓN

El producto obtenido sería un aldehído saturado que tendría un grupo carbonilos

libre, por lo cual podría ser detectado por la técnica de 2,4-dinitrofenilhidracina (68,67).

Tanto los 2-alquena1escomo los 4-hidroxialquenales formados en la PL pueden dar

este tipo de reacción; la diferencia entre ambos es la velocidad de reacción y la estabilidad

del producto formado, siendo las dos mayores en el caso de los 4-hidroxialquenales. La

mayor estabilidad sería debida a la formación de un herniacetal cíclico (86).

El HNE puede dar este tipo de reacciones, reaccionando por ejemplo con grupos

sulfhidrilo de compuestos de bajo peso molecular y de proteínas (52, 54). Posiblemente los

efectos del HNE serían debidos a la reacción de los aldehídos con los grupos sulfhidrilos

activos (54).El MDA es mucho menos reactivo que el HNE (86).

La reacción de los aldehídos con grupos sulflúdrilos podría llevar a la alteración del

contenido general de grupos sulfhidrilos de la célula, modificando el estado redox de la

misma, así como también podría producir cambios en la estructura de enzimas por oxidación

o por formación de aductos con los grupos tioles (55,57, 68, 67).

Una de las características importantes de las reacciones anteriores es que los aductos

no serían completamente estables. Estando como aductos, los aldehídos no serían

susceptibles al ataque de enzimas detoxificantes que pudieran degradarlos (54). Esto les

permitiría llegar a lugares alejados de su formación, donde el aducto se disociaría

regenerándose el grupo sulfhidrilo y el aldehído. De esta manera se trasladaría el daño hacia

otras regiones. Por ejemplo, los aldehídos unidos a la albúmina sanguínea pueden alcanzar

blancos distantes (54,86).

> I.E.VI.2.-Formación de bases de Schifi'

Ia Is

PrNHz + O=C—CH=CHÏOH

H R

Pr-N=¿Z-CH=CH-Ï-OH

Los compuestos carbonílicos, tales como MDA, HNE, reaccionan con grupos aminos

libres en moléculas biológicas tales como aminoácidos, proteínas, aminofosfolípidos, ácidos

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 NHz, dando bases de Schiff

conjugadas fluorescentes (68,67).
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LF.- Esrnfis OXIDATIVO/DEFENSASCELULARES

Estos dos temas están muy relacionados entre sí, por lo que se tratarán

conjuntamente.

LFJa ESTRÉSOXIDATIVO

Se denomina estrés oxidativo a la alteración del balance ”prooxidante-antioxidante”

en favor del prooxidante, con generación de una situación dañina para el organismo (60,59,

62, 4, 91).

En una situación de estrés oxidativo se pueden dañar toda clase de moléculas,

incluyendo proteínas, lípidos, ADN y carbohidratos (59).Por lo tanto, este estrés podría estar

involucrado en procesos como daño a membranas, peroxidación de lípidos, oxidación y

fragmentación de proteínas, depleción de grupos tioles, incremento de calcio intracelular,

daño a carbohidratos, así como en mutagénesis y carcinogénesis (59,4, 92, 2, 62).
El estrés oxidativo ocurre a menudo como consecuencia de las acciones tóxicas de

varias sustancias químicas o de sus metabolitos. El hígado está constantemente expuesto a

estrés oxidativo al metabolizar numerosos tóxicos endógenos y exógenos (92,4).

LPJI.- DEFENSASCELULARES

En circunstancias fisiológicas normales la homeostasis celular está 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 protección (37,59, 60).

Se denomina antioxidantes a cualquier sustancia que, cuando está presente en baja

concentración en comparación con un sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente

la oxidación de ese sustrato (91,59).

Los antioxidantes actuar-¡an básicamente de dos maneras: atrapando los radicales

libres (previniendo así su acción tóxica 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

actúan de forma coordinada con procesos de reparación de moléculas dañadas y alteradas

oxidativamente por los radicales libres, de tal manera de mantener la homeostasis celular (60,

37).
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Además de la integración de las defensas intracelulares, también es importante la

coordinación con antioxidantes en el plasma para suprimir los radicales libres generados en

los compartimientos extracelulares (37).

>>I.F.II.1.- Mecanismos de protección

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

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

Una de las formas de protección sería la compartamentalización, la cual limita la

dispersión de las especies oxidantes. Otra sería la quelación de los metales para evitar su

intervención en reacciones tales como la descomposición de peróxidos de lípidos. Los

metales son transportados y almacenados unidos a proteínas (por ejemplo, ferritina y

transferrina para el hierro, ceruloplasmina para cobre y metalotioneínas para otros metales)

(59, 44, 84, 57).

Por otra parte, la célula intenta reparar el daño sufrido en casos de moléculas estables

como el ADN. Si la molécula afectada es de poca relevancia o es fácilmente obtenible, como

por ejemplo lípidos y proteínas, directamente la reemplaza. En algunos casos el proceso

puede ser mixto como en la deacilación de las porciones alteradas de fosfolípidos y

reacilación con ácidos grasos no alterados (9,44).

)> I.F.II.2.- Componentes de los sistemas de defensa

Como se indicó anteriormente, las defensas están formadas por componentes

celulares, enzimáticos y no enzirnáticos. A su vez los no enzimáticos se pueden dividir en

lipo e hidrosolubles; de acuerdo a esto último será el lugar de la célula donde actúen (60,37).

Por ejemplo, componentes liposolubles serían vitamina E, carotenos, fenoles,

hidroquinonas, ubiquinona, ácido a-lipoico, etc.; en tanto que hidrosolubles serían glutatión,

ascorbato, productos del metabolismo de otras sustancias como bilirrubina, ácido úrico,

melanina, etc. (54, 44, 6, 91, 60, 93, 66, 88, 57).

Algunos de los componentes enzirnáticos son: superóxido dismutasa, catalasa,

glutatión peroxidasa, glutatión reductasa y glutatión transferasa (88,6, 59)

Se describirán brevemente algunas de estas defensas.
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> I.P.II.2.1.-Vitamina E/a-tocoferol

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

describirá en mayor detalle.

El término genérico de vitamina E se refiere al menos a ocho isómeros estructurales

del tocoferol. El a-tocoferol (aT) es el isómero más conocido y el de mayor actividad

antioxidante tanto in vivocomo in vitro para lípidos y proteínas (37,94, 44).

La vitamina E se encuentra en altos niveles en determinados tejidos de mamíferos,

tales como hígado, glándulas adrenales, corazón y testículos. Intracelularmente está presente

en las membranas de los rnicrosomas y mitocondrias (44,37).

CHa CH; H3
o CH: CH;

CI-Lo. (CH2)3—CH —(CH2)3—c'J-i—(CHz)3—¿H—CHa
HO

Como se puede observar de su fórmula, contiene grupos metilo en la vecindad del

hidroxilo fenólico del grupo cromano y una cadena lateral tipo isoprenoide que le permite

ubicarse en las membranas lipídicas (59,91).

El grupo hidroxilo de su anillo aromático puede donar hidrógenos a las especies

radicalarias como ser 02:, HO', lipoperoxilos, alcoxilos lipídicos, oxígeno singulete y

CCbOz‘. También podría ceder un segundo hidrógeno (44,95, 69, 37, 60, 6).
Por reacción con un radical libre, el aT se transforma en el radical libre tocoferilo, el

cual sería más estables que el radical libre que lo originó. 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 daño

de la membrana a un compartimento acuoso (59,60, 37, 54, 44).
El aT es el terminador de reacciones en cadena más efectivo en las membranas.

Reduce los radicales peroxilo a hidroperóxidos, los cuales pueden ser metabolizados por la

glutaüón peroxidasa de hidroperóxidos de fosfolípidos, evitando de esa manera la

propagación de la PL al evitar la formación de nuevos radicales alquilo (60,54, 59, 37, 57, 62).

Se calcula que existe una relación 1:1000-2000de aT a PUFA y la reactividad del aT

con los radicales lipoperoxilo es 4-5 órdenes de magnitud mayor que la de éstos con los

PUFA. Esto garantiza un buen efecto protector a menos que la cantidad de radicales lipídicos

sea tan grande que consuma la existencia de aT (44,95).

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

Existe una proteína de h'ansferencia (aTI'P, a-tocopherol transfer protein), presente

en el citosol, la cual se une específicamente al a-tocoferol, aumentando su transferencia entre

las membranas celulares (96).

La vitamina E también está presente en sistemas antioxidantes extracelulares, por

ejemplo en las LDL (Iipoproteína de baja densidad, low-density lipoprotein) (95,93).
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> I.F.II.2.2.-Otras sustancias

Vitamina C o ácido ascórbico: Es un antioxidante soluble en agua presente en el

citosol y en los fluidos extracelulares (91, 37, 95). Puede interactuar directamente con Oz: y

l-IO', así como con varios hidroperóxidos lípídicos (91,37, 57).

El ácido ascórbico 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 oxígeno, inclusive HO',

inductoras de la peroxidación de lípidos (91,37).

Carotenoides: Son antioxidantes liposolubles, pudiendo llegar a lugares de la célula

más lipofílicos a los que la vitamina E no podría acceder (44, 60). Protegen contra la PL al

atrapar a radicales libres como el peroxilo y otras especies reactivas de oxígeno,

notablemente el oxígeno singulete (44, 37, 95, 57, 6, 59, 60).

El B-caroteno protege contra la PL causada por el CC14(37).

Glutatión: El glutatión reducido (GSH)es un tripéptido, y-glutamil-cisteín-glicina. Es

el tiol de bajo peso molecular más abundante en las células, estando presente en

virtualmente todos los sistemas celulares de mamíferos (37,91, 97).

El factor clave de la actividad del GSH es el grupo sulfhidrilo de la cisteína, el cual

puede reaccionar con oxidantes o puede cederles un hidrógeno. Cuando cede un hidrógeno

genera GS“,el cual se puede dimerizar para dar glutatión oxidado (GSSG),el cual puede ser

reducido nuevamente a GSH por la glutatión reductasa dependiente de NADPH o puede ser

excretado de la célula (37, 91, 44, 97, 3).

Este compuesto es importante en la regulación del medio redox intracelular y en el

mantenimiento en estado reducido de los grupos tioles de proteínas, los cuales a su vez

actúan en la recuperación de la vitamina E oxidada. También participa como cofactor de

numerosas enzimas antioxidantes (glutatión peroxidasas y transferasas) (44,97, 37, 91).

En el caso del CCl4, muy poco GSH es consumido in vivo para la reducción de los

peróxidos de lípidos. El GSH es capaz de reaccionar con los metabolitos reactivos del CCI4.

Pese a esto, el CC14no causa la depleción del GSH hepático, aunque aumenta levemente la

excreción de GSSG (3, 98, 82, 5). El GSI-Ies capaz de disminuir algunos de los efectos tóxicos

del CC14;se cree que actuaría en la recuperación 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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> I.F.II.2.3.-Enzimas antioxidantes

Algunas enzimas actuarían como defensas antioxidantes primarias, reaccionando

directamente con las moléculas dañinas (por ejemplo, superóxido dismutasa, catalasa,

glutatión peroxidasa), mientras que otras actuarían recuperando las moléculas empleadas en

la defensa (recuperación de GSH, producción de NADPH) o reparando el daño causado

(fosfolipasa A2o proteasas específicas). También son importantes los sistemas de transporte

de los conjugados (59,60, 91, 44).Se describirán muy brevemente algunas de ellas.

Superóxido dismutasa: Esta enzima existe en virtualmente todos los seres vivos

aeróbicos. Su principal función es catalizar la reacción de dismutación del radical superóxido

en oxígeno y agua oxigenada (37,57, 2, 44).

Catalasa:Es la mayor defensa antioxidante que cataliza la descomposición del agua

oxigenada, generada por la SOD. Comparte esta función con la glutatión peroxidasa (37,44,

57, 2).

Glutatión peroxidasa:Cataliza la descomposición del H202 y de los hidroperóxidos

orgánicos. Existen formas de glutatión peroxidasa dependiente y no dependiente de selenio,

algunas de ellas catalizan la destrucción de hidroperóxidos de lípidos. Se encuentra

localizada principalmente en el citosol y en la matriz mitocondrial (37,44, 57, 60).

Glutatión transfemsas:Son un grupo de enzimas capaces de destruir hidroperóxidos

pero no 1-1202.Se encontraron en el citosol y no son dependientes de selenio (44, 37).

Destruye, al igual que la peroxidasa, muchos hidroperóxidos orgánicos, formando

compuestos tioéteres (conjugados) (59,91).

El CC14causa una disminución de las actividades de glutatión transferasas (3).

Glutatión reductasa: Reduce el glutatión oxidado a glutatión, usando como

equivalentes de reducción NADPH, por lo que es muy importante en la metabolización de

xenobíóticos. Es una enzima fundamental del ciclo del glutatión, en el cual el glutatión

empleado para la reducción de una sustancia es reducido nuevamente a glutatión por esta

enzima (44, 59, 6, 60, 91).

Defensassecundarias:serían las enzimas lipolíticas y las proteasas. Se considera que las

fosfolipasas serían un mecanismo de protección al eliminar lípidos alterados de las

membranas lipídicas. Se sabe que la PL activa a la fosfolipasa A2 y que la misma prefiere

actuar sobre fosfolípidos oxidados (37).

Las enzimas proteolíticas serían protectoras por degradar proteínas oxidadas,

impidiendo su acumulación y así el posible daño. Algunas de ellas degradan

preferencialmente proteínas oxidadas (37,57).
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LG.- SULFHIDRILOSPROTHCOS

>>I.G.I.- Introducción

La cisteína es el único aminoácido presente en las proteínas que contiene un grupo

sulfhidrilo libre. La unión de dos cisteínas forma un puente disulf'uro, estructura muy

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

Muchas enzimas poseen en su centro activo residuos cisteínas que intervienen en el

mecanismo de catálisis. Por oh-a parte, muchos factores de regulación celular utilizan el

estado de oxido-reducción de uno o más grupos sulfhidrilos como señales intracelulares

(100-103).

Las células poseen mecanismos de protección de los grupos tioles y de reducción de

los grupos sulfhidrilos oxidados (104,105).

>>I.G.II.- Grupos sulfltidrilos en enzimas

Grupos sulfhidrilos forman parte de los centros activos muchas de enzimas, por

ejemplo, poseen grupos sulflúdrilos la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, la papaína

(una tiolproteasa), la ribonucleótido 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 proteína requiere para su actividad de un

grupo sulfhidrilo empleando N-etilmaleimida (NEM), la cual alquila grupos sulfhidrilos.

Así, la inactivación de una enzima o proteína en presencia de NEM indicaría 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 liberación Ca2+de los compartimentos intracelulares,

resultando en un incremento masivo de calcio independiente del calcio extracelular, por

mecanismos que serían dependientes de grupos sulfhidrilos (108).

Existen factores de transporte de proteínas entre el núcleo y el citoplasma que son

inhibibles por NEM, lo que indicaría que probablemente serían sulfhidrílicos (107).

Algunas enzimas tiólicas son las encargadas de mantener a otras proteínas

sulfhidrílicas en estado reducido. Por ejemplo, las tiorredoxinas son pequeñas moléculas

ubicuas que poseen un par de grupos cisteína que pueden sufrir oxidaciones reversibles. A

su vez, las tiorredoxinas son mantenidas en estado reducido por la fiorredoxina reductasa

(105, 58).

50



INFILODUCCIÓN

>>I.G.III.- Relación con la estructura espacial de las proteínas

La influencia de los grupos sulfhidrilos y de los puentes disulfuros sobre la estructura

espacial de las proteínas ha sido ampliamente estudiada. La secuencia aminoacídica es la que

en principio determina el plegamiento de la proteína, muchas veces en el mantenimiento de

su conformación final intervienen enlaces disulfuro. Si se desnaturaliza una proteína (por

ejemplo la extensamente estudiada ribonucleasa) y se la deja renaturalizar, frecuentemente

la misma vuelve a adquirir rápidamente las estructuras secundarias y terciarias de la

proteína nativa, con reestablecimiento de los puentes disulf'uro (100-103).

La formación de los puentes disulfuro es realizada en el lumen altamente oxidante

del reticulo endoplásmico. Existen allí enzimas (por ejemplo, proteina disulf'uro isomerasa,

tiorredoxinas) que favorecen su formación (109-111,100).

Los puentes disulfuro están presentes en proteínas de secreción y algunas de

membrana (por ejemplo receptores), en tanto que las proteínas intracelulares en general

tienen pocos puentes disulfuro. Estos enlaces son fundamentales, por ejemplo, en el

mantenimiento de la estructura, y por ende de la función, de proteínas tales como las

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

>>I.G.IV.- Grupos sulfliidrílos regulados enforma redox

Los grupos sulfl1idrilos de proteínas pueden actuar como señales intracelulares,

dependientes muchas veces del estado redox celular. En general, esta clase de grupos

sulflüdrilos se ha conservado durante la evolución (104).

Por ejemplo, las tirosinas quinasa, varias proteínas G, canales iónicos, la

ciclooxigenasa y la ribonucleótido reductasa poseen grupos tioles regulables en forma redox

(104,63). Muchos factores de transcripción poseen residuos cisteína regulables vía redox que

deben estar en estado reducido para actuar, por ejemplo Fos y Jun, p53 (104,112,113).

El sistema tiol-redox celular estaría muy relacionado con la disponibilidad de

equivalentes de reducción de NADI-Iy NADPI-I,los cuales a su vez están 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, así como

de las relaciones de glutatión a glutatión disulfuro (4, 114).

El estado redox de las células se expresa a veces por la relación entre la concentración

de equivalentes de oxidación y los de reducción. En este caso la función del GSH sería 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 regulación de óxido-reducción de la célula se produce a través del
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glutatión. Sin embargo, en el caso del hígado una disminución del contenido de grupos

sulfhidrilos hepáticos no está claramente relacionada con la depleción de GSH (97).

La alteración del estado de oxido-reducción de determinados grupos sulfhidrilos de

proteínas dispara la activación de respuestas celulares. Por ejemplo, situaciones de estrés que

produzcan la oxidación de tioles de proteínas o la disminución de glutatión ocasionan la

activación de factores como los de respuesta al calor (heat shock proteins) (104).

La tiorredoxina (que, como se indicó anteriormente, es la encargada de la reducción

de grupos sulfhidrilos) es normalmente citoplasmát'ica, pero es transportada al núcleo en

respuesta a estímulos como ésteres de forbol y radiación UV. Esta enzima es inducida por

varios tipos de estrés oxidativos (113).

>>I.G.V.- Tiolación

Una de las formas de protección que poseen las células contra el estrés oxidativo es el

mecanismo denominado tiolación, por el cual se protegen los grupos sulflu‘drilos en un
estado de estrés oxidativo. De esta manera la célula evita el daño irreversible de enzimas o

proteínas sulfhidrílicas 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

sulfl'u'drilos de ciertas proteínas "tiolándolos". Este proceso inactiva a la proteína de una

manera reversible. De esta manera, al oxidar la célula misma sus grupos sulfhidrilos de

manera reversible los está protegiendo de la oxidación 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 situación de estrés, la célula posee enzimas (la principal es la

glutarreductasa) capaces de revertir la tiolación de las proteínas (112,115,104).

Ejemplos de enzimas que son tioladas son: creatina quinasa, anhidrasa carbónica III,

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y actina. Todas ellas son abundantes en los

hepatocitos de las ratas macho (115).

La tiolación puede ser también un proceso protector contra especies azufradas

reactivas. Así, intermediarios reactivos formados por la acción de oxidantes sobre grupos

sulfhidrilos de proteínas (como radicales tiilo o ácido sulfénico) pueden ser tiolados,

evitando de esta manera que participen en otras reacciones que puedan llevar a la

inactivación irreversible de la proteína (115).

La tiolación es también un proceso necesario para el plegado de novo y para el
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mantenimiento de la conformación de las proteínas (68).

>> I.G.VI.- Grupos tioles blancos de radicales libres

Las proteínas 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 proteínas G, factores de transcripción, canales iónicos, ciclooxigenasa,

ribonucleótido reductasa entre otras (63).

La facilidad con que un determinado grupo sulfhidrilo de una proteína sea atacado

dependerá de la secuencia aminoacídica de la proteína de la que forme parte y de cuán

expuesto se halle dicho grupo. Así, la combinación de estos dos factores causaría que

algunos tioles sean blanco de ataque de radicales libres y oh‘osno (63).

La desaparición de los grupos tioles, por ejemplo de glutatión, por conjugación con

los metabolitos de la fase l o por quelación con metales, puede llevar a una disminución de

las defensas antioxidantes, lo cual puede estar relacionado con las funciones del calcio (ver

más adelante) (4).

Bajo condiciones de estrés por xenobióticos, la glutatión peroxidasa y la glutatión-S­

transferasa también disminuirán el GSH disponible, lo cual llevaría a una desestabilización

de la arquitectura de membrana (4).

Por otra parte, la oxidación de grupos sulfhidrilos de proteínas incrementa la

susceptibilidad ala proteólisis (58).

Relación con la homeostasis del calcio: Varios componentes de los sistemas

reguladores de la homeostasis cálcica, por ejemplo: la bomba de calcio del retículo

endoplásmico y los canales sensibles a IP3 (inositol trifosfato) o a rianodina, son proteínas

sulfhidrflicas, las cuales se podrían ver afectadas al alterarse el estado redox de sus grupos

sulfhidrilos (varios de los componentes sulfhidrílicos que están involucrados en la

homeostasis cálcica serán considerados más adelante) (104,116,106).

También se producirían alteraciones de la homeostasis cálcica por oxidaciones e

interuniones de grupos tioles de la membrana de las mitocondrias, lo cual lleva a la

formación de poros no específicos que la hacen permeable al calcio (permeabilización

transitoria dela membrana). Esto está relacionado con estados patológicos como la isquemia­

reperfusión (117).

Muchas veces productos que protegen los grupos tioles (2,3-dimercaptopropanol,

dit-iotreitol, cisteína o GSI-I)también protegen del daño, de lo que surge la relación entre

grupos tioles y daño a rnitocondrias (54).

53



Imaonucaón

>>I.G.VII.- Grupos sulfhidrilos de proteínas en situaciones fisiológicas y
patológicas

En procesos tales como el envejecimiento o el daño por radicales libres se ha

detectado la acumulación de proteínas por formación de complejos de proteínas o proteínas

y lípidos, los cuales estarían en parte unidos por puentes disulf-uros (118,67, 105).

Por otra parte, la acumulación de productos de oxidación de cisteína, entre otros, ha

sido determinada en proteínas 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 macrófagos entran en contacto

con bacteria o péptidos quimiotácticos. En algunas enfermedades, por ejemplo enfermedades

desmielinizantes, artritis y otras inflamaciones crónicas, se produce la activación y el

reclutamiento de macrófagos (119,68, 67).

La proteína p53, involucrada en la apoptosis, podría ser regulada por alteración de

sus grupos tioles. Así, antioxidantes como el glutatión pueden inhibir su activación. Esta

proteína puede ser activada por exposición a radiaciones (68).

En situaciones como la isquemia-reperfusión (que se puede producir en un ataque

cardíaco o en el transplante de órganos) se produce la oxidación de grupos sulfhidrilos

proteicos (también la formación de grupos carbonilos). Aunque la lesión precisa no ha sido

establecida, se cree que estarían involucrados transportadores de calcio, los cuales podrían

ser inactivados por oxidación de sus grupos sulfhidrilos (68,67, 120,121).

El humo de cigarrillo causa la oxidación de grupos sulfhidrilos (también la formación

de grupos carbonilos) en proteínas plasmáücas. En este proceso no estarían involucrados

radicales alcoxilo y peroxilo de lípidos (122).

Se produce la depleción de grupos sulfhidrilos en otras enfermedades como la

pancreatitis inducida en ratas (123). También se ha determinado la oxidación de grupos

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

>>I.H.I.- Introducción

La información necesaria para la síntesis de todas las proteínas (excepto algunas

proteínas mitocondriales) está codificada en el ADN nuclear. En cada célula están activos los

genes que establecen las proteínas que han de sintetizarse en esa célula, lo que en definitiva

define el tipo celular (124, 125, 100, 102).

El dogma central de la biología molecular establece que el flujo de información

genética en una célula normal es:
DNA—) ARN—> proteína

Transcripción Traducción

En el proceso de transcripción los genes del ADN son "copiados" en moléculas de

ARN denominadas ARN mensajero. En el proceso de traducción la información codificada

en el mARN es "traducida" en una secuencia específica de aminoácidos.

En esta descripción no se tratará el mecanismo de transcripción. Sólo se considerará el

proceso de traducción y las moléculas involucradas en el mismo.

>>I.H.II.- ARNs que intervienen en la síntesis de proteínas

Los ARN que intervienen en la síntesis de proteínas son: ARN mensajero (mARN),

ARN de transferencia (tARN) y ARN ribosomal (rARN). Se hará a continuación una breve

descripción de cada uno.

> I.H.II.1.- ARN mensajero

Este ARN es denominado mensajero por ser el encargado de llevar la información

presente en el ADN del núcleo hacia el citoplasma, donde se realiza la síntesis de proteínas.

Los mARN de células eucariotas son muy heterogéneos ya que cada uno codifica para una

única proteína (124, 125, 100, 102).

En la transcripción del ADN se forman los denominados transcriptos primarios, los

cuales en muchos casos deben sufrir un proceso denominado "maduración", el cual procede

según 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 formación de una estructura denominada capucha o

cap en su extremo 5' (el cual es una 7-meti1guanosina (aunque también existen otras
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metilaciones en las ribosas de los primeros nucleótidos que dan lugar a distintos tipos de

caps)). Este proceso define la iniciación de la traducción eucariota.

b) agregado de una cola de poli A en el extremo 3': casi todos los mARN poseen en

sus extremos 3' colas de poliadenilato (poli A) de 100-200nucleótidos de longitud.

A medida que se va sintetizando, el mARN se va condensando con proteínas

formando partículas ribonucleoproteicas heterogéneas (hnRNP, heteronuclear

ribonucleoprotein particles). Las proteínas que forman las hnRNP son las más abundantes

del núcleo de la célula, con excepción de las histonas.

La cola de poli A ayudaría a la exportación del mARN maduro hacia el citoplasma y a

la traducción por ser una señal de reconocimiento para el ribosoma. Se cree que

condicionaría la vida media del mARN en el citoplasma.

c) 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 tenian en el gen. Este proceso

sería realizado por ribonucleoproteínas pequeñas 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) Corrección del mensajero: En algunos mARN se produce un proceso de corrección

(editing) del ARN (cuya función no se conoce), por el cual se producen cambios, inserciones

o deleciones de bases. La apolípoproteína By el receptor de glutamato sufren este proceso.

El mARN maduro sale del núcleo a través del poro nuclear hacia el citosol. Allí se

asocia a proteínas, formando complejos de ribonucleoproteínas, los que serían transportados

por medio del citoesqueleto, evitando así su traducción en lugares inapropiados (126).

> I.H.II.2.-ARNde transferencia

La función de los tARN es hacer de nexo entre los aminoácidos y el mARN. I-Iay al

menos un tipo de tARN por cada uno de los aminoácidos comunes en las proteinas (125,124,

100, 102).

Los tARN están formados por unos 80 nucleótidos; muchos de ellos modificados.

Tienen un diseño común en forma de hoja de trébol. Poseen una secuencia —CCAen el

extremo 3'(añadida después de su síntesis) a la cual se une el aminoácido 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 anticodón. Esta secuencia es la que se

aparea con 3 bases del mARN (codón), determinando que el aminoácido cargado en el tARN

sea incorporado a la cadena peptídica.
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Se forma un aminoacil-tARN (aa-tARN) por unión de un aminoácido a su tARN

correspondiente. Este proceso requiere energía y participan aminoaciltransferasas (enzimas

muy selectivas, de las que existe al menos una por cada aminoácido), las cuales reconocen al

tARN y al aminoácido correspondiente. El aminoácido en el aa-tARN está activado, es decir,

tiene la energía necesaria para la formación del enlace peptídico

> I.H.II.3.-Ribosomas

Son los complejos moleculares que coordinan las interacciones entre los tARNs, el

mARNs y la proteína que se esté sintetizando. Están formados por dos subunidades, una

mayor (608) y una menor (408).Juntas forman el ribosoma de 808 (125,100, 102, 124).

La ultraestructura de los ribosomas es muy compleja; tienen asociados 4 ARN: tres en

la subunidad mayor: 288; 5,88 y 58 y el restante (188) en la menor. Poseen un gran número

de proteínas asociadas; 33 (denominadas L1-L33,large) en la subunidad mayor, y 21

(llamadas: 81-821,small) en la menor. Ambas subunidades no tiene proteínas en común.

Los ribosomas 808 de mamíferos poseen un túnel que sería el camino de salida de las

proteínas nacientes, el cual se extiende a lo largo de la subunidad mayor desde el lugar

donde está ubicada la peptídil uansferasa hasta una superficie plana (la cual estaría

involucrada en el anclado del ribosoma a la membrana del retículo endoplásmico) (127).

La síntesis de los ribosomas es realizada en el nucleolo. Allí se produce la

transcripción, procesamiento y ensamblaje de los ribosomas (100, 128). Los ARN de 188; 5,88

y 288 se transcriben juntos, formando un transcripto primario de 458, el cual es metilado en

forma específica en aproximadamente 100 sitios, pertenecientes en su mayoría a las

secuencias del tARN procesado. Cerca del 80% de estas modificaciones son residuos de 02­

metilribosa. Pequeñas ribonucleoproteínas nucleolares (snoRNPs, small nucleolar

ribonucleoproteins) actuar-¡ancomo guías durante el proceso de maduración de los rARN.

Luego de la met-¡laciónel transcripto de 458 es cortado en lugares específicos, los pre-rARN

formados se asocian a las proteínas ribosomales y son nuevamente cortados para formar los

rARN maduros. El rARN 58 se sintetiza fuera del nucleolo (100,102, 129).

>>I.H.III.- Traducción

En este proceso se "traduce" la información presente en un mARN a una cadena

peptídica. Se denomina de esta manera porque el alfabeto de cuatro letras de los ácidos
nucleicos se traduce a otro alfabeto totalmente distinto de aminoácidos. La dirección de

síntesis es del extremo amino terminal al extremo carboxilo temúnal (125,124, 100, 102).
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Se divide la traducción de proteínas en tres etapas: iniciación, elongación,
terminación. A continuación se describirá cada una de ellas.

> I.H.III.1.-Iniciación

La iniciación consiste en la formación del denominado "complejo de iniciación”. Este

proceso consta de varias etapas y requiere energía. El primer paso es la unión del tARN

denominado "iniciador" con la subunidad ribosómica 408 y con el mARN en presencia de

varios factores de iniciación denominados eIF (factor de iniciación eucariótica, eucariotic

initiation factor) (125, 124, 102, 130, 100).

En la figura I.H.l (102)se representa la iniciación dela síntesis de proteínas.

Met

eIF4+eIF3+CBPs
eIF2-GTP-Met-tARN

eIF-subunidad 4OS

S'man AIIF. a‘

eIF2-GDP y otros
factores de iniciación

Subum'dad
ribosómica 608

Figura I.H.I: Iniciación de la síntesis proteica

El tARN iniciador forma con el aminoácido metionina el aminoacil-tARN iniciador

(Met-tARNi),el cual es distinto al tARN para metionina empleado enla elongación.

Para poder recibir al Met-ARNiel mARN debe tener unidas proteínas denominadas

proteínas de unión al cap (CBPs,cap binding proteins), las cuales llevan unidos algunos eIFs.

Una vez unida la subunidad 408 se produce el movimiento del conjunto hasta

encontrar el codón de iniciación (el AUG más cercano al extremo 5’) en un proceso dirigido

por la hidrólisis de ATP, luego de lo cual se separan de factores de iniciación y se une la

subunidad 608,formando el complejo de iniciación capaz de iniciar la etapa de elongación.

> I.H.III.2.- Elongación

Los aminoácidos se añaden a1 extremo carboxílico de la cadena en crecimiento por
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reacciones que son similares para todos los aminoácidos. Estas reacciones (representadas en

la figura I.H.2 (102))se producen por ciclos de tres fases e intervienen factores de elongación

(eEF, eucariotic elongation factors) (125, 124, 102, 100, 130).

Sitio P Met Sitio A Met Arg

Aminoacil-tARN
depositado por eEFla-G

GTP GDP + Pi

Formación de un
Preparado para enlacepeptídico
siguiente C1C10de catalizado por la
elongación peptídiltransferasa

Met
Liberación del tARN |
descargado TS

Translocación dirigida
por eE ­

GDP + P¡ GTP S'cap

Figura I.H.2: Elongación en la síntesis de proteínas

En los ribosomas hay dos lugares donde pueden unirse los tARN:

- el sitio peptídilo (sitio P)

- el sitio aminoacilo (sitio A).

Los sitios A y P están cercanos, de manera que los tARN que están 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 elongación el aa-tARN cuyo anticodón 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 elongación eEF1a-GTP.

En la segunda etapa del ciclo de elongación se forma el enlace peptídico. El grupo

amino del aa-tARN ubicado en el sitio A desplaza al tARN ubicado en el sitio P (en el caso de

la unión del primer aminoácido se desplazaría al tARNi) uniéndose al carboxilo de dicho

aminoácido. Esta reacción es catalizada por una peptídiltransferasa o aminoaciltransferasa, la

cual es una enzima fuertemente unida a la subunidad grande del ribosoma. La nueva

cadena, con un resto aminoácido más, queda unida al tARN que esta en el sitio A. La

reacción de transpeptidización usa la energía del aminoacil-tARN ya unido. Así, cada

aminoácido lleva la energía de activación para la adición del próximo aminoácido.
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En la tercera etapa de la elongación 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 próximo ciclo de elongación.

Posteriormente un aminoacil-tARN se une al lugar A vacío, iniciándose un nuevo

paso de elongación.

En las etapas de iniciación y elongación 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 separación del ribosoma del factor unido a

GDP. Otros procesos fuera del ribosoma permiten la recuperación de la forma del factor con

GTP, necesaria para poder proseguir la síntesis proteica. Los factores eIF2, eEFla y eEF2

sufren este proceso.

> I.H.III.3.- Terminación

La terminación ocurre cuando una señal de parada en el mARN (secuencias de

terminación UAA, UGA o UAG) es leída por un único factor proteico de liberación (eRF,

eucariotic release factor), causando la liberación de la cadena polipeptídica completa del

ribosoma. No existen tARN que lean los codones de terminación (125,124, 102, 100, 130).

La unión del factor de liberación 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 úlümo aminoácido sería una molécula de agua en vez del grupo amino de un

aminoácido. Como lo único que mantiene unida la cadena polipeptídica al ribosoma es el

enlace del carboxilo con el tARN, la cadena polipeptídica se libera y abandona el ribosoma,

seguida por el tARN y el mARN. Por último el ribosoma se disocia en sus subunidades.

El eIF3 impide la reasociación de las subunidades ribosómicas en ausencia del

complejo de iniciación (es decir, si el mARN no está presente).

Como el aminoácido inicial es siempre metionina, todas las cadenas sintetizadas

tendrían como residuo N-terminal este aminoácido. En algunos casos, cuando no afecta la

función de la proteína, la metionina es mantenida; sino, luego de la síntesis de unos pocos

aminoácidos es removida por proteólisis.

>>I.H.IV.- Lugar de síntesis de las proteínas

Los mensajeros que salen del núcleo son transportados al citosol por medio del

citoesqueleto (130,126).La síntesis de todas las proteínas 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 información codificada en el mensajero, formando estructuras denominadas

polisomas o polirribosomas (125, 124, 102, 100, 130).

l Un esquema de la distribución de los ribosomas en la síntesis proteica se muestra en

la figura I.H.3 (124).

mARN de roteína ue IÏOIÍI’I‘ÍbOSOma
se sintetizaren el Chase] llbl'e en el Cltosol

Reserva de subunidades
ribosomales libres en el citosol' O o ­. -o .QO ‘ °

Polirribosoma unido
a la membrana del RE

5' , 3'mARN que codifica .ara roteínasw‘“‘ Pe tidoseñalsin elRE Í ‘
Reticulo endoplásmico

Figura I.H.3:Síntesis de proteínas en polisomas libres y unidos al RE

La secuencia de los primeros aminoácidos de la cadena naciente es la que determina

el lugar donde finaliza la síntesis proteica. Si los primeros aminoácidos corresponden a una

señal, denominada "secuencia señal”, la síntesis pasará a realizarse en el reticulo

endoplásmico (RE). En cambio, si dicha secuencia no codifica ninguna señal específica, la

síntesis continuará y terminará en el citosol (125,124, 102, 100).

Los ribosomas unidos a membrana y los ribosomas libres son intrínsecamente

idénticos. Lo que determina que estén libres o unidos a membrana es la proteína que estén

sintetizando en ese momento (130,102, 100).

En los hepatocitos (sistema celular empleado en este trabajo de tesis) la proporción de

ribosomas y polisomas libres es pequeña (un 20% del total). Los demás (80-90%) están

unidos a membrana (131).

> I.H.IV.1.-Síntesis de proteínas en el citosol

Las proteínas destinadas al núcleo, 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 información que indica que un determinado mARN se debería transcribir en

polisomas unidos al citoesqueleto estaría codificada en los mismos mensajeros (130).

Existirían además mARN unidos a polisomas asociados con el citoesqueleto en una

forma no traducible, formando ribonucleoproteínas llamadas prosomas (130).
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> I.H.IV.2.-Síntesis de proteínas en el reticulo endoplásmico

Las proteínas de secreción, de membrana (todas las proteínas integrales de

membrana, excepto las de las mitocondrias, son sintetizadas allí), lisosomales, proteínas del

aparato de Golgi y de compartimentos de transporte intermedio son sintetizadas en

polisomas asociados al RE (12, 124, 132, 133, 130).

La síntesis de estas proteínas comienza en el citoplasma y continúa en la membrana

del reticulo endoplásmico rugoso. Este transporte es del tipo co-traduccional ya que se

produce al mismo tiempo que se esta sintetizando la proteína (30,124).

Las proteínas a ser sintetizadas en el RE son dirigidas hacia la membrana del mismo

por secuencias de 6 a 20 aminoácidos no polares, denominadas secuencia o péptido señal,

localizadas en el extremo N-terminal de la proteína precursora (134,30, 125, 124, 110).

La molécula que reconoce las secuencias señal es una ribonucleoproteína llamada

SRP (signal recognition particle) que interactúa con la secuencia señal, disminuye la

velocidad de traducción y dirige el conjunto hacia la membrana del RE (134,125, 110). Allí la

SRP se une a un receptor (proteína de anclaje). Esto estimula al ribosoma para que prosiga la

síntesis de la cadena polipeptidica y facilita el paso del extremo N-terminal del polipéptido a
través de un canal denominado traslocón en la membrana del RERhacia la luz del RER,estos

canales estarían ubicados en sitios precisos de la membrana del RE (134,110, 100).

Una vez que la cadena peptídica 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 RERuna vez finalizada la síntesis

de la proteína (134, 110, 100).

Existen también enzimas en el sitio de pasaje que modificarían la cadena naciente: la

peptidasa señal (que corta la secuencia señal) y la oligosacariltransferasa (que catalizaría la

N-glicosilación en asparragina para formar glucoproteínas). Ambas enzimas parecerían ser

esenciales para el proceso de traslocación (134, 100, 30, 132, 124).

También existirían proteínas luminales residentes que ayudarían al plegado correcto

de las proteínas (chaperonas) y facilitarían la degradación de los péptidos mal plegados.

Muchas de estas proteínas son inducidas por condiciones de estrés que produzcan la

acumulación de proteínas no plegadas o mal plegadas. Existen factores, como el sensible a

N-etilmaleimida, que regularían la actividad de estas proteínas (133,132,124,109).

La formación de puentes disulfuro en las proteínas se produciría aún antes que se

haya completado su síntesis de la proteína. La proteína disulfuro isomerasa, la cual cataliza

reacciones de intercambio tiol/disulfuro, es una de las proteínas que interviene. De acuerdo

a la naturaleza del polipéptido y el potencial redox presente promueve la formación del

puente disulfuro, la isomerización o la reducción. Su abundancia está en relación directa con

el nivel de síntesis de proteínas de excreción. Otras proteínas que pueden llevar a cabo esta
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esta tarea son las proteínas tipo tiorredoxina, también presentes en el RE (109,110).

El medio redox del interior del RE es unas 20 a 100 veces más oxidante que el citosol,

de manera tal que se promueve la formación de puentes disulfuro. Para mantener el medio

oxidante se liberan al citoplasma desde el RE pequeños tioles como cisteína o glutatión. La

excreción de pequeños tioles al citosol podría conectar la formación de puentes disulfuro con

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

Otro mecanismo de transporte, el post-traduccional, se produciría después de

sintetizada la proteína. Este transporte es independiente de los ribosomas o de las partículas

reconocedoras de señales y requiere ATP. Intervendrían proteínas de la membrana del RE y

chaperonas citosólicas (por ejemplo, la chaperona Hsp 70) para evitar un plegarniento de la

proteína que irnpidiera su pasaje a través del traslocón (el mismo empleado en el transporte

cotraduccional) (134, 110, 132).

El largo de la cadena determina cual es el mecanismo que opera. Las proteínas de más

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

En el RE existiría un "control de calidad” que sólo deja pasar al Golgi las proteínas

correctamente plegadas. Las proteínas mal plegadas son ayudadas a obtener la conformación

correcta o son sacadas del RE hacia el citosol por medio del transporte reh‘ógrado (132, 133).

El transporte retrógrado se realiza a través del traslocón (el mismo del transporte co- y post­

traduccional). Una vez transportada la proteína anómala, sería degradada

fundamentalmente por el proteosorna citosólico (ver más adelante) (132,133).

La acumulación de proteínas mal plegadas en el lumen del RE puede llevar a su

agregación y precipitación, bloqueando los caminos de secreción. Este sistema operaría en la

degradación de proteínas anómalas como la del canal de cloruro en la fibrosis quística, en la

cual la mayoría de la proteína es degradada en un compartimento pre-Golgi (132,133).

>>I.H.V.-Localización final de las proteínas

La localización de las proteínas en el compartimento celular adecuado es una

condición Sinequa non para la correcta estructura y funcionalidad de cualquier célula (125).

Como se indicó anteriormente, el destino final de una proteína está codificado en la

misma secuencia proteica. En el caso de las proteínas que se sintetizan en el citosol, las

mismas son dirigidas hacia su ubicación final después de haber sido sintetizadas, es decir, el

transporte es post-traduccional (12,125).

En la figura I.H.4 (125)se muestra un esquema de los lugares de síntesis y las posibles

localizaciones finales de las proteínas
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Figura I.H.4:Síntesis y localización de las proteínas celulares

Proteínas nucleares: Si la proteína posee una señal llamada señal de localización

nuclear (NSL: nuclear signal localization), la proteína será dirigida hacia el núcleo. Este

transporte se considerará más adelante en más detalle.

Proteínas mitocondriales: La mayoría de las proteínas mitocondriales son

sintetizadas a partir del ADN nuclear en el citosol. Estas proteínas poseen señales

rnitocondriales N-terminales de unos 25 aminoácidos de longitud, las cuales son distintas de

acuerdo a si la proteína pertenece a la matriz, al espacio intermembrana, o a la membrana

externa o interna de la mitocondria. En el citosol estas proteínas interactuarían con

chaperonas (por ejemplo, Hsp70) que la mantendrían en forma desplegada. Receptores en la

superficie de las mitocondrias reconocerían la secuencia señal y dirigiría a la proteína hacia

su destino final en la mitocondria. Durante o después de la translocación se produce el corte

de la secuencia señal. La translocación requiere ATP (125,12, 109).

Proteínas de secreción, de membrana, de lisosomas y de peroxisomas: Las proteínas

de secreción, del RE, lisosómicas y de los peroxisomas pasan completamente a través de la
membrana del REhacia la luz del mismo.

Las proteínas integrales de membrana contienen una secuencia hidrofóbica de unos

20 aminoácidos llamada "ancla de membrana” o de "detención 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 será sintetizada la proteína, lo que a su vez dependerá de cuál es

el extremo (amino o carboxilo) que quedará orientado hacia el citoplasma (125,30).

Las proteínas de membrana, las de secreción Víael aparato de Golgi y las lisosómicas

son transportadas hacia su destino final por vesículas revestidas con clatrina, la cual se cree

64



INIRODHCCIÓN

que actuaría como armazón flexible para promover al formación de la vesícula. Una vesícula

se desprende por gemación de su membrana de origen y se funde posteriormente con la

membrana diana. Este proceso conserva la orientación de la proteína transmembrana. En el

aparato de Golgi las proteínas serían glicosiladas antes de ser exportadas (100,125).

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

azúcar particular que hace que estas proteínas sean dirigidas a esa organela (100,125).

Las proteínas 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).

Proteínas del reticulo endoplúsmico: Las proteínas propias del RE poseen una

secuencia C-terminal común Lis-Asp-Glu-Leu (KDEL)que indica que el destino final de la

proteína es el retículo. Esta secuencia no evita que sean trasladadas esas proteínas al Golgi,

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

Proteínas citosólicas: Estas proteínas no tendrán ninguna señal específica, por lo que

quedarían en el citosol (12,125, 104).

>>LH.VL- Transporte nuclear

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

. L Retículo
Cltoplasma ' endoplásmico

“VWVWVWVM ;¿

g.‘ membranai.,h/ nuclearexterna
/¡ membrananuclear mterna

-—- Complejo del
poro nuclear

Núcleo

CLS l láminanuclear

Transportemediado

(iones,metabolitos,
pequeñas proteínas)

Figura I.H.5:Transporte de sustancias entre el núcleo y el citoplasma

El transporte de macromoléculas al núcleo es diferente del transporte a otras
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organelas. La entrada y salida de sustancias del núcleo es continua y se produce a través de

estructuras denominadas complejo del poro nuclear (CPN) (128,136, 137).

En la figura I.H.5 NLS representa señal de reconocimiento nuclear, NBP sería la

proteína de unión a N15 (NIS binding protein) y CLS indica señal de localización

citoplasmática (cytoplasmic localization signal).

A diferencia de otros transportes, las proteínas pasa a través del CPN con su

conformación natural, incluso formando partículas como, por ejemplo, en el caso de la salida

de los complejos de ribonucleoproteínas ya ensamblados (136,137).

Una característica del transporte nuclear es que la importación y la exportación son

procesos igualmente importantes. Muchas proteínas necesitan ser importadas al núcleo

varias veces: proteínas del nucleolo, Hsp70, el receptor de progesterona y la proteína quinasa

dependiente de AMPc entre otras (136-138).

Se deben exportar además tARN, rARN y mARN, sintetizados en el núcleo pero

usados en el citoplasma. También, la formación de partículas como snRNAs (componentes

del procesamiento de los mARN) o la biogénesis de los ribosomas implican procesos en el

citoplasma, con múltiples cruces de la membrana nuclear (136,128,139, 107, 137).

Existen proteínas que se mueven ent-e el citoplasma y el núcleo, mientras que otras

tienden a permanecer en el núcleo por largos períodos. Algunas proteínas de transporte

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

> LH.VI.1.-Núcleo

El núcleo de las células eucariotas está rodeado por una envoltura nuclear compuesta

por dos membranas lipídicas (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 continúa con el lumen del RE (124,140,

138). Del lado interno de la membrana nuclear interna está la lámina nuclear, que une la

membrana nuclear interna con la cromatina (124, 134, 140). Mucho del espacio dentro del

núcleo es ocupado por cromatina, la cual está organizada en dominios de eucromatina (laxa)

y heterocromatina (compacta) (129).

La membrana nuclear es fundamental en las características del transporte entre el

núcleo y el citoplasma. Permite la separación de las actividades nucleares (la replicación de

ADN, transcripción y procesamiento de ARN) de las actividades citosólicas (traducción), lo

cual posibilita un mayor control de la expresión genética (124,125).

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

El transporte hacia y desde el núcleo se realiza a través del complejo del poro nuclear.

66



INTRODUCCIÓN

Habría unos 103-106por núcleo, de masa aproximadamente 108daltons (aproximadamente 30

veces la de un ribosoma) (138,136, 124).

El CPN esta formado por unas 80-100 clases de proteínas diferentes (llamadas

nucleoporinas); sólo un pequeño número de ellas han sido caracterizadas. El CPN está

asociado con las membranas nucleares interna (MNI) y externa (MNE) y con la lámina

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

IN
Núcleo

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

El poro nuclear (P en la figura) posee simetría octaédrica cuando se lo mira desde el

núcleo o el citoplasma. En cambio, es asimétrico en el plano de la membrana nuclear; en

dicho plano hay 3 anillos apilados con simetría 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 citoplasmático (Ac)

se ubican componentes anillares que se extienden hacia el centro del poro (124,128,139).

Además 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 (IN). Las fibras serían el lugar de interacciones tempranas entre elementos

transportadores y el poro nuclear (128,124).

En condiciones normales el CPN presenta un canal de difusión de 9 nm. Por algún

estímulo de transporte puede dilatar su estructura central ampliando el canal interno de 9

hasta 26 nm. La apertura es muy específica, sólo permitiría el paso de la molécula que

estimuló su apertura. El CPN sería sensible a mecanismos regulatorios (por ej, cambios en las

concentraciones de calcio) operantes desde el lumen del retículo endoplásmico. El diámetro

de apertura y la velocidad de entrada al núcleo podrían estar regulados por la cantidad de

secuencias SLN que posea la proteína a ser transportada (128,107,140,136).

El canal interno de 9 nm permitiría la difusión de iones, metabolitos, y en principio de

macromoléculas de aproximadamente 40-60kDa. Las moléculas de mayor tamaño requieren

mecanismos especiales activos de transporte. Sin embargo, al menos en el caso del calcio, el

transporte de iones estaría regulado. También el transporte de pequeños ARNs tales como
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tARN y pequeñas proteínas como las histonas (z 15 kDa) es normalmente activo y mediado

por transportadores (136,128, 140, 139).

> LH.VI.3.-Señales de localización nuclear

Existen varios mecanismos de entrada de proteínas al núcleo. El más conocido es el

que implica moléculas que contienen la ya mencionada señal de localización nuclear (NLS),

las cuales pueden ser secuencias de aminoácidos básicos continuas o separadas por unos 10

aminoácidos. La NLS puede estar ubicada en cualquier lugar de la proteína, 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 proteína, probablemente porque en el momento de la división celular sería

necesaria la secuencia NLS para reconocer que la proteína es nuclear (136, 140). Proteínas

reguladoras de genes, procesadoras de ARN, algunas histonas o enzimas nucleares (ADN y

ARN polimerasas contienen NLS (12).

Proteínas que no poseen secuencia NLS podría ser transportadas al núcleo formando

un complejo con otra proteína que sí posee la SLN. Este es el caso de las histonas H1 y HzB,

las cuales posiblemente entrarían activamente al núcleo asociadas a proteínas como la

nucleoplasmina que sí posee NLS (128,136, 137).

Otro mecanismo de entrada es usado por receptores de hormonas (glucocorticoides

en rata, andrógenos en humanos, etc). La señal de entrada al núcleo es una secuencia de 255

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

> LH.VI.4.-Mecanismos de transporte desde y hacia el núcleo

Los mecanismos de entrada y salida del núcleo (representados en la figura I.H.7

(136))estarían regulados por moléculas transportadoras.

El transporte nuclear tiene una necesidad absoluta de factores citosólicos. Se ha

determinado que algunos de ellos son sensibles a N-etilmaleimida (NEM), la cual reacciona

alquilando grupos sulfhidrilos. Existen otros factores citosólicos como las chaperonas Hsp 70

y el componente que interactúa con glicoproteínas del CPN (140,137, 107, 136, 141, 139, 138).

> I.H.VI.4.1.-Importación

Como se indicó anteriormente, el principal mecanismo de entrada al núcleo sería vía

la secuencia NLS (140, 137)

Este transporte se basa en la existencia de proteínas receptoras (importinas o. o

carioferina o.) que se acoplan a la secuencia NLS, formando un complejo con la proteína

(carga); este complejo utiliza una segunda proteína (importina [3)para atravesar el poro
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nuclear, luego de lo cual es liberado en el interior del núcleo (136,139, 141,137).

Este sistema de transporte se basa en que las proteínas transportadoras tengan una

alta afinidad por la proteína con secuencia NLS en el citoplasma (para poder unirse a ella) y

una baja afinidad en el núcleo (para poder liberarla). Esto se produce por la presencia de la

proteína denominada Ran, la cual tiene distintas propiedades de acuerdo a si lleva unido

GTP o GDP. La forma Ran-GDF (forma predominante en el citosol) es poco afín por las

proteínas transportadoras, por lo que en el citoplasma las proteínas transportadoras se

unirían a las proteínas con NLS y las transportarían al núcleo. En el núcleo, la forma

principal es la Ran-GTP (muy afín por la proteína transportadora). La unión de Ran-GTP a la

importina Bhace que tenga poca afinidad por la proteína con secuencia NLS, liberándola en

el núcleo (136, 139, 138, 137).

Citoplasma z Núcleo
(bajo RanGTP) i I, (alto RanGTP)

RanGDP

liberación unión

w decarga cooperativa­‘ t ‘
(hidrólisis de GTP)

w i IA _ ' liberacióndela M
unión de la carga V ' f carga por RanGTP———> " WPimportación I

Figura I.H.7: Importación y exportación de moléculas al núcleo

La concentración diferente de Ran-GTP y Ran-GDF en el citoplasma y el núcleo es

debida a la presencia de una enzima que transforma Ran-GDF en Ran-GTP (RCCI) y de otra

enzima (Ran-GAP) en el citosol que cataliza reacción opuesta (139,136, 138).

Las proteínas transportadoras deben volver al citoplasma para comenzar un nuevo

transporte. Para la salida del núcleo la import-imaa requeriría un exportador específico,

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

Habría otras secuencias de reconocimiento para la importación al núcleo, tales como

las encontradas en las proteínas de los ribosomas. Estas secuencias serían más grandes y

complejas e interactuarían con proteínas de importación, variantes de la importina oc(136).
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Existen otros transportadores que dependen de factores diferentes, como ser

concentración de calcio, ATP, unión al citoesqueleto, GTP, etc.. Aunque se basen en distintos

transportadores, el mecanismo general implica la interacción de receptores citoplasmáticos

con secuencias presentes en la proteína. La secuencia presente indicaría cuál es el mecanismo

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

> I.H.VI.4.2.-Exportación

La exportación de macromoléculas es también un sistema mediado por

transportadores. Es rápida y dependiente de energía. Las proteínas que son exportadas del

núcleo poseerían secuencias de exportación específicas NES (nuclear exportaüon signal),

formadas por aminoácidos hidrofóbicos ricos en residuos de leucina, capaces de unirse a las

nucleoporinas (138, 125, 128, 107, 137).

El mecanismo básico de exportación sería similar al de importación. La presencia de

Ran-CTP dentro del núcleo causaría la unión de la sustancia a la proteína exportadora,

mientras que la presencia de Ran-CDP en el citoplasma produciría la separación del

complejo con liberación de la sustancia u-ansportada en el citoplasma (137,139,136).

La mayoría de los caminos de exportación estarían influenciados por Ran. Sin

embargo, existirían otros sistemas, como el de la exportación del mARN de proteínas de

choque de calor en respuesta a estrés celular (139,137).

La salida de ARN del núcleo es un proceso mediado por señales, altamente selectivo

y facilitado. El lado nucleoplásmico del poro debe reconocer y exportar múltiples especies de

ARN, entre ellas tARN, snARNs, mARN maduros, dejando las especies de mARN inmaduro

dentro del núcleo. Algunas nucleoporinas son requeridas específicamente para la

exportación del ARN del núcleo (125, 107, 128, 137).

> LH.VI.5.-Forma de regulación del transporte nuclear

La regulación del transporte podría ser de varias maneras: por exposición o

enmascaramiento de secuencias NSL,por retención de una proteína nuclear en el citoplasma,

por modulación 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).

Así, fosforilacíones podrían exponer o esconder secuencias NLS, Altemativamente,

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 están almacenados en el citoplasma en forma

inactiva y ante un estímulo adecuado son liberados y traslocados al núcleo rápidamente. Un
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ejemplo es la activación del factor de transcripción NF-KBen condiciones de estrés oxidativo.

En condiciones normales este factor esta unido en el citosol a otra proteína, la lKB.Por estrés

oxidativo (por ejemplo, tratamiento con H202,ésteres de forbol) la protein quinasa C (y otras

quinasas) fosforila a lKB,causando la liberación de NF-KB,el cual así expone una secuencia

NLS que induce su traslado al núcleo, donde activa la transcripción de genes determinados.

Se cree que los radicales libres del oxígeno generados podrían actuarían directamente sobre

lKB,sin mediar la fosforilación, con el mismo resultado final (128,137).

Cuando la velocidad de transporte hacia el núcleo disminuye se produce

indirectamente una inhibición de la replicación de ADN y defectos en los puntos de control

del ciclo celular, debido a concentraciones inapropiadas de moléculas regulatorias en el

núcleo comparado con el citoplasma (141,137).

>>LH.VIL- Proteínas nucleares

Se puede dividir a las proteínas nucleares en dos grandes grupos, histonas y no

histonas (124, 103, 142).

Las histonas son proteínas básicas pequeñas, entre 10 y 20% de sus aminoácidos son

lisina o arginina. Sólo existen 5 clases de histonas: H1, HzA, HzB, Ha y H4 (103, 124, 142).

Por ser proteínas básicas se unen fuertemente al ADN formando nucleosomas en los

cuales las histonas H2A,HzB,Ha y H4 se unen entre sí formando un octámero alrededor del

cual se enroscan dos vueltas de ADN de 140 pares de bases. La histona H1 se une al puente

de ADN que une los nucleosomas (103,124, 142).

Las proteínas no histónicas son muy heterogéneas y pueden variar entre las distintas

células. Algunas de ellas están asociadas al ADN y al ARN. Entre ellas se incluyen las ARN

polimerasas, las ADN polimerasas, diversas proteínas regulatorias, proteínas que forman

parte de los ribosomas, proteínas que forman parte del aparato de maduración del mensajero

(snRNAs) o de los ribosomas (snoRNPs) (103, 124, 100, 125).

En el procedimiento de fraccionamiento de proteínas nucleares utilizado en este

Trabajo de Tesis se separa a las proteínas nucleares empleando soluciones que permiten

aislarlas de acuerdo a características fisicoquímicas de las mismas. En la descripción de

técnica de fraccionamiento de proteínas nucleares Materiales y Métodos se indican las

características generales que tendrían las proteínas de cada una de las fracciones nucleares.
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)> LH.VIII.- Degradación de proteínas

La degradación de proteínas es fundamental para la vida de los organismos. Podría

ser tan importante para la economía de la célula como la síntesis. Las proteínas celulares son

recambiadas constantemente, con vidas medias que van desde pocos minutos hasta semanas.

La degradación de proteínas es necesaria para la eliminación de proteínas alteradas cuya

acumulación podría ser peligrosa para las células y para desechar proteínas reguladoras

superfluas (100,105).

La vida media de una proteína esta determinada en parte por su resto N-terminal.

Proteínas con un resto N-terminal Met, Ser, Ala, Tre, Val, Gli o Cis tendrían una mayor vida

media que proteínas con otros extremos N-terminales (100,102).

Existen otras señales, por ejemplo, segmentos ricos en Pro (P), Glu (E), Ser (S) y Tre

(T) (secuencia PEST).Proteínas con esta secuencia son degradadas rápidamente; por ejemplo,

el citocromo ZEI posee esta secuencia (100,47, 48).

Existen distintos mecanismos de degradación de proteínas, por los cuales se podrían

dividir a las proteasas en tres categorías:

- Proteasas que intervienen en eventos específicos, en los que se generan proteínas

maduras de menor tamaño que las moléculas precursoras. Son ejemplos las proteasas que

intervienen en el clivado de las secuencias señales de las proteínas de secreción o las que

clivan proteínas citosólicas para producir las formas maduras (125,105).

-Proteasas que actúan en los lisosomas, las cuales degradan proteínas que son

transportadas a ese lugar específicamente para su degradación. En los lisosomas hay unas 50

enzimas hidrolíticas. Estas proteasas intervienen en la degradación de proteínas de

compartimentos intracelulares (tales como mitocondrias o reficulo endoplásmico) y externas

(las que entran a la célula por endocitosis, pinocitosis o fagocitosis) (105,125,100).

- Proteasas del proteosoma, complejo citosólico que degrada proteínas. El

proteosoma interviene en la degradación general (que convierte una proteína completa en

pequeños fragmentos) y en ciertos eventos de procesamiento específicos. Constituye el 1%de

las proteínas solubles (143).

> I.H.VIII.1.-Proteosoma

El proteosoma interviene en la degradación de proteínas normales o anormales del

núcleo y del citosol, así como en la degradación de proteínas anormales del reticulo

endoplásmico. Varias funciones celulares vitales requieren del proteosoma, como ser, la

diferenciación celular, el procesamiento de antígenos, la activación del NF-KBy la remoción

de proteínas oxidadas, etc.. La inhibición de la actividad del proteosoma causa la detención

de la proteólisis de la mayoría de las proteínas celulares (105,132, 133, 125, 34, 92, 143).
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Existen dos formas de proteosoma: 205 y 268. La forma 208 es la que contiene la

actividad proteolítica. Se forma el complejo 268 por adición al 208 de un grupo de proteínas

(198). Intervienen en dos clases de degradaciones: las dependientes e independientes de

ubiquitina y ATP (92, 105, 125, 143).

El 208 tiene la forma de un cilindro hueco, las proteínas del 195 se unirían en uno de

los extremos. Cliva las proteínas del lado carboxi de aminoácidos básicos, hidrofóbicos y

acídicos. Su pH de trabajo óptimo es entre neuu'o y débilmente alcalino (105,125, 143).

Algunas de las actividades proteolíticas del proteosomas son inhibidas por sustancias

que reaccionan con grupos tioles (143).

Esta presente en el núcleo y el citosol. Por técnicas inmunológicas se detectó que una

parte estaría cerca o directamente sobre la membrana del retículo endoplásmico y de los

polisomas de hepatocitos de rata (143).

> LH.VIII.2.-Marcación de proteínas para su degradación

En condiciones normales el organismo "marcar-ía” las proteinas que deben ser

degradadas. El principal sistema de marcación es la ubiquiünación, aunque existen otros.

Ubiquitinación: Se adiciona covalentemente la proteína ubiquitina (denominado así

porque es ubicua) a grupos lisina de las proteínas a ser degradadas. En general es necesario

el agregado de varias moléculas de ubiquitina (poliubiquitinación) a una proteína para que

sea degradada (125, 143, 105, 92, 100).

El sistema de ubiquitinación de proteínas tiene 3 componentes (El, E2y E3),siendo

todos sulfhidrílicos. Las proteínas a degradar serian determinadas por E2y E3,existen varias

clases de cada una, con diferentes criterios para elegir los sustratos a degradar (125,100).

La ubiquiünación es responsable de la degradación de varias proteínas de vida media

corta, apohemoproteínas, proteínas dañadas estructuralmente o aberrantes (43,125,143).

Otras formas de marcación para la degradación: La fosforilación de proteínas podría

ser otra forma de marcación ya que ciertas proteínas son degradadas más fácilmente cuando
están fosforiladas.

La falta de sustrato podría ser la señal de marcación de ciertas enzimas; cuando falta

su sustrato (es decir cuando ya no serían necesarias) son degradadas por proteasas

intracelulares. Por ejemplo, sustratos y cofactores protegen a enzimas de ser inactivadas por

oxidasas de función mixta (118, 144, 121, 119).

Proteinas oxidadas: La oxidación de proteínas por los propias células podría ser una

forma de marcación para que las mismas sean degradadas, así, ciertas proteínas con sus

grupos sulfhidrilos oxidados son más susceptibles a la degradación (118,144,121,119).

La degradación de las proteínas oxidadas será tratada en el capítulo siguiente.
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LI.- OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS

> I.I.I.- Introducción

Las proteínas son probablemente el blanco más crítico en el daño por especies

reactivas debido a la gran variedad de funciones que realizan, por lo que su alteración puede

causar un desequilibrio en las funciones celulares, tanto a corto como a largo plazo. Además,

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 oxidación de

proteínas no ha sido tan estudiada como la de lípidos (123,94, 68, 58).

Las principales características que regulan la oxidación de proteínas en los

organismos vivos se resumen en la figura I.I.1 (68),en la cual los caminos en color púrpura

indican mecanismos de protección.

Irradiación, fugas de electrones, metales, peroxidación
de lípidos, inflamación, autooxidación, xenobióücos

Generación de radicales

Secuestro de metales de hanqición Enzimas antioxidantes _
sustratos competitivos Atrapadores de radicales libreanhoxrdantes de sacnficro

OXIDACION DE PROTEINAS

Radlcales de Especies reactivas unidas AldehídOS
a proteínas

reacciones

encadena/ \
Reducción Derivatización

Radicales
secundarios

PRODUCTOSFINALES¡ss-mms DE
DEGRADACION‘— OXIDACIONDEPROTEINAS \

Excreción<— aminoácidos—> Reuülización
oxidados (sintesis de proteinas)

Remociónr._
antroxrdan es

Marcadores

ACUMULACIÓN

Figura I.I.1:Mecanismo postulado de la oxidación de proteínas in vivo

La acción de especies reactivas generadas por diversos procesos (radiaciones,

sistemas transportadores de electrones, etc.) conduce en general a la oxidación de las

proteínas. Se han determinado diversas modificaciones químicas sobre las proteínas
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oxidadas, como ser especies radicalarias, aldehídos, peróxidos, etc.. El grado de daño

causado a aminoácidos y/o proteínas por un dado estrés oxidativo depende de muchos

factores, entre ellos de la naturaleza y localización relativa de la fuente de oxidante/ radical

libre, su proximidad a la proteína blanco, así como de la naturaleza y concentración de

sustancias y enzimas antioxidantes disponibles (105,121,68, 145).

Las proteínas oxidadas son en general degradadas por proteólisis; sólo en algunos

casos el organismo cuenta con enzimas específicas para su recuperación. Las proteínas

oxidadas pueden también acumularse (68,145,105, 58, 67).

La oxidación de proteínas podría estar implicada en la etiología y/o progresión de

varios desórdenes fisiológicos y enfermedades (119, 121, 58). Sin embargo, no siempre la

formación de radicales libres sobre proteínas es una indicación de daño, algunas enzimas

forman radicales libres en su estructura como parte de su mecanismo de acción. Además, la

oxidación de proteínas tendría en algunos casos un rol fisiológico, por ejemplo, en la

marcación de proteínas para su degradación (119,68, 67).

>>I.I.II.- Formación de especies reactivas

Las especies reactivas capaces de interactuar con las proteínas se pueden formar en

una gran variedad de situaciones fisiológicas y no fisiológicas. Las fuentes principales están

representadas, sin un orden de importancia determinado, en la figura 1.1.2(67).

Radiaciones:
rayos y, rayos X, UV

Inflamación, Autooxidación de
neutrófilos, trans ortadores
macrófagos de e ecuones

Sistemas MCO oxidasas de función
(oxidación por metales) mixta

Productos de peroxidación
de lípidos

Productos de glicación,
glicoxidación

I Polutantes I ‘ Ar ' 'na/ Ienaire\ g / fig‘s

Figura I.I.2:Posibles agentes causantes de la oxidación de proteínas

Proteína
ox1dada

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 superóxido, radical hidroxi10, etc.) o no radicalarias
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(HClO, 11207,03, oxígeno singulete, aldehidos derivados de la peroxidación de lípidos, etc.).

Especies no oxigenadas serían: radical tiilo (RS'), radical tioperoxilo (RSOO'), óxido nítrico

(NO'), peroxinitrito (ONOO '), etc. (144,145, 67).

>>I.I.III.- Sistema de oxidación catalizada por metales

Un sistema muy estudiado de oxidación de proteínas es el catalizado por los metales

de transición (MCO, metal-catalyzed oxidation), graficado en la figura 1.1.3(67). Se cree la

MCO sería importante en condiciones normales, por ejemplo en el envejecimiento (67).

La oxidación de proteínas catalizada por metales depende de la presencia de Fe(ll) (o

Cu (1)) y H202. La formación de dichos compuestos puede ser catalizada por muchas

flavoproteínas que sirven normalmente como transportadores de electrones en varias

reacciones metabólicas: oxidasas de NADPH y NADH, NADPH deshidrogenasas,

citocromos P450 reductasas/ oxidasas, la xantino oxidasa, etc. (120,119, 144, 67).

aa

Proteasas ¿DI

peal) \H202 Proxidada

RH:

MFO Oz

oz:

>< (RC=O)I’rgr Pr-Fe(II) Fe(III)

Fe(lll)

Figura I.I.3:Oxidación de proteínas catalizada por metales por
los sistemas de oxidasas de función mixta

Las MCO están limitadas por la disponibilidad del metal. Situaciones que causen la

liberación de metales de transición de las biomoléculas a las que están normalmente unidos

favorecerán estas reacciones (146).

La principal característica de las MCO es que son reacciones localizadas, sólo se

oxidarían los aminoácidos presentes en el entorno del lugar de unión del metal a la proteína.

Se cree que el Fe(II) se uniría al sitio de unión de metal a la proteína, luego de lo cual el

complejo Fe-proteína reaccionaría con el P1202,generando in situ especies de oxígeno

activadas (HO’, ión ferrilo, ión perferrilo, peroxirradicales), los cuales a su vez reaccionarían

con los aminoácidos presentes en su entorno; es decir, estas reacciones sucederían en una

"jaula" que las especies reactivas de oxígeno no podrían abandonar (120,121, 144).

La oxidación catalizada por metales podría tener un rol fisiológico en la regulación

metabólica del recambio intracelular de proteínas. Algunas quinasas, deshidrogenasas,

sintetasas y otras enzimas están sujetas a inactivaciones sitio-dirigidas por sistemas MCO

(118).
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>>I.I.IV.- Oxidaciones de aminoácidos y proteínas

Muchos de los conocimientos actuales de la química de las reacciones de oxidación de

aminoácidos y proteínas fueron desarrollados usando como sistema de estudio la radiólisis

del agua con rayos y, en la cual se forman radicales hidroxilo, formándose además el radical

superóxido en presencia de oxígeno. La variedad de productos de oxidación generados por

polipéptidos y proteínas es mucho mayor que los formados a partir de los aminoácidos

aislados (105, 121, 147).

También se utilizó y se sigue utilizando como sistema de estudio los sistemas de

oxidación catalizada por metales (148,121, 119, 120).

> I.I.IV.1.-Aminoácidos

En la figura I.I.4 (121)está representado un modelo de los pasos que podrían suceder

en la oxidación de aminoácidos por radicales hidroxilo en presencia de oxígeno.

NFL? HO' E114“ 02 NH3+R-¿I-COO'm RJCOO'++ R-¿COO‘
l

H Hzo radicalcentrado 00°
en carbono radical peroxilo

derivado
c Hoz­

02

(II) NH4+ f NH2+ d Emo; _
R-C-COO' l R-¿JJ-COO' 7 R I-COO

a-cetoácido HZO ¡mino derivado 1-1202 00H

8 1.1202 e HZO H+ alquil peróxido' derivado

RCOO' + C02 RCHO + C02 + NH4+

Figura I.I.4:Oxidación de aminoácidos en presencia de oxígeno

La reacción primaria sería la abstracción de un átomo de H del carbono 0Lformándose

un radical centrado en carbono (a); al cual se le podría adicionar una molécula de 02 dando

un radical peroxilo (b). Después de reacciones sucesivas se formaría un iminoderivado que

podría hidrolizarse a un aldehído (e) o dar a-cetoácido (f) (121,68).

Si no hay oxígeno en el medio de reacción no se podría generar el radical peroxilo,

por lo que se vería favorecida la deaminación reductiva (pérdida de amoniaco con formación

de un radical centrado en el carbono a). La combinación de radicales centrados en carbono

formaría derivados mono y diaminodicarboxílicos (121):



Mooucaón
H NH; NH;

NHa+ e'. H ¿Z _ ¿ _ ¿ _I _ _ R coo R —coo R coo

RÉ‘COO NRG; “¿C00 R-42COO‘ + R-¿Izcoo- + Rip-coo­
H H H NH;

La oxidación de la glicina puede explicarse completamente por este mecanismo, sin

embargo, cuando el arninoácido es más complejo se producen otras reacciones, por ejemplo,

la formación de hidroxiaminoácidos por ataque a las cadenas laterales. Esta última reacción y

la formación de derivados cruzados son más importantes cuanto mayor número de carbonos

tenga la cadena lateral del aminoácido, probablemente porque exisfiría mayor número de

sitios para el ataque del HO' (121).

En el caso de los aminoácidos aromáticos, el anillo indólico del triptofano y los

grupos aromáticos de la tirosina y la fenilalanina son blancos primarios del ataque por

radicales de oxígeno producidos durante la radiólisis. La abstracción de hidrógeno y la

deaminación son eventos relativamente menores. Los mayores productos de la oxidación

serian formilquinurenina en el caso del triptofano; 3, 4, dihidroxifenilalanina (dopa) en el

caso de la firosina; en tanto que la fenilalanina generaría tirosina y varios derivados

hidroxilados (121).

Todos los aminoácidos expuestos a foto-oxidación, radicales oxidantes o HOCl

produjeron especies RCHO por decarboxilación (68).

No se conocen bien los mecanismos en la oxidación de aminoácidos por metales de

transición. Se formarían Nl-Lr, a-cetoácidos, oximas, C02 y ácidos carboxílicos con un átomo

de carbono menos. La leucina es el único arninoácido para el cual se ha determinado la

estequiometría de la reacción, siendo carbonílicos algunos de los compuestos formados (121).

> I.I.IV.2.-Proteínas

Las especies reactivas pueden causar alteraciones químicas sobre los residuos

aminoacídicos de las proteínas, afectando su esh'uctura primaria, secundaria, terciaria y

cuatemaria. Esto puede llevar a alteraciones de su función con consecuencias graves para la

célula en general. En el ítem siguiente se analizarán las alteraciones químicas en proteínas.

)> I.I.V.-Alteraciones químicas observadas en las proteínas oxidadas

Las alteraciones químicas producidas por especies reactivas en proteínas son de

varios tipos. Cuál sea la modificación depende fundamentalmente de la especie agresora, así

como de la composición aminoacídica y de la estructura espacial de la proteína (de la

accesibilidad a grupos sensibles al daño) (68, 67, 37). Las principales modificaciones
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observadas son:

1.- fragmentaciones y enlaces cruzados
2.- reacción con productos de peroxidación de lípidos
3.- glicosilaciones
4.- formación de peróxidos de proteínas
5.- formación de grupos DOPA
6.- nitrosilaciones y nitraciones por peroxinitrito

> I.I.V.1.-Pragmentaciones y enlaces cruzados

Muchas de las acciones de los radicales libres sobre las proteínas comenzarían con la

abstracción de un átomo de hidrógeno con formación de un radical proteico. El hidrógeno

abstraído puede ser de la cadena principal (carbono a) (figura I.I.5)o de los grupos metilos y

metilenos de la cadena lateral de alguno de los residuos de aminoácidos (figura I.I.6).

En presencia de oxígeno se favorecen las reacciones de ruptura, en tanto que en su

ausencia están favorecidas las reacciones de agregación El ataque inicial del radical libre

podría ser en cualquier lugar de la molécula, posteriormente se producirían reordenarnientos

intramoleculares y transferencias de hidrógeno o de electrones tendientes a lograr que el

electrón irnpar se ubique en el aminoácido en que tenga menor energía. En presencia de 02

se interrumpiría el proceso de reordenamiento (58, 149). Los fragmentos formados en

presencia de oxígeno se mantendrían unidos por fuerzas no covalentes (uniones hidrofóbicas

e iónicas). En cambio, en ausencia de oxígeno se favorece la formación de enlaces covalentes

(146, 121, 118, 150, 151).

Las fragmentaciones ocurren aún en ausencia de lípidos, lo que estaría indicando que

los que actúan son radicales libres (149).

> I.I.V.1.1.-Cadena principal

Primero se considerará el caso en que el hidrógeno se abstrae de la cadena principal

de la proteína (figura I.I.5 (67 y 68 con modificaciones)). La formación de las especies

graficadas en color azul ha sido determinada experimentalmente.

La reacción inicial sería la abstracción de un átomo de hidrógeno con formación de un

radical centrado en el carbono 0. (Pr’, reacción a), el cual puede dar origen a diferentes

reacciones, como entrecruzamientos (reacción b) o formación de radical alquil peroinO

(PrOO', reacción c). A su vez el radical PrOO' puede dar origen a hidroperóxidos (d) o a

radicales alcoxilo (PrO’) (f, g, i).

Las reacciones que se produzcan pueden culminar en la formación de

entrecruzamientos (b), rupturas de cadena (l), formación de iminas cuya hidrólisis resulta en

la formación del un a-cetoácido (m) o generación de nuevos radicales alquilo que seguirán
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reaccionando (e) (68, 121).

- NH-cH-QO) e
R Pr - Pralx./

e NH—c-C(0) e
R
Pr'

c101 - NH-CHl-C(O) u
_ 2x vía tetróxido . R9 f r N 00 00H

- NH-c-qo) e e NH-c-cp) N o” Cl n e .. NH_(:;_C(0)..
R k—Feg(m-—/ P500. unáectrón hd R d bo í ro róxi oso re
Pro e «gl-bonoa

RH - h . redu ción de
_ mágélgfiá‘ádo e NH-(lÉH-C(O) e ' un electrón
l R“ HOO' R pro­

OH

- NH-(llï-C(O)- ___7_H1° '- NH =c—C(0)N
R k R e NH-gH-Cp) N

PrOH ¡mina _ .
. . . l

' ' m h‘d'óhs's [ggd‘éerllasdiga
¡sxón [3

'-NH-C(O)-R + 'C(O)- -'NH2 + R-C(O)-C(O)­
a-cetoácído l

reaccrones
continúa posteriores

reaccmmn‘b Reacciónde Gan-¡son

Figura I.I.5:Alteraciones proteicas 1: fragmentaciones y enlaces cruzados
en la cadena principal

Las rutas que llevan a la formación del a-cetoácidos son conocidas como "reacción de

Garrison", por ser el primero en proponer un camino de fragmentación de proteínas por

radicales libres (68, 67, 144, 121, 151).

Por un mecanismo análogo, el aminoácido N-terminal de las proteínas puede sufrir

una desaminación oxidativa, liberándose amoniaco y quedando en esa posición un N-a

cetoacilderivado (121):

NH2CH(R)CONHR2M» NHaRCOCONHRz+ H202

Tanto en la reacción de Garrison como en la desaminación oxidativa se generan

grupos carbonilos que pueden ser determinados por la técnica que emplea 2,4­

dinitrofenilhidracina (121).

> I.I.V.1.2.-Cadenas laterales

Un esquema de este proceso se representa en la figura I.I.6 (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 reacción comienza con la formación

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 hidroperóxidos (d), aunque involucrando las cadenas laterales de los aminoácidos.

También se forman como productos finales compuestos carbonílicos (i, m, n) (118,68).

- NH-CH-C(O)­
ñ Pr - Pr

Alcoholes/ hidróxidos en a X'
las cadenas laterales

-—NH-CH-C(O) ­
R. “’reacgdiggggdo - ­

i Pr'
-—NH-CH-C(O) ­

RH c Oz k2x vía tetróxido

- NH-CH-C(O)e ' f ‘ e NH-CH-C(O)- s NH-CH-C(0) a

- '_0. h F813!” J _¿l:_oo. - -OOH- , hidro roxido enla
Pro lat' l Esasión B P700 lat- cageenalateral

h reducción dee un e ectrón
marreglo k R' + compuestos carbonflicos

PrO‘ lat.

rad. a-hidroxialquilo

1 Oz n Oxidación e NH-gH-qO) a e NH-CI'Z-C(O)­
R R

radical centrado en la

rad. a-hidroxialquilperoinO mx ; r ' "' cadenaPro‘e‘ca

HOO' regggigi'laúrïdo

continúareaccronando

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

Las uniones covalentes entre proteínas formadas en ambos casos podrían ser vía

enlaces disulfuro, difirosina u otras clases de enlaces carbono-carbono; cualquier radical

centrado sobre carbono podría unirse a otro radical sobre carbono, de la misma o de otra

molécula proteica (121, 67, 118, 58, 151).

La ruptura de la cadena polipeptídica podría suceder en residuos prolina o

glutámico, según se indica en la figura 1.1.7(67).

H1CONHcHNHRnHO" Hoz" ‘kR1CONI-I2+CI-hcoc0NHRn,+ (¡2001-1+ Hzo2
((EH2)2 COOH

residuo de glutámico

Z B-CONHCIHCO-Lm (lo +C02+ HzNCHCO-L+HzO
'k- R1CON R2 ‘1- R1CON 2

residuo de prolina

Figura 1.1.7:Fragmentación de proteínas en glutámico y prolina
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Ha sido sugerido (y demostrado en algunos sistemas) que la ruptura de la cadena

lateral se daría preferentemente en prolina (121,68). El largo de los fragmentos obtenidos en

el caso de la albúmina coincide con la ubicación de residuos de prolina. Se forman péptidos

con grupos carbonilos (67, 121, 68, 151, 37).

Algunos autores también indican que la ruptura podría ser en glícina, por ejemplo, en

la fragmentación de colágeno de piel de ternero por el sistema de xantino oxidasa (68).

> I.I.V.1.3.-Aminoácidos afectados determinados experimentalmente

Los residuos de aminoácidos alterados en proteínas por la acción de varios sistemas

oxidantes, principalmente HO' y sistemas MCO han sido estudiados, determinándose en

muchos de ellos la formación de compuestos carbonflicos; por ejemplo, sernialdehído

glutámico a partir de arginina y prolina; sernialdehído a-aminoadípico a partir de lisina; 2­

oxohistidina a partir de histidina, ácido 2-amino-3-cetobutíricoa partir de treonina. También

se forman compuestos aldehídicos en el caso de leucina, valina. Por otra parte, todas las

cadenas laterales no aromáticas sometidas a radicales generarían grupos carbonilos sobre las

proteínas (67, 68, 121, 151, 144).

Los radicales de HO' causan también la formación derivados hidroxilados de valina,

leucina, lisina, prolina, isoleucina, fenilalanina, tirosina y triptofano (68). Las cadenas

laterales de los aminoácidos aromáticos y los que contienen azufre son especialmente

vulnerables al ataque por radiólisis. El triptofano es el más sensible dando N­

formilquinurenina. La fenilalanina además puede producir tirosina; la histidina puede

formar aspartato y asparragina (121).

Se forman oxiácidos y cistina a partir de cisteína; hidroperoxido glutámico a partir de

glutámico y metionina sulfóxido en el caso de la metionina (67,68, 121).

En las oxidaciones catalizadas por metales los aminoácidos más afectados son:

histidina, arginina, lisina, treonina, prolina, tirosina, metionina y cisteína (144, 118, 151). Se

forman compuestos carbonílicos en los cuatro primeros casos, mientras que la cisteína y la

tirosina forman puentes disulfuro y ditirosina respectivamente (121, 44). Los aminoácidos

aromáticos no se hallan normalmente en el sitio de unión del metal a la proteína por lo que

no son buenos blancos de la MCO (121, 144, 146, 118, 151, 37).

La formación de grupos DOPA y de hidroperóxidos se discutirá más adelante.

La oxidación de metionina ha sido estudiada en varios sistemas químicos, por

ejemplo, el ozono causa la oxidación de metioninas de gliceraldehído-3-fosfato

deshidrogenasa y glicoforina aisladas de eritrocitos humanos (121).El t-butil hidroperóxido

oxida solamente a las metioninas expuestas (probablemente por razones estericas). Se

considera que oxidación de metionina en el inhibidor 0.1-antitripsina es importante en la

patogénesis del enfisema inducido por fumar (68).
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> I.I.V.2.-Reacción con productos de peroxidación de lípidos

Los productos de la peroxidación de lípidos (productos radicalarios y aldehídos

reactivos) son capaces de causar daño a las proteínas. Este daño es distinto al causado por

otros radicales y sería debido a la unión de componentes lipídicos a las proteínas (68,58).

Los aldehídos altamente reactivos generados en la peroxidación de lípidos pueden

reaccionar formando grupos aldehído y entrecruzamientos entre proteínas. Las reacciones

que se producirían serían de dos tipos: la adición de Michael y la formación de bases de

Schiff (68, 118, 152, 144, 119).

En la reacción de Michael los aldehídos reactivos reaccionan con grupos sulfhidrilo

de cisteína o con grupos amino de lisina o histidina mientras que en la formación de bases de

Schiff dichos aldehídos reaccionan con grupos amino de lisina (ver figura I.I.8 (67 con

modificaciones)) (152, 153, 67). La importancia relativa de cada reacción depende tanto del

aldehído reactivo como de la proteína. Con algunos carbonilos de lípidos la reacción de

adición de Michael sería mucho más importante que la formación de bases de Schiff, por

ejemplo, el 99% de las reacciones del 4-hidroxinonenal (HNE) sería vía la adición de Michael

(la reactividad con los sulfhidrilos es 2-3 órdenes mayor) (68, 52, 86). En el caso de la

insulina, la cual no posee grupos sulfhidrico de cisteína, se produce la reacción de Michael

con residuos histidina (68, 152, 153).

({1} Pr
“MO

OH

R Pr \O
OH

R HN-PrM R \
O

OH OH O
Oz HNE

PUFA R \MN-Pr
OH

HCO-CHz-HCOfi. Pr-N=C-CHz-HCO
MDA

Figura I.I.8:Alteraciones proteicas 2: Reacción de los aldehídos reactivos de
la peroxidación de lípidos con proteínas

En algunas de las reacciones (por ejemplo en la reacción de HNE según la reacción de

Michael y de malondialdehído en la formación de bases de Schiff) quedarían 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 adición (118,144).

Con dialdehídos o mediante reacciones sucesivas de los aldehídos 0L,[3-insaturados
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puede ocurrir la formación de enlaces cruzados entre proteínas por las reacciones de Michael

y/ o Schiff, según se indica en la figura I.I.9 (68,58 con modificaciones).

PI] Pr]
x xRM + an———>RM 7-. RW

OH o OH 0 prrNHz OH 2
HNE

Prz-NHz
PICO-CHrHCO+ Fri-NH:__. Pn-N=C-CHz-HCO;. Pn-N=CCHTC=N-Prz

MDA

Figura I.I.9:Alteraciones proteicas 2: Formación de enlaces cruzados entre
proteínas causados por productos reactivos de la peroxidación de lípidos

La presencia de metales de transición sería muy importante en la relación entre

peroxidación de lípidos y daño a proteínas dado que los mismos favorecerían la

descomposición de los peróxidos de lípidos en las cercanías de metaloproteínas, formando

las especies reactivas que afectarían a aminoácidos cercanos al metal. Por ejemplo, el daño

catalizado por metales a membranas no irradiadas parece afectar en forma paralela a lípidos

y proteínas, siendo restringido por el a-tocoferol (37,52).

Existe mucha evidencia de que la PL causa la inactivación de enzimas de membrana.

Por ejemplo, el HNE inactiva la glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa y la gliceraldehído-3­

fosfato deshidrogenasa, con formación en el último caso de uniones intra e interrnoleculares.

La unión de aldehídos reactivos a los residuos de lisina de apo B causa la diminución de su

unión al receptor de LDL. Productos de oxidación de lípidos y proteínas pueden formar

enlaces cruzados, dando productos fluorescentes que podrían contribuir a la formación de

ceroides, lipof-uscina y otros pigmentos de la edad enconüados en células. Los radicales

producidos en la peroxidación de lípidos también pueden inactivar el inhibidor 0L1­

proteinasa por oxidación de la metionina 348 (68,58).

Se ha determinado por inmunohistoquímica que las modificaciones de las proteínas

por HNE ocurren in vivo,gran parte de la toxicidad del HNE es atribuida a su reacción con

grupos sulfhidrilo (152,153). Los 4-hidroxialquenales de la apolipoproteína B modifican los

residuos lisina, histidina, serina, tirosina y los dos grupos sulfhidrilo presentes en la

molécula (85).

Se cree que la peroxidación de lípidos causada por el estrés oxidativo sería el causante

de enfermedades como la aterosclerosis, el mal de Parkinson, Alzheimer, injuria traumárica,

así como en el envejecimiento. Se produciría el entrecruzado de péptidos o su degradación
como consecuencia del estés oxidativo (60).

> I.I.V.3.-Glicosilación

La glicosilación (representada en la figura I.I.10 (67))es la reacción no enzimática de

los azúcares reductores (principalmente fructosa y glucosa) con proteínas.
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Figura I.I.10:Alteraciones proteicas 3: Glicosilación

El azúcar reductor puede reaccionar con el grupo N-aminoterminal o más

comúnmente con grupos e-amíno de lisina de proteínas, dando bases de Schiff, las cuales

pueden sufrir un rápido rearreglo dando cetoaminas relativamente estables (productos de

Amadori). Estas cetoarninas se convierten lentamente en derivados poliméricos marrones

fluorescentes cuya concentración aumenta con la edad, los productos de Millard, a los cuales

se los llama productos finales de glicosilación avanzada (AGES,advanced glycosylation end

products). No se sabe en que medida la glicación contribuye al aumento del contenido de

grupos carbonilos con la edad (118,144, 67, 146).

La formación de productos AGEs ha sido relacionada con varios desórdenes

fisiológicos como la diabetes, la cataratogénesis y el envejecimiento (118,146).

> I.I.V.4.-Peróxidos de proteínas

Se han detectado en proteínas oxidadas dos especies reach'vas que no son de

naturaleza radicalaria, una de los cuales son los peróxidos de proteínas (68,154,155).

com onentes
PrOOl-l ce ares daño

02
r. _

02-“ + 02-­

Figura 1.1.11:Alteraciones proteicas 4: Formación de peróxidos de proteínas

Los hidroperóxidos de proteínas (figura 1.1.11(155))se forman por ataque de especies

reactivas a proteinas en presencia de oxígeno, probablemente con formación del radical

85



INTRODUCCIÓN

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 reacción, se

cree que existen varias reacciones de propagación que no requerirían oxígeno (68,146).

Estos grupos peroxilo son distintos de los generados en la reacción de Garrison en la

que se produce la ruptura de las cadenas polipeptídicas y los hidroperóxidos formados no se

acumulan (154).

La posibilidad formación de peróxido de proteína depende de cual sea el radical

atacante; por ejemplo el HO' es capaz de formar peróxidos sobre proteínas, en cambio, el Oz:

no lo es. Con las técnicas actuales no es posible localizar los grupos hidroperoxilo en las

proteínas peroxidadas (155).

Los peróxidos de proteínas podrían causar la inactivación de enzimas por interacción

con grupos oxidables importantes para su funcionamiento como ser grupos sulfhidrilos o

flavinas (155).Al igual que otros hidroperóxidos, podrían causar la depleción de reductantes

celulares tales como el glutatión 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

formación y trasladarse a zonas alejadas de la célula (64,146, 154, 121).

> I.I.V.5.-Formación degrupos DOPA

La otra clase de especies no radicalarias que se forman en las proteínas son grupos

reductores (cuya formación se representas en la figura I.I.12 (64 con modificaciones» que se

forman tanto en presencia como en ausencia de oxígeno. El principal grupo reductor sería el

DOPA (3,4-dil'1idroxi-fenilalarúna) (154, 64, 68).

Radiadones y
Reacción de Fenton

ONOOH
Autooxidacíón de Glucosa

¡o (u)

ï/\©\ OH, NH > . m
L-u'rosina DOPA en proteína

02" F93 _ Reducción
29 enzimática

02 Fe2*Z‘—mïï
o-qumona o-quinona

Figura I.I.12:Alteraciones proteicas 5: Formación y reacción de grupos DOPA
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Al igual que los hidroperóxidos, los DOPA son generados por una gran variedad de

sistemas productores de radicales libres como ser radiaciones, la reacción de Fenton, la

xantino oxidasa o leucocitos activados. El grupo DOPA parecería ser el principal reductor

generado por los radicales hidroxilo (64, 146, 156).

Las especies reductoras se forman principalmente sobre tirosina, y en menor

proporción en los otros aminoácidos aromáticos como triptofano o fenilalanina (en los que

habría una hidroxilación con formación 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 proteína pueden perder varios electrones, dando

productos (o-quinonas) que también son reductores (146,64). Estas especies reductoras son

capaces de reducir metales de transición unidos a proteínas, lo que contribuiría de por sí al

estrés oxidativo (64, 68, 154).

Los grupos reductores son más estables que los peróxidos de proteínas, pudiendo

permanecer reactivos por varias semanas. Esta estabilidad permitiría que difundan de

organela en organela, en contraste con radicales transientes o con los relativamente fijos

hidroperóxidos de lípido (146).

Se ha determinado que los grupos DOPA o TOPA (tril'iidroxifenilalarúna) están

presentes en el sitio activo de ciertas enzimas y donan equivalentes de reducción. Además

están presentes en proteínas de adhesión y estructurales, en reacciones de interunión; en el

pelo (relacionado con la melanogénesis). Por otra parte, el DOPA libre es un compuesto

fisiológicamente importante (154,64).

> I.I.V.6.-Modificación de proteínas por peroxinitrito

El óxido nítrico (NO') es formado por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS = nitric

oxide synthase) a partir de arginina. Se ha encontrado al NO' en una gran variedad de

células; actúa como vasodilatador, neurotransmisor e inhibidor de la agregación de

plaquetas. Por otra parte, el NO' puede reaccionar con el radical superóxido a una velocidad

controlada por la velocidad de difusión formando el peroxinitrito (ONOO’) altamente tóxico

(145).

NO' + 021—) ONOO’
El óxido nítrico puede reaccionar directamente con grupos sulfhidrilos, grupos amino

y metales presentes en proteínas para producir derivados S-nitroso, N-nitroso y Fe-nitroso

(146,145).Se sabe que la actividad biológica de algunas proteínas es modificada por la acción

del óxido nítrico (146).

El peroxinitrito puede causar la nitración de tirosina y triptofano y la oxidación de

residuos de cisteína y metionina (145).
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)> I.I.VI.- Determinación de alteraciones en proteínas

Una única especie reactiva puede causar en una proteína una o varias de las

modificaciones recién indicadas. Algunas de estas modificaciones son buenas marcadoras de

que una proteína ha estado sometida a alguna clase de agresión. Son buenos marcadores la

formación de grupos carbonilos y la reducción del contenido de grupos sulfhidrilo, siendo la

primera la más utilizada (68,67).

> I.I.VI.1.-Formación degrupos carbonilos

El contenido de grupos carbonilos en proteínas es muy utilizado debido a que ha

probado ser una medida valiosa del daño oxidativo a proteínas asociado a situaciones como

estrés oxidativo, ciertos desórdenes fisiológicos o enfermedades y el envejecimiento (68, 67,

145, 120, 122). Otra razón muy importante para utilizar este índice es que existen métodos

sensibles para la detección y cuantificación de los grupos carbonilos formados. Muchas de

las reacciones indicadas en el ítem anterior tienen como consecuencia la formación de grupos

carbonilos en las proteínas (145,67).

Se pueden generar grupos carbonilos en las proteínas por oxidación directa de las

cadenas laterales de los residuos de aminoácidos. Por ejemplo, se ha determinado la

formación de compuestos carbonílicos en proteínas por acción de radiaciones ionizantes,

ozono y sistemas MCO. En algunos casos se han caracterizado los compuestos carbonílicos

formados: semialdehído a-aminoadípico a partir de lisina; semialdehido glutámico a partir

de arginina y prolína; 2-amino-3-cetobutírico sobre la treonina y 2-oxohistidina a partir de la

histidina (144, 67, 145, 121).

Otra forma de generación de grupos carbonilos por la acción de especies reactivas es

por ruptura de la cadena principal proteica de acuerdo a la reacción 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 polipeptídica principal por ataque a las cadenas

laterales de glutámico y prolina, formándose de grupos carbonilos en sus extremos (145,67).

El grupo sulfl‘ridrilode la cisteína y los grupos amino de lisina e imidazol de histidina

podrían reaccionar con aldehídos 0.,B-insaturados y malondialdehído (productos de la

peroxidación de lípidos) para dar compuestos de adición tipo Michael con un grupo

carbonilo libre (145, 67, 152, 154).

Los grupos amino de lisina e imidazol de histidina podrían reaccionar con

malondialdehído (formado en la peroxidación de lípidos) dando bases de Schiff con un

grupo carbonilo libre (152, 145, 67).

La reacción de aldehídos de azúcares con grupos amino libre (por ejemplo de lisina)

puede llevar a la formación de cetoarninas (glicoxilación de proteínas) (145,152).
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> I.I.VI.2.-Disminución del contenido degrupos sulfhidrilos

La cisteína es uno de los residuos de aminoácido más fácilmente oxidables, pudiendo

sufrir reacciones reversibles de oxidación/ reducción. La oxidación/ reducción de grupos

sulfhidrilos de muchas proteínas constituye un mecanismo de regulación celular, cualquier

evento que contribuya a desequilibrar dicho sistema puede tener graves consecuencias para

el funcionamiento celular. Por ejemplo, la oxidación de grupos sulfhidrilo incrementa la

susceptibilidad a la proteólisis (58,157).

Al igual que en el caso de los grupos carbonilos, la disminución del contenido de

grupos sulfl'u'drilopuede deberse a varias causas:

Se ha determinado la oxidación de los grupos sulfhidrilo a disulfuros y otras especies

oxidadas (por ejemplo oxiácidos) como uno de los primeros eventos en la oxidación de

proteínas mediada por radicales libres; la relación de disulfuro a material oxigenado

depende del ambiente en el que se desarrolle la reaccion (68).Por ejemplo, el H202 causa un

consumo preferencial de tioles en las lentes cristalina in vitro, mientras otros aminoácidos

presentan pocos cambios (68).

Productos de la peroxidación de lípidos (aldehídos) pueden reaccionar con grupos

sulfhidrilo de residuos cisteína por la reacción de adición de Michael (118,68).

Los hidroperóxidos de proteínas podrían reaccionar con grupos sulfhidrilos de la

misma o de oüa proteína (155).

Se ha detectado la S-tiolación reversible (por reacción por ejemplo con glutatión

oxidado) en proteínas expuestas a radicales libres (68). La explosión respiratoria de los

monocitos humanos resulta en una S-tiolación rápida y reversible de muchas proteínas

citosólicas (68). Por lo tanto, tioles biológicos como GSH y cisteína pueden influenciar la

inactivación de proteínas inducida por oxidantes ya sea por reacción directa con los radicales

libres, o indirectamente formando uniones reversibles con tioles de las proteinas

(normalmente libres). La tiolación es también un proceso necesario en el plegado de novoy en

el mantenimiento de la conformación de proteínas (68,112, 115, 104).

>>I.I.VII.- Protección y reparación de proteínas

Para prevenir el daño causado por radicales libres los sistemas biológicos contienen

defensas antioxidantes que incluyen pequeños compuestos no proteináceos, que pueden ser

dadoras de electrones o de átomos de hidrógeno. Entre ellos está el a-tocoferol, la forma más

activa de la vitamina E, el cual es el mejor agente protector de lípidos y proteínas (58,94).

En lo que respecta a los organismos como un todo, algunas proteínas plasmáticas

podrían actuar como antioxidantes de sacrificio, se oxidarían ellas antes que otras moléculas

y serían removidas rápidamente de la circulación. Se ha comprobado la formación de
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peróxidos de proteína sobre albúmina de suero en muchos sistemas in vitro, por lo que tal

modificación podrían darse también in vivo,protegiendo de esa manera a otras moléculas. La

apo B de las LDL es susceptible de peroxidación, pudiendo ser la responsable del potencial

antioxidante que poseen las LDL. Se cree que la bilirrubina también actuaría como agente

fisiológico antioxidante (158).

En algunos casos las células tratan de recuperar las proteínas dañadas o los péptidos

defectuosos y restaurar así su función (105).

Muchas de las inactivaciones de las enzimas se producen por desplegamientos de las

mismas (68, 64). Varias proteínas de shock o de estrés, tanto en sus formas constitutivas

como inducibles, son capaces de ayudar a la recuperación de la estructura terciaria de las

proteínas oxidadas. Durante el estrés oxidativo se inducen varias de estas proteínas, no está

claro si su acción protectora es a través de su capacidad de restablecer la estructura espacial

de las proteínas (105,68).

Existen enzimas capaces de reparar modificaciones covalentes en la estructura

primaria; uno de los mecanismos más comunes es la reducción 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

plegarniento de proteínas después de su síntesis) o facilita reacciones de intercambio de

disulfuro con sustratos proteicos inactivos (105,68, 58).

La oxidación de residuos de metionina puede ser revertida; si la oxidación es leve son

suficientes moléculas como el Trolox, en tanto que si la oxidación es más intensa es necesaria

la enzima metionina sulfóxido reductasa. Esta última podría ser muy importante en la

protección contra el estrés oxidativo (157, 105, 58, 68, 154).

El homogento de hígado de rata es capaz de catalizar la destrucción de los peróxidos

de proteína a pH neutro. Cofactores como el glutatión no parecerían tener un efecto

importante en condiciones fisiológicas (154).

>>I.I.VIII.- Degradación de proteínas oxidadas

Las células serían capaces de degradar selectivamente las proteínas oxidadas y/o

dañadas. La degradación selectiva de las proteínas dañadas permitiría evitar su acumulación

y limitaría la extensión del daño durante un estrés oxidativo moderado, actuando como una

segunda línea de defensa antioxidante contra los radicales libres y agentes oxidantes que

amenacen la integridad celular (105,120).

La depleción de reductantes celulares (NADI-I,GSI-I)está a menudo asociada a un

aumento de la proteólisis, probablemente porque habría una disminución de la reparación

del daño (58).
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En la figura 1.1.13 (105) están representados los mecanismos principales que

regularían la degradación de proteínas oxidadas.

Fuentes de
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Figura 1.1.13:Degradación de proteínas oxidadas

Una característica muy importante de las proteínas oxidadas es que pueden

acumularse formando productos que podrían ser parte del problema de la oxidación de

proteínas, contribuyendo a ciertos estados de enfermedad y envejecimiento (105,92).

Se ha sugerido que un aumento en la degradación de proteínas oxidadas podría ser

una función normal de los sistemas de proteólisis intracelulares, en tanto que la inhabilidad

para degradar proteínas muy oxidadas (con la consiguiente acumulación) puede llevar a

estados de enfermedad y envejecimiento (92).

> I.I.VIII.1.-Sistemas de degradación de proteínas oxidadas

El proteosoma 208 sería el principal sistema de degradación de proteínas oxidadas; se

ha determinado que el 70-80%de las proteínas oxidadas son removidas selectivamente por

dicho complejo (92, 105). Este sistema no requiere ATP (de hecho dicha degradación está

levemente inhibida en presencia de ATP) ni que las proteínas esten ubiquitinadas. Si se

inmunoprecipita el complejo 208 se inhibe casi completamente la proteólisis de proteínas

oxidadas inducida por H202 en extractos libres de célula de Clon 9 de hígado o células de

erih'oleucemia K562de humano (105,92).

Algunas proteínas oxidadas requieren ATP para poder ser degradadas, se cree que el

ATP sería necesario para la activación del sustrato; por ejemplo, para su despliegue. Algunas

proteínas requieren del complejo 268 para su degradación, por ejemplo, las proteínas

fotooxidadas de las lentes oculares (causantes de la formación de cataratas) (105).
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Existen muy pocos estudios sobre el destino de las proteínas de membrana oxidadas.

Se cree que las que poseen un dominio hidrofílico podrían ser degradadas por proteasas

hidrosolubles citoplasmáticas o de la organela correspondiente (en o cerca de la superficie de

la membrana). Podrían existir también proteasas de membrana integrales o unidas a la

membrana (105).

Ha sido demostrada la existencia de una proteasa que degrada proteínas oxidadas en

reticulo endoplásrnico, la cual es sensible a las condiciones de oxidación/ degradación. En

mitocondrias por tratamiento con agentes generadores de radicales libres o por el transporte

normal de electrones se produce un aumento de la proteólisis (105). También ha sido

determinada la presencia del proteosoma en el núcleo (143).

No se sabe mucho acerca de la degradación de las proteínas extracelulares oxidadas,

las cuales deben ser endocitadas y transportadas al citosol o a los lisosomas para su

degradación, siendo normalmente la endocitosis el paso limitante (105,159,64).

Los rnacrófagos y las células sinusoidales hepáticas poseen receptores que detectan

las proteínas extracelulares oxidadas. Se han identificado dos clases de receptores, uno para

los aductos con malondialdehído en las LDL y el otro para los aductos con glucosa; estos

últimos estarían relacionados con la endocitosis de productos finales avanzados de la

glicosilación (AGE) formados in vivo, también reconocerían un número de conjugados

aldehídos alifáticos-proteínas sinteüzados (por ejemplo albúmina modificada con MDA y

también con formaldehído, glicolaldehído, gliceraldehído o propionaldehído, pero no por

aldehídos aromáticos) (118, 105, 85, 60).

No se conocen los factores que regulan la actividad de las proteasas multicatalíticas y

de otras proteasas que degradan las proteínas oxidadas (105,92).

> LI.VIII.2.-Factores que afectan la proteólisis de proteínas

La oxidación de unos pocos aminoácidos de una proteína la hace más susceptible a la

proteólisis (105,92, 64). Esto se debería fundamentalmente a la alteración de la proteína y no

a la modificación de los sistemas de degradación (92). Las proteínas oxidadas son más

hidrofóbicas. Se cree que la oxidación produce la exposición de residuos hidrofóbicos ocultos

por la estructura terciaria y cuaternaria (105,92, 147, 90, 37).

Inicialmente, cuanto más oxidada esté una proteína más susceptible sería a la

proteólisis; llegado un punto esto se revierte y es más resistente a la proteólisis al aumentar

el estado de oxidación de la proteína. Esto sería debido a que las proteínas muy oxidadas

estarían muy entrelazadas por enlaces covalentes formando agregados que serían sustratos

pobres para el proteosoma (105,159, 92).
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)> I.I.IX.- Acumulación de proteínas oxidadas

La acumulación de proteínas oxidadas podría deberse a que la velocidad de

formación de proteínas oxidadas es mayor que la velocidad de degradación o a que los

productos oxidados están tan alterados que las proteasas no son capaces de degradarlos. Se

formarían agregados de proteínas y/ o proteínas y lípidos, en los cuales las proteínas podrían

estar unidas covalentemente (por puentes disulfuro y otros tipos de enlaces) o no

covalentemente (105, 67, 118). Una causa de acumulación de proteínas carboniladas (ya sea

por una sustancia tóxica o durante el envejecimiento) podría ser el daño a las proteasas

encargadas de degradarlas, con lo que disminuiría la capacidad de las células de degradar

las proteínas oxidadas. Se ha observado la disminución de la actividad de proteasas neutras

con el envejecimiento en varios tejidos de varias especies, incluyendo la humana (90).

La acumulación de proteínas alteradas podría ser dañina por poseer especies

reactivas capaces de alterar a otras biomoléculas o por impedir el funcionamiento de un

determinado órgano (por ejemplo, la cataratogénesis en las lentes oculares) (58,154,144,64).

Sin embargo, la acumulación de proteínas alteradas en otros casos podría ser una

forma de protección, una manera de "aislar" productos que de otra forma podrían resultar

tóxicos para la célula. Se acumularían como macromoléculas en el sistema vacuolar

(endosomas, lisosomas, etc.) (58, 154, 144, 64).

>>I.I.X.- Oxídación de proteínas en situaciones fisiológicas y patológicas

La formación de proteínas alteradas ha sido determinada en muchas situaciones

celulares, tanto normales como patológicas. Las alteraciones químicas que se han detectado

se corresponderían con los mecanismos indicados anteriormente; en muchos casos se ha

empleado la detección de la formación de carbonilos como indicador de la alteración.

Niveles bajos pero detectables de proteínas oxidadas están presentes en las células
normales saludables. Se asocia un aumento de la oxidación con una disminución de la

actividad específica y con la alteración de la labilidad al calor de las enzimas (160).

Se formarían proteínas oxidadas en situaciones normales como la apoptosis, o

durante el "estallido respiratorio” de macrófagos y neutrófilos, los cuales generarían especies

reactivas de oxígeno y HClO para atacar a bacteria. Este mismo mecanismo sería causante de

enfermedades desmielinizantes, artritis y otras inflamaciones crónicas (68,119,120).

También se oxidarían proteínas en la marcación para su recambio y en la degradación

de las mitocondrias durante la maduración de los reticulocitos (119,68, 67)

Se ha detectado la formación de proteínas oxidadas en el envejecimiento, la cual se
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cree que estaría involucrado en el mismo. Así, se ha determinado un aumento del contenido

de grupos carbonilos en proteínas al aumentar la edad del donante en fibroblastos humanos,

lentes oculares humanas (existe un aumento pequeño 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 síndrome de Werner o la progenia, el

contenido de proteínas oxidadas de los fibroblastos es similar al de una persona normal de

70-80 años (67, 120, 58, 68).

En proteínas de larga duración de tejidos especializados como el ojo se ha

determinado la acumulación de productos de oxidación (como dopa, ditirosina, hidróxidos

de valina, leucina, cisteína y metionina) así como la formación de grupos carbonilos).

También existe en los animales viejos una acumulación de "pigmentos de la edad” como

lipofuscina (68).

La exposición 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 hígado de ratones expuestos a etanol, etc. (67,144).

Se ha determinado el aumento de grupos carbonilo de proteínas en la enfermedad de

Alzehimer (también de malondialdehjdo). En la aterosclerosis (donde estarían involucradas

las LDL)aldehídos y lípidos oxidados causarían reacciones de fragmentación, interuniones y

modificación de residuos de aminoácidos (histidina, lisina, prolina). No se ha diferenciado

entre la contribución de la oxidación directa de la proteína y la proveniente de la

peroxidación de lípidos (68, 58, 120, 154, 66).

El humo de cigarrillo causa la formación de grupos carbonilos y la oxidación de

grupos sulfhidrilo de proteínas plasmáticas. Lo mismo sucede en la distrofia muscular

hereditaria en pollos (122,97).

En la pancreatitis inducida en ratas por infusión con taurocolato al 5%se produce una

depleción de grupos sulfhidrilo (123).



L].- HOMEOSTASIS CÁLCICA

> I.].I.- Introducción

La regulación de la concentración intracelular de calcio es fundamental para muchos

procesos metabólicos y funcionales, por lo que en condiciones fisiológicas normales existe un

estricto control de los niveles de calcio intracelulares. El calcio actúa como mensajero

intracelular en una amplia gama de respuestas celulares, entre las que se puede destacar la

activación de enzimas, la secreción de hormonas, la proliferación celular, la motilidad de

células musculares, etc. (161, 124, 2, 162).

La alteración de la homeostasis cálcica puede causar injuria celular irreversible en

células y tejidos por activación de mecanismos citotóxicos. El aumento de calcio intracelular

podría estar involucrado tanto en la apoptosis como en la necrosis químicamente inducida

(163, 4, 2).

La homeostasis cálcicapuede verse alterada en muchas situaciones, por ejemplo, en la

acción de muchos xenobióticos citotóxicos (cianuro, metales, solventes, pesticidas), el estrés

oxidativo, la toxicidad de radicales libres de oxígeno, etc.. Sin embargo, sólo en unos pocos

casos existe una conexión identificada enh'e la toxicidad de una sustancia química o un

evento de estrés oxidativo y el cambio en la concentración de calcio (163,4).

La alteración del contenido de calcio no siempre es sinónimo de muerte celular.

Algunas formas de insulto subtóxico causarían incrementos de calcio que activarían sistemas

celulares, los que serían protectores de por sí o por ser responsables de la inactivación o

eliminación de la sustancia tóxica (4). Así, incrementos de calcio pueden activar a genes

como c-fos y c-myc, (asociados con la división celular), así como de hsp 70 (108,162).

>>I.].II.- Niveles intracelulares de calcio

La concentración de calcio en el citosol de cualquier célula no estimulada es entre 0,05

y 0,2 uM; aún cuando la célula esté activada por el influjo de calcio, su concentración no

supera 0,6 pM. Los niveles extracelulares de calcio son cuatro órdenes de magnitud superior

(aproximadamente 1,3 mM). Esta diferencia de concentraciones, asi como el sentido de la

polarización de la membrana plasmática (interior más 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 señalización; una señal adecuada pemiite 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 citosólico son (163, 4, 1, 3, 124, 162,

69):

.- receptores hormonales en la membrana plasmática,

.- receptores presentes en el reticulo endoplásmico y en el núcleo que responden a
segundos mensajeros como IP3(inositol 1,4,5- trifosfato),

.- estímulos que causan la liberación del calcio de proteínas que lo unen en el citosol,

.- sistemas acoplados con la enüada de protones o sodio a la mitocondria.

Los sistemas que permiten la disminución de la concentración de calcio en el citosol

son (163, 4, 1, 124):

.- Ca” - ATPasa de la membrana plasmática,

.- Ca” - ATPasa del reticulo endoplásmico,

.- proteínas citosólicas que se unen al calcio (calmodulina, calsecuestrina, calreticulina),

.- Ca” - ATPasa mitocondrial (situada en la membrana interna mitocondrial).

En la figura 1.].1(163)se representan estos sistemas.
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Figura 1.].1:Regulación de la homeostasis cálcica

Los mecanismos de regulación de la homeostasis cálcica de células musculares y

nerviosas no son considerados aquí.

Los principales sistemas de entrada de calcio al citosol serían los canales presentes en

la membrana plasmática 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 dramáticamente la concentración de calcio en ese lugar, lo que resulta en la

activación de mecanismos celulares sensibles a calcio (124,102, 3, 69).

Se considera que los principales sistemas de disminución de la concentración de
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calcio citosólico son las bombas de calcio de la membrana plasmática y del retículo

endoplásrnico (ATPasas ya que para sacar el calcio del citosol utilizan la energía de la

hidrólisis del ATP) (124, 102).

Cuando la célula está dañada y no puede extraer calcio del citosol en forma eficiente,

la concentración 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).

>>I.I.III.- Lugares intracelulares de almacenamiento de calcio

Retículo endoplásmico: El retículo endoplásmico es el principal lugar de

almacenamiento intracelular de calcio en condiciones fisiológicas normales; funciona como

una reserva de calcio importante y fácilmente utilizable. Existiría una alta concentración de

proteínasde uniónde calcioen el lumendel REque su almacenamiento(163,
124, 3, 114).

El RE se carga de calcio por medio de la calcio ATPasa o bomba de calcio y se vacía

de calcio por dos canales operados por ligandos, uno sensible a IP3y el oh'o sensible a calcio,

al alcaloide rianodina y tal vez a la ADP-ribosa cíclica.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 rnitocondrial, la cual utiliza la energía del gradiente

electroquímico de protones generado en la fosforilación oxidativa para transportar el calcio

desde citosol hacia la rnitocondria, 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, sólo se produce el almacenamiento de calcio en las

mitocondrias cuando los niveles de calcio citosólico aumentan muy por encima de los niveles

normales. Este almacenamiento sería un sistema de seguridad para las células dañadas. Si el

calcio citosólico 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 depleción de ATP. Esto hace aún más comprometida la alteración de la

homeostasis cálcicaya que se suma la falta de energía que podría ayudar a compensar dicha

sobrecarga (163).

Núcleos: Existen muchos indicios de que los núcleos serían capaces de regular su
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concentración interna de calcio. Estudios recientes han determinado que los núcleos poseen

un sistema de toma de calcio que es responsable de la acumulación intranuclear de calcio y

que el calcio del núcleo 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 endoplásmico (161,163, 162).

>>I.].IV.- Mecanismos de regulación de concentración de calcio intracelular

Distintas señales hormonales causan un aumento del calcio citosólico, principalmente

vía el mecanismo que utiliza inositol 1,4,5-trifosfato como segundo mensajero, el cual sería el

principal sistema regulador de la liberación al citosol de calcio en el hígado (106).

Como se puede ver en el gráfico 1.].2 (163 con modificaciones), la unión de un

agonista a su receptor (Rc)estimula una serie de mecanismos que culminan con la formación

de dos segundos mensajeros, el inositol 1,4,5-trifosfato y el diacilglicerol (DAG). El IP3se une

a receptores especificos y estimula la liberación de calcio de lugares de almacenamiento no

mitocondriales (reticulo endoplásmico, núcleo), mientras que el diacilglicerol es un potente

activador de la proteína quinasa C (que fosforila en serina o treonina), regulando de esta

manera la actividad de varias proteínas de la célula blanco, por ejemplo, proteínas que

causan la activación de la transcripción de genes (163,106, 109, 124).

l
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Figura 1.].2:Regulación del calcio citosólico por señales hormonales

Tanto los canales activados por IP3como los activados por rianodina están regulados

por retroalimentación positiva (el calcio liberado puede unirse a ellos causando la liberación

de más calcio), provocando que el aumento de calcio citosólico ocurra de una manera

repentina, una respuesta de todo o nada (124).

El calcio es un regulador de la permeabilidad de la membrana plasmática. La

movilización de calcio de lugares de almacenamiento intracelulares muchas veces va seguida

de un aumento de la entrada de calcio a la célula, posiblemente vía la liberación o

fosforilación de un factor de entrada de calcio recientemente identificado (CIF,calcium influx

factor). Esto permitiría explicar que eventos reversibles tempranos de la injuria compartan
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características comunes con los efectos producidos por la unión de factores de

crecimiento/ hormonas con receptores, en ambos casos se produce la proliferación,

regeneración y diferenciación celular (164,162).

La respuesta inicial de aumento de calcio finalizaría por dos mecanismos: el IP3 es

rápidamente desfosforilado (y así inactivado) mediante fosfatasas específicas y el calcio del

citosol es rápidamente 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 proteínas,

fosfolípidos y ácidos nucleicos. Gran parte del daño causado por el aumento de calcio podría

ser explicado por la activación de fosfolipasas (A2y C), proteasas activadas por calcio y por"! _

alteración de componentes del citoesqueleto (162,163).

Proteasas activadas por calcio: El calcio activa varias proteasas cuyo pH óptimo ' '

neutro (calpaínas), localizadas principalmente en el compartimento soluble citosólico. Este
sistema proteolítico tendría un papel crítico en el proceso de toxicidad general ya podrían; _'

por ejemplo, liberar metales unidos a proteínas, degradar específicamente una gran variedad";
de factores de transcripción, etc..Si se inhiben las proteasas se previene o reduce la extensión

de la proteólisis y la muerte celular inducida por aumento de calcio (112,163,3, 14).

Fosfolipasas: Varias fosfolipasas son dependientes de calcio y tienen importantes

roles fisiológicos, por ejemplo, la fosfolipasa C antes indicada (163).

Otro grupo de fosfolipasas dependientes de calcio son las llamadas fosfolipasas A2,

capaces de liberar los ácidos grasos de las membranas peroxidadas, participando así en la

detoxificación de hidroperóxidos de fosfolípidos (163,4).

La activación desmedida de las fosfolipasas A2puede producir una extensa ruptura

de membranas y generar metabolitos tóxicos. Se ha detectado la activación de la fosfolipasa

A2 dependiente de calcio en la isquemia-reperfusión del corazón, la anoxia, etc.. La

activación de la fosfolipasa A2ha sido asociada con la citotoxicidad del CC14(163,4).

Endonucleasas: La actividad de endonucleasa está asociada al clivaje de la cromatina.

La ruptura de cadenas simples de ADN en células expuestas a estrés oxidativo así como a la

acción tóxica de algunas drogas anticancerígenas serían debidas a la acción de una

endonucleasa dependiente de calcio y magnesio presente en el núcleo hepático (163,4).

Citoesqueleto: Muchas de las proteínas que se unen con el citoesqueleto requieren

calcio para poder interactuar con el mismo (163).

El calcio juega un papel preponderante en la aparición de protrusiones transitorias
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(llamadas blebs) en la membrana plasmática en condiciones fisiológicas, por ejemplo, en la

aparición de seudópodos en la activación de plaquetas (163).La formación de blebs ha sido

también determinada en condiciones patológicas como el estrés oxidativo causado por

diarnida, menadiona o CCL;(163).

Inhibiendo el mecanismo de proteólisis iniciado por calcio se puede inhibir la

formación de blebs en la membrana plasmática causada por agentes tóxicos, por lo que se

cree que proteínas del citoesqueleto o proteínas que anclan al citoesqueleto serían

degradadas por las proteasas dependientes de calcio (163,4).

Las calpainas actúan como mediadoras de señales por calcio y pueden activar o

modificar a otras proteínas, incluidas las del citoesqueleto y proteínas quinasas. La activación

de proteasas dependientes de calcio contribuye a la desestabilización del citoesqueleto,

activación de fosfolipasas, pudiendo también inactivar la Ca++-ATPasade la membrana

plasmática (162).

>>I.I.VI.- Relación entre el calcio citosólico y los tioles proteicos

Muchas de las proteinas que componen los sistemas de regulación de calcio son

sulfhidrílicas, por lo que la alteración de un grupo pequeño pero crítico de tioles podría

causar un daño irreversible a la célula al alterar su capacidad de regulación de la

concentración de calcio intracelular. Esta alteración va acompañada de un aumento del calcio

citosólico capaz de activar sistemas proteolíticos y de hidrólisis de fosfolípidos (106,116).

Tanto la bomba como los canales de calcio del reticulo endoplásmico son proteínas

sulfhidrílicas. La bomba de calcio funciona cuando sus grupos sulfhidrilos están reducidos,

en tanto que los canales de calcio operan cuando sus grupos tiólicos están en estado oxidado.

Por lo tanto, ambos responderían al estado redox celular, siendo muy dependientes de la

disponibilidad de equivalentes de reducción NADH y NADPI-I (114,106, 116).
Las concentraciones altas de calcio en las rnitocondrias estimulan la formación de

poros no específicos en la membrana interna rnitocondrial, en lo cual estaría involucrada la

oxidación de grupos tioles de proteínas. Sustancias que causan la formación de especies

reactivas de oxígeno, por ejemplo diamida, también causan la formación de este tipo de

poros (117).
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I.K.- EFECTOS DELTETRACLORURODE CARBONO

En el capítulo correspondiente a las características generales del CCL;se describieron

sus propiedades y las formas de activación del mismo. En esta sección se reseñan los efectos

que el tóxico causa sobre los seres vivos.

I.KJ.- Erzcros DELCCI. ENORGANISMOS

En esta parte se consideran brevemente los efectos producidos por el CCl4sobre los

seres vivos, sin describir las alteraciones bioquímicas que llevan a ellos.

>>I.K.I.1.- Patologías que produce el CCI;

El efecto principal del CCh es en el hígado, siendo la patología que produce diferente

de acuerdo a sí la exposición es aguda o crónica (14,79, 11).

> I.K.I.1.1.- Efecto agudo

Necrosishepática:El CC14causa la muerte de los hepatocitos, principalmente los de la

zona cenh'olobulillar (pese a que la mayor concenh'ación es a nivel portal), debido a que allí

se encuentran los componentes críticos para su biotransformación (14, 70). Algunos de los

mecanismos por los cuales el CC14podría producir la muerte celular serán tratados más
adelante.

Hígado graso: El CCl4 causa la acumulación de lípidos en el hígado, en lo cual

intervendrían varios factores, cada uno en una medida y secuencia distinta (14,79).

Así, este tóxico causa una disminución en la secreción de lipoproteínas que se

correlaciona con la acumulación de triglicéridos. La inhibición de la síntesis de la

apoproteína no sería la causante de este efecto, sino que la unión covalente de metabolitos

reactivos del CCl4a la apolipoproteína impediría de alguna manera el proceso de secreción.

Los lípidos extrahepáticos no tendrían un papel preponderante en la formación de hígado

graso (14, 79, 165).

> I.K.I.1.2.- Efecto crónico

Cirrosis hepática:El CC14aplicado en forma repetida produce cirrosis hepática, por lo que se

lo utiliza como modelo de esta patología. La misma sería producida por una repetida

101



INTRODUCCIÓN

necrosis hepática, la cual produciría un desbalance entre la síntesis/ deposición y

degradación del colágeno, a favor de lo primero (14,17, 166).

Cáncer hepático: Ha sido determinado que el CCL; es carcinogénico para algunas

especies; dentro de una misma especie (por ejemplo rata, ratón) puede serlo para unas cepas

pero no para otras (14, 11). Se cree que este tóxico actuaría como un carcinógeno no

genotóxico (11).

>>I.K.I.2.- Efectos observados en la intoxicación por CCI; en humanos

Los efectos del CCl4en humanos son fundamentalmente hepáticos, aunque también

se han reportado efectos en riñones y sistema nervioso central (14, 11). La depresión del

sistema nervioso central es el síntoma más evidente, pero rara vez es la causa de muerte (11).

Cuando el uso del CCl4en el hogar y en la industria aún era común, la exposición por

inhalación resultó en un considerable número de muertes; sin embargo, las concentraciones

causantes de muerte normalmente no fueron estimadas (11).

Las interacciones en el ámbito laboral con otras sustancias son importantes, personas

que trabajan al mismo tiempo con alcoholes o que son alcohólicas resultan ser mucho más

susceptibles a la intoxicación por CCl4.Se han reportado muertes debidas a la interacción

isopropanol-CCL, así como accidentes con extinguidores con CCL;en los que sólo resultaron

afectados los trabajadores consumidores habituales de alcohol (11,53, 167).

Se han informado tres casos en humanos de desarrollo de cáncer hepático luego de

varios años de exposición a CCL;(14, 11).

Tanto al IARC (International Agency for Research on Cancer) como la EPA

(Environmental Protection Agency, USA) lo consideran un probable carcinógeno en

humanos (14, 11). Como se indicó anteriormente, la legislación argentina lo considera un

probable carcinógeno (71).

102



Immnucaán
I.KJI.- CARACTERÍSTICASun. DAÑOCAUSADOPOR CCI.

En esta sección se analizan las alteraciones bioquímicas que podrían ser causantes de
la toxicidad del CCl4.

I.KJIJ.- ASPECTOSGENERALESDELAINI OXICACIÓNPOR CCM

En este apartado se consideran las características generales de la intoxicación por

CC14,sin detenerse en los aspectos bioquímicos que las puedan causar, los cuales serán

considerados posteriormente.

)> I.K.II.1.1.-Posibles causas dela necrosis hepática producida por el CCl4

El propósito de este Trabajo de Tesis fue el de estudiar algunos de los eventos

tempranos en la intoxicación por CCl4 asociados con proteínas que pudieran llevar a la
muerte celular.

La muerte celular por CCl4sería causada por una secuencia de eventos característicos

de esta intoxicación. En el gráfico I.K.1 (14) se describen las características generales de la

intoxicación por CCh, teniendo en cuenta los posibles lugares de daño subcelulares y las

consecuencias que los mismos podrían tener.
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Figura I.K.1:Posibles causas de la necrosis hepática producida por el CCL;

En líneas generales, el CC14sería activado a sus metabolitos reactivos, los cuales por

reacciones químicas producirían una serie de eventos que causarían alteraciones en las

funciones celulares, pudiendo culminar en la muerte de la célula. Así, se ha determinado que

el CCl4causa la alteración de la síntesis de proteínas, la peroxidación de lípidos y el aumento

del calcio citosólico. Se considera que este último efecto sería el causante de la muerte celular
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(14, 11, 69, 6).

A continuación se describen en más detalle algunos de los efectos del CCl4.

> I.K.II.1.2.-Secuencia temporal

Como se indicó anteriormente, una de las características que penniten el uso del CCl4

como sistema modelo es el hecho de que la secuencia temporal de eventos en la intoxicación

es conocida. La muerte de los hepatocitos no es rápida, de hecho las células tardan varias

horas en morir (3, 6).

El primer lugar donde se detectan alteraciones es en el reticulo endoplásmico de las

células hepáticas, observándose la dilatación de las membranas tanto del RE liso como del

rugoso. En el reticulo endoplásmico rugoso ya a los 10 minutos de intoxicación se observa la

separación y disociación de los polisomas asociados, siendo ambas máximas a los 40 minutos

de intoxicación. Se produce al mismo tiempo la alteración de la síntesis de proteínas.

A las 2 horas de intoxicación 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

intoxicación, la estructura del RE está muy afectada. Se observa además la dilatación 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

rnitocondrias y los peroxisomas aparecen normales. A las 3-4 h la membrana plasmática

comienza a perder selecfividad, con lo cual se produce la entrada de calcio; las rnitocondrias

comienzan a acumular calcio, sin observarse que las mismas estén alteradas (14,79,3).

A las 6 horas de la administración del CCh se puede determinar una intensa

alteración de los hepatocitos ubicados en la zona centrolobulillar. Se evidencia la disrupción

de la membrana plasmática y una severa acumulación de calcio intracelular. Se produce la

activación de los lisosomas. A ese tiempo la mayoría de la unión covalente y de la

peroxidación de lípidos ya ocurrió; varios hepatocitos han muerto o van a morir

irremediablemente (14, 69, 6, 3, 79).

Siguen incrementándose los efectos producidos en núcleos, RE, y Golgi. Las

alteraciones observadas en los núcleos ya no son sólo en la membrana perinuclear sino

también en los poros y en el contenido nuclear (3, 79, 14).

La separación de los polisomas de la membrana del RE es más intensa a las 6 horas,

presentando pocas zonas con ribosomas unidos (14).

Esta alteración progresiva de distintas organelas ha sido denominada "propagación
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de daño” (77).

A las 10-12 h de intoxicación los efectos ya mencionados en núcleos, ER y Golgi

siguen aumentando. Además comienzan a estar afectadas las mitocondrias, las cuales

aparecen dilatadas y con las crestas mitocondriales rotas. A las 12 horas la fosforilación

oxidativa mitocondrial está completamente desacoplada; pese a esto las rnitocondrias

continúan acumulando calcio en forma dependiente de ATP (3, 79).

A las 24 horas las alteraciones involucran a toda la célula, siendo máxima la necrosis

(14, 3).

Si la dosis de CCl4no fue mortal, a las 72 h se observa la recuperación del hígado,

habiendo procedido la regeneración de los hepatocitos de una manera altamente orquestada

(69).

> I.K.II.1.2.1.-Etapas en la intoxicación por CCl4

Se definen dos etapas en la intoxicación por CCl4en función de las alteraciones recién

indicadas y de la posibilidad de recuperación de las células dañadas: una etapa temprana y

una tardía. En la etapa temprana, si de alguna manera se interrumpe la exposición al tóxico

las células tarde o temprano se recuperan. La etapa tardía es posterior al denominado "punto

de no retorno" a partir del cual la célula no se puede recuperar pese a que se reüre la causa

del daño, produciéndose irremediablemente la muerte celular. Este es un concepto general,

aplicable a muchas sustancias tóxicas (14,3).

Etapa temprana:En el caso del CC14esta etapa incluye la biotransfonnación a 'CCla, su

pasaje a CC1302', las interacciones covalente y los procesos de peroxidación de lípidos. En

esta etapa la mayor parte de los efectos ocurren en el retículo endoplásmico debido a su

mayor concentración de citocromo P450 y a que los metabolitos reactivos por su alta

reactividad reaccionarían en las inmediaciones del lugar en el que se generaron. Esta etapa se

extiende hasta aproximadamente las 6 horas de intoxicación (1,3).

Etapa tardía: Se inicia esta etapa con la perturbación de la homeostasis cálcica y la

disminución significativa o la cesación de la peroxidación lipídica y de las interacciones

covalentes (1, 3).

La etapa tardía es similar a la causada por varias sustancias tóxicas, por ejemplo,

paracetamol, bromobenceno, diquat, aloxano, vanadato, cloroformo, etc. Otras alteraciones

fisiológicas llevan también a una muerte celular con características similares, por ejemplo,

por anoxia, isquemia o daños virales en células hepáticas (1).
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Se tratan en este apartado las alteraciones bioquímicas que se consideran asociadas al

daño causado por los metabolitos reactivos del CCl4.

“0111.- UNIÓNcomth

>>I.K.III.1.1.- Introducción

La unión covalente (UC) de metabolitos reactivos de muchos xenobióticos (por

ejemplo bromobenceno y acetarninofeno en roedores) a macromoléculas ha sido indicada

como causante de muerte celular. Al mismo tiempo se considera que la UC podría tener un

rol protector al secuestrar o inactiva: electrófilos reactivos y por alertar a la célula de la

presencia de un exceso de electrófilos. Se acepta actualmente que la UC podría intervenir

directamente en las funciones de algunas proteínas y en la alteración de la anfigenicidad de

otras (72, 168).

En el caso del CCl4se ha determinado la unión covalente a lípidos, proteínas, ácidos

nucleicos y piridin nucleótidos (73, 10, 168, 54). Esta unión ocurre muy temprano en la

intoxicación por CCl4, pudiendo detectarse la unión de derivados del CCl4 a lípidos y

proteínas hepáticas a los 5 minutos. La unión a lípidos es mayor que a proteínas (10,14,55).

El metabolito reactivo del CCL;que causaría la unión covalente es el °CC13,en tanto

que CCbOz' causaría predominantemente peroxidación de lípidos. Esto se deduciría del

hecho de que en muy bajas concentraciones de oxígeno (en las cuales se forma casi

exclusivamente ‘CC13)se favorece la UC y se inhibe la peroxidación de lípidos (80, 14, 54, 55).

La UC sería un componente importante de los mecanismos de toxicidad del CCl4;así,

participaría en la inhibición del citocromo P450,en la destrucción de la glucosa 6-fosfatasa y

en la inhibición de la secreción de lipoproteínas (10,54, 65, 3).

>>I.K.III.1.2.- Unión covalente a lípidos

La unión de los metabolitos reactivos del CCl4a lípidos se da preferentemente a los

del reticulo endoplásmico (más a lípidos del liso que del rugoso) (73, 10). En una menor

medida se produce la UC a lípidos mitocondriales (1/4 a 1/7 menor) (10, 14). También se

produce la UC a lípidos nucleares (169,10).

Se ha determinado la UC a triglicéridos, ácidos grasos, ésteres de colesterol y

fosfolípidos, siendo más importante la unión a estos últimos (fundamentalmente a
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fosfatidilcolina). Los blancos principales entre los ácidos grasos poliinsaturados serían los

ácidos araquidónico y linolénico (10).

La UC a lípidos sería sobre sus dobles ligaduras, pudiendo ser seguida de uniones

con moléculas vecinas. La UC modificaría la polaridad de las moléculas (el grupo ‘CClao un

Cl causaría un aumento de la polaridad), alterando así la estructura de las membranas (124,

10).

>>I.K.III.1.3.- Unión covalente a proteínas

Los metabolitos reactivos del CC14se unen covalentemente a proteínas del retículo

endoplásmico liso y rugoso, así como a proteínas de las rnitocondrias (77) y del núcleo (169,

170). En el caso de las proteínas nucleares se ha determinado la unión a proteínas solubles,

de la membrana nuclear y a ribonucleoproteínas acídicas e histonas (169,11, 170).

También ha sido demostrada la unión a proteínas ribosomales, tanto de ribosomas

unidos al REcomo de ribosomas libres, siendo la marca mayor en el primer caso (73).

Se cree que la unión a proteínas se podría producir a través del grupo amjno e de la

lisina o a la cisteína o metionina de proteínas (10).

>>I.K.III.1.4.- Unión covalente a ácidos nucleicos

Se ha podido detectar una UC pequeña pero significativa a ADN de ratón y de rata

(menor en rata), tanto in vivo como in vitro (10, 169, 73, 170).

Por otra parte, el 'CC13interactúa con las cuatro bases de ADN en distintos sistemas

de ensayo, principalmente con G y A, dando más de 20 aductos (10,169,171-174).

>>I.K.III.1.5.- Unión covalente a nucleótidos

Se ha determinado la unión covalente a nucleótidos, exclusivamente a los de piridina

reducido (NADH o NADPI-I), lo cual podría tener relación con la rápida depleción del

NADPl-I en la intoxicación por CCl4 (14).
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>>I.K.III.2.1.- Introducción

Los metabolitos reactivos del CCl4son capaces de causar la peroxidación de lípidos

hepáticos (44, 55, 70).

Se oxidarían los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) produciéndose peróxidos e

hidroperóxidos de lípidos, sus radicales respectivos y los productos de sus degradaciones

como ser 4-hidroxinonenal y malondialdehído (3,80).

La peroxidación de lípidos, al igual que la unión covalente, ocurre temprano en la

intoxicación por CC14;se observa a los 5 minutos o menos, alcanzando su valor máximo a los

15 minutos (11, 7).

Se considera que el principal iniciador de la peroxidación de lípidos es el radical

CClaOz'debido a que para que ocurra la peroxidación de lípidos es necesaria la presencia de

oxígeno. La baja presión de oxígeno de la región centrolobulillar favorecería la peroxidación

de lípidos al favorecer la activación del CCl4.Por otra parte, el oxígeno es necesario para la

etapa de propagación de la peroxidación de lípidos, por lo que la peroxidación máxima sería

un compromiso entre la activación del CC14y la propagación de la peroxidación (14, 42, 79,

80).

La peroxidación de lípidos por CCl4se produce tanto in vivocomo in vitro, lo cual ha

sido determinado por distintas técnicas: producción de malondialdehído, formación de

dienos conjugados con absorción característica a 233 nm o generación de etano-pentano (74,

54, 69).

Varios de los efectos causados por el CC14en enzimas han sido reproducidos por

productos dela peroxidación de lípidos (44).

La concentración de HNE en suero está significativamente aumentada en ratas

intoxicadas por CC14(88).

La unión covalente produciría daño en las cercanías del lugar donde se generan los

metabolitos reactivos, en tanto que la PL produce sustancias tóxicas como el 4­

hidroxialquenal y otros aldehídos, capaces de alejarse y producir la acción tóxica en regiones

distantes (14).

>>I.K.III.2.2.- Peroxidación de lípidos en el reticulo endoplásmico

El CCl4causa la peroxidación de lípidos 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 peroxidación de lípidos causada por el CCL;se producen

hidroxialquenales como el 4-hidroxinonenal y se observa una pérdida de ácidos linoleico,

oleico y araquidónico (69, 10, 73, 85).

>>I.K.III.2.3.- Peroxidación de lípidos en núcleos

Los metabolitos reactivos del CCL;producen la peroxidación de los lípidos nucleares,

principalmente de fosfolípidos y colesterol (14,74, 176).

Este efecto podría afectar la regulación de procesos nucleares. Además, se formarían

productos de oxidación del colesterol semejantes a algunas hormonas, los cuales podrían

estar relacionados con la susceptibilidad a cáncer de ciertas especies. (14).

)> I.K.III.2.4.-Peroxidación de lípidos en mitocondrias

No se ha detectado peroxidación de los lípidos mitocondriales dentro de las seis

primeras horas de intoxicación in vivo, pese a que, como ya se ha mencionado, en dicha

organela se produce la activación del CCL;a sus metabolitos reactivos. Sí se ha determinado

la disminución del contenido de ácido araquidónico a las 24 h de intoxicación (77,76, 3).

>>I.K.III.2.5.-Peroxidación de lípidos por NADPH en sistemas in vitro

Muchos estudios indican que el oxígeno unido al hierro formando el complejo iónico

perferrilo en ciertos citocromos puede servir como sitio de reacción primario para la

iniciación de la peroxidación de lípidos dependiente de NADPH (37,41, 91).

Los sistemas rnicrosomales in vitro en presencia de NADPH y oxígeno tienden a

peroxidarse, aún en ausencia de prooxidantes. Este efecto del NADPH es despreciable a baja

presión de oxígeno. Se produciría la formación de MDA (7,49).

También se produce la peroxidación de lípidos causada por el NADPH en núcleos

(176).
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>>I.K.III.3.1.- Introducción

El CC14afecta la síntesis de proteinas. Se han detectado alteraciones morfológicas en

la maquinaria de síntesis proteica y la disminución de la incorporación de un aminoácido

marcado a proteínas sintetizadas durante la intoxicación (131,14).

>>I.K.III.3.2.- Alteraciones morfológicas

En la intoxicación por CCl4 se observa el despegue de los polisomas unidos a la

membrana del retículo endoplásmico y la ruptura de los polisomas (tanto de los polisomas

libres como de los que estaban unidos a la membrana del RE).Como se indicó anteriormente,

la proporción de ribosomas y polisomas libres en las células hepáticas es muy pequeña (un

20% del total). El resto de los polisomas están unidos a la membrana del RE (131).

Las células más afectadas son las de la zona centrolobulillar, lo que se corresponde

con que sea la zona hepática donde se produce la activación del CCl4(131,69).

El efecto es muy rápido, se empieza a observar la degranulación del retículo

endoplásrnico rugoso a los 10 minutos de intoxicación. A los 40 minutos casi todos los

polisomas están en forma de ribosomas libres (177,79, 7, 69, 178, 179).

Los antioxidantes no previenen la ruptura de los polisomas (10,178).

>>I.K.III.3.3.-Alteración de la incorporación de un aminoácido a proteínas

Las alteraciones morfológicas recién indicadas se corresponden con un descenso de la

actividad de sintesis proteica (14).

En sistemas in vitro se ha detenninado que microsomas y ribosomas de ratas

intoxicadas con CCl4mostraban una marcada disminución de la capacidad de incorporación

de aminoácidos marcados a proteinas con respecto a los controles (180,131, 181, 69).

El efecto del CC14sobre la incorporación de un aminoácido marcado a proteínas es

similar in vivoy en sistemas de síntesis proteica in vitro (sistemas reconstituidos y cortes de

hígado) (182, 131, 10). Así, se ha observado una disminución en la incorporación de un

aminoácido in vivoa proteínas hepáticas y a proteínas plasmáticas sintetizadas en el hígado

(por ejemplo a albúmina y fibrinógeno) (69,182).

El CC14causa alteraciones en la incorporación de leucina marcada a las proteínas

microsomales, mitocondriales y citosólicas de hígado de rata (77).En todos los casos el efecto
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es mayor a la hora de intoxicación, siendo más importante en el caso de las proteínas

microsomales. A las dos horas se observa un comienzo de recuperación de la incorporación

en el caso de las proteínas microsomales pero no en el de las citosólicas y mitocondriales (77).

La incorporación del aminoácido a las proteínas mitocondriales se recupera a las 6

horas de intoxicación, en tanto que la incorporación a las citosólicas y a las microsomales no

se recupera totalmente en ese tiempo (77).

>>I.K.III.3.4.- Efecto del CCI; sobre componentes de la maquinaria de
síntesis proteica

Por ser la síntesis de proteínas un sistema complejo, las alteraciones causadas por el

CCl4podrían suceder en varias de sus múltiples etapas. Se ha estudiado el efecto del CCl4

sobre muchas de dichas etapas.

Así, el CCl4no altera la entrada de aminoácidos al hígado, la reserva de aminoácidos

del hígado ni la liberación de proteínas a la sangre. Tampoco se ven dañados en la

intoxicación por CC14los sistemas de activación y de transferencia de aminoácidos (182).

En la intoxicación por CCL¡no resultan afectados los contenidos de ARN y ADN, así

como tampoco se produce la alteración de la actividad de ARNasa o de la ADN polirnerasa

(177, 182). No se detectó unión a ARN ribosomal in vivo en ratas (178). El daño al ADN

parecería no estar involucrado en el efecto sobre la síntesis de proteínas (183).

En lo referente al mensajero, el CCl4no causa la alteración de los niveles del mismo ni

de su síntesis (182,177).No se encontraron diferencias en la metilación de los poli(A)"mARN

ni en los tARN (180). Estas fracciones parecerían ser funcionales de acuerdo a los

experimentos de translación in vitro de los mARN, lo que sugiere un cap normal del mARN

y una actividad normal de los factores que soportan la síntesis proteica (180).

Se ha determinado la unión covalente de metabolitos reactivos del CC14a proteínas de

ribosomas libres y unidos (73).

Temprano en la intoxicación por CC14se produce una importante reducción de la
metilación al nivel de la 2'-O-ribosa del ARN ribosomal, lo cual llevaría a una disminución

de la capacidad sintética de los ribosomas aislados (180,69). La disminución de la metilación

del rARN no parecería ser causada por una disminución de la metilación nucleolar del pre­

rARN ni en la maduración subsecuente (180,69). Se produce una restauración parcial de la

funcionabilidad de los ribosomas alterados por el CCl4cuando se los incuba en un medio que

permita que sean metilados (180, 69). Se ha sugerido que el aumento transitorio del calcio

causado por CCL;podría activar demetilasas o proteasas que destruyeran metilasas (69).
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>>I.K.III.4.1.- Introducción

El CC14tiene, además del ya indicado de alteración de la síntesis proteica, ou-os

efectos sobres las proteínas, los cuales se indican a continuación.

>>I.K.III.4.2.-Alteración de la variedad de proteínas sintetizadas

En la intoxicación por CCl4 se producen importantes cambios en la variedad de

proteínas celulares (184); en el caso de algunas proteínas se produce un aumento en la

cantidad mientras que se produce una disminución en el caso de otras. También se ha

detectado la formación de proteínas distintas de las normalmente presente. Sorpresivamente

no existen importantes cambios en las proteínas del retículo endoplásmico, aunque hay que

tener en cuenta que en el tipo de ensayo realizado no es posible detectar los citocromos P450

(184).

>>I.K.III.4.3.- Efectos del CCI; sobre aminoácidos

En sistemas in vitro se ha determinado que se produce la unión covalente de

productos del CCL;a muchos aminoácidos (pero no a todos), siendo la marca más intensa

sobre cisteína, tirosina y triptofano (10,185).Se afectan aminoácidos críticos para la célula, lo

que podría resultar en la alteración de las actividades de varias enzimas, por ej. grupos tioles

de varias enzimas: fosfogliceraldehído deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa; residuos

de serina de varias proteasas tal como quimotripsina; residuos de histidina y tirosina de

pepsina, colinesterasa. También se produce la oxidación de la metionina (10).

En sistemas químicos en los que el CCl4 fue activado con peroxido de benzoílo y

empleando el mismo CCl4como solvente, se ha determinado la alteración de los aminoácidos

fenilalanina, tirosina, prolina, hidroxiprolina (14, 186- 189). Se estudió también el efecto del

CCl4sobre el hiptofano, pero no empleando peróxido de benzoílo porque lo descompone

(83).

En todos los casos se detectaron alteraciones de los aminoácidos ensayados, con

formación de iminoderivados en algunos de ellos. La mayoría de las reacciones podrían

haberse originado por abstracción de un hidrógeno, seguida de oxidación y/ o ruptura (14).
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>>I.K.III.5.1.- Introducción

Existe amplia evidencia de que en la intoxicación por CCl4se produce la alteración de

la homeostasis cálcica.Se considera que alteraciones funcionales producidas durante la etapa

temprana de la intoxicación podrían llevar a los desarreglos de la homeostasis cálcica de la

etapa tardía, los cuales serían causantes de la muerte celular (11,79, 6, 1, 14, 65).

Al poco tiempo de intoxicación se produce un aumento transitorio de los niveles de

calcio citosólico, el cual se debería a una redistribución del calcio intracelular. Se recuperan

rápidamente los niveles normales, los que se mantienen hasta la etapa tardía, en la cual se

produce un aumento paulatino pero muy importante del calcio, siendo la acumulación de

calcio mucho mayor que en la primera etapa (69, 79, 72). A las 12 horas de intoxicación la

cantidad total de calcio en el hígado es tres veces la de un hígado normal, en tanto que a las

24 h es 15 veces mayor, luego de lo cual comienzan a recuperarse los niveles normales (164).

>>I.K.III.5.2.-Alteración de los niveles intracelulares de calcio

Como ya ha sido indicado, uno de los primeros lugares afectados en la intoxicación

por CCL;es el reficulo endoplásmico. Los metabolitos reactivos del CCL.causan la inhibición

de la bomba de calcio del retículo endoplásrnico, disminuyendo su capacidad para secuestrar

calcio (1, 14, 69). La bomba de captación de calcio y el sistema de activación del CCL;están

cerca uno del otro en la membrana del RE (116).

La inhibición de la bomba de calcio ya se manifiesta a los 3 minutos de intoxicación,

estando severamente inhibida a los 30 minutos (164).

También se ven afectados en la intoxicación por CCh los canales de calcio del retículo

endoplásrnico dependientes de IP3 y de rianodina, lo cual lleva a una liberación de calcio

hacia el citosol (106, 11).

En esta etapa la bomba de calcio de la membrana plasmática y la de la rnitocondria no

son afectadas. La bomba de calcio de la membrana plasmática se ve afectada en las etapas

tardías, mientras que la de la rnitocondria no se afecta en las primeras 24 h de intoxicación

(79,164).Las rnitocondrias son capaces de acumulan calcio en forma dependiente de ATP ya

que en ese momento no están afectadas (164,79, 72, 69). Cuando la ATPasa de la membrana

plasmática no puede excluir el calcio en la etapa tardía y la capacidad de toma de calcio por

las rnitocondrias no es suficiente para compensarlo comienza a haber un aumento del calcio

citosólico (69).

El calcio que se va acumulando en la rnitocondria termina afectando su
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funcionamiento, inhibiendo la fosforilación oxidativa mitocondria]; la consiguiente falta de

energía causaría que la mitocondria no pudiera acumular más calcio, produciéndose un

aumento muy importante del calcio citosólico. En los últimos estadios de la intoxicación se

produce la liberación de calcio por las rnitocondrias (3).

>>I.K.III.5.3.- Posible relación con sulfhidrilos proteícos

Como se indicó anteriormente, tanto la bomba de calcio como los canales de calcio del

reticulo endoplásmico son proteínas sulfhidrílicas de membrana. La bomba de calcio está

activada cuando sus grupos sulfhidrilo están reducidos en tanto que se produce la apertura

de los canales de calcio cuando sus grupos sulfhidrilo están oxidados (3, 114, 106,116).

Ha sido sugerido que los metabolitos reactivos del CCl4podrían causar la oxidación

de los grupos tioles de las proteínas, lo que causaría la inhibición 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 indicó, la bomba de calcio pese a ser

sulfhidrílica no se ve afectada en la intoxicación por CCl4, lo que coincide con que las

mitocondrias sean funcionales en la toma de calcio hasta tarde en la intoxicación (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 intoxicación por CCh (190).

Por otra parte, compuestos sulfl1idrílicos como glutatión, cistamina,

dietilditiocarbamato protegerían contra una dosis letal de CC14(7).

>>I.K.III.5.4.-Producción de daño por alteración de la homeostasis cálcica

El aumento de calcio citoplasmático produciría procesos degradativos de proteínas,

fosfolípidos y ácidos nucleicos que podrían ser responsables de la muerte celular (3,14, 69).

Se sabe que los metabolitos reactivos del CCh activan a la fosfolipasa A2,lo cual sería

crítico para la toxicidad del CCh (79,54). También es activada por los metabolitos del CCl4la

fosfolipasa C (79), la cual juega un papel importante en el control de la división y la

proliferación celular así como en muchas otras funciones celulares (85).Tanto la fosfolipasa

A2como la C participarían, entre otras cosas, en la degradación irreversible de la membrana

plasmática, lo que explicaría la pérdida de la selectividad de la membrana plasmática hacia

el calcio pese a no estar afectada su bomba de calcio. El que la fosfolipasa A2esté involucrada

en la degeneración de la membrana plasmática se correlaciona con que la pérdida de su
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funcionalidad se corresponda con el aumento de los lisofosfátidos (productos de la acción de

la fosfolipasa A2)y no con la peroxidación de lípidos (que sucedería previamente) (79).

Como se indicó anteriormente, la acumulación de calcio es dañina para la

mitocondria, provoca el desacople de la fosforilación oxidativa, causando así la disminución

del ATP y la muerte celular. Esto podría causar una falla energética, que llevaría a la necrosis

hepática. También cooperaría la liberación de enzimas lisosomales (3).

Se observan también alteraciones en los niveles y distribución intracelular de la

calmodulina, por lo que parte del daño causado por el CCh podría ser debido a ella (6, 11).

Muchas activaciones celulares son mediadas por calmodulina. Agentes farmacológicos que

se unen a la calmodulina (trifluorperazina e imipramina) previenen la necrosis 6 y 10 horas

después de la intoxicación (6, 14).

En la intoxicación por CCL;se observa el "blebbing" de la membrana del hepatocito,

el cual podría deberse a alteraciones en la concentración de calcio. También se podría ver

alterado el transporte intracelular y la salida de sustancias del hepatocito (69).

Agentes quelantes de calcio (sulfato de alizarina sódica, calción y arsenazo III),

anticalmodulina, bloqueantes de canales de calcio, así 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 CC14(3, 14).

IKJIIfi.‘ OTROSEFECTOS

En la intoxicación por CCI4 también se produce la inducción de la expresión de

protooncogenes como c-fos y c-jun, jun B,jun D y p53 entre otos, en patrones semejantes a

los obtenidos después de una hepatectomía parcial. Estas inducciones podrían estar

relacionadas con la regeneración hepática o con el posible desarrollo de cáncer (14,191).

Se observan en la intoxicación por CC14 alteraciones de las comunicaciones

intercelulares. Así, ha sido determinado el bloqueo reversible de los nexus intercelulares (lo

cual ya se observa a los 10 minutos de intoxicación), lo que aislaría los hepatocitos afectados

de sus vecinos sanos. No habría una alteración semejante de las uniones fuertes (69,79).
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I.L- MISCBLÁNEAS

Se indican aquí brevemente algunas de las características de los sistemas y sustancias

empleados en este Trabajo de Tesis, considerando, de ser posible, su relación con el CC14.

>>I.L.I.-Cicloheximida

La cicloheximida (CI-D0es un antibiótico obtenido del Streptomycesgriseus, capaz de

inhibir la síntesis de proteínas en sistemas libres de células, células en cultivo y animales

enteros (192, 193).
CH, o o

\CH—C// GHz-CI/ \ H / \
CH: CH -Cl-Iz-CH NHa / \

/ —CH2 CPI:-—C\\
CHa

La CI-D(inhibe la actividad de la aminoaciltransferasa de la subunidad ribosomal 608

(la cual es rápidamente inactivada a través de sus grupos sulfhidrilos), por lo que se inhibe la

traslocación de los ribosomas a lo largo del mensajero, se estabilizan los complejos

polisomales, previniéndose la ruptura de los polisomas. La CI-D(no induce la ruptura del

mARN ni la separación de los ribosomas (194, 192, 193, 124, 100).

En lo que respecta a su efecto en la intoxicación por CCl4, la CI-D( previene

parcialmente la ruptura de los polisomas causada por el CCl4(179).

La CI-D(no altera la llegada del CCl4al hígado, ni las actividades del citocromo P450

o a la citocromo P450 reductasa. Tampoco modifica la destrucción de citocromo P450

causada por el CCl4.No se ve alterada la peroxidación de lípidos causada por el CCl4ni la

unión covalente a proteínas y lípidos, lo que indicaría que no se vería afectada la activación

del CC14(195, 194).

>>I.L.II.- Radiación Ultravioleta

La luz ulh'avioleta (UV) es una radiación electromagnética no ionizante que

corresponde al rango de longitudes de onda entre 100nm a 400 nm (196,197).

La UV se clasifica a menudo en: UVA: 315-400 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 química de la misma, de la longitud de onda de luz UV empleada y de las
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condiciones en que ocurra la reacción. La sustancia inicialmente absorbe un fotón,

generándose 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 sólo se indicarán los efectos debidos a esta radiación.

> I.L.II.1.- 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), así como aberraciones cromosómicas e intercambio de

cromátides hermanas, formación de dímeros de timina o citosina y de timina-citosina. Es

además capaz de activar genes de mamíferos, por ejemplo, el que codifica para
metalotioneínas, así como los de virus, causando en este último caso una evolución más

rápida dela enfermedad (198,199,196).

Las proteínas 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 radiación sobre las mismas

(196, 197, 199).

Las capas de células muertas de la piel humana absorben la luz UVC de tal manera

que sólo el 1% de la radiación UVC puede penetrar la epidermis (196,197).

La radiación UVC es absorbida en la estratósfera por la capa de ozono, por lo cual no

llega a la superficie terrestre (199,197).

Se produce radiación UVC en muchos procesos industriales, con el consiguiente

riesgo de exposición de los trabajadores. Las posibles fuentes de UVC artificiales incluirían:

soldadura eléctrica de arco de plasma; el curado y secado de tintas, resinas, plásticos y

pinturas; impresión, artes gráficas y copiado (usando procesos fotográficos); fotografía;

fotograbado; lámparas empleadas en medicina; trabajo científico de laboratorio; curtido.

También se produce luz UVC (por lo que se utilizan filtros que impiden su emisión) en

lámparas de iluminación fluorescente y de escritorio y otras ilurninaciones que incorporen

lámparas de tungsteno halógenas (196,197).

Las lámparas germicidas emiten el 95%de la luz que irradian a una longitud de onda

de 254 nm, correspondiente, como se indicó anteriormente, a la radiación UVC (196,197).

Como ha sido mencionado anteriormente, la luz ultravioleta C es capaz de activar al

CCl4al radical 'CCb, con generación del radical CC1302‘si hay oxígeno presente (80, 81).
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>>I.L.III.- Albúmina de huevo

La albúmina de huevo u ovoalbúmina es una proteína de estructura química bien

conocida. Es un monómero de peso molecular de 45.000(determinado por métodos físicos),

con una composición aminoacídica común. Su grupo N-terminal está bloqueado por un

grupo acetilo. Tiene un único grupo oligosacárido, formado por dos N-acetil-glucosamina y
cuatro manosas, con un número variable de residuos de los mismos azúcares unido a una

asparragina (200-202).

Posee cuatro residuos de cisteína y un puente disulfuro, supuestamente entre la Cis­

73 y la Cis-120, aunque podría existir un intercambio con la Cis-382 (200,201).

La albúmina de huevo ha sido empleada en el estudio del efecto de HOCl/OCl'

(formados durante la estimulación de neutrófilos) y de los radicales libres HO' y de

HO'/02: sobre proteínas (202,147).

La albúmina de huevo posee asociados ácidos grasos libres, los cuales pueden ser

removidos con la técnica indicada en Materiales y Métodos (203,204).

>>I.L.IV.- a-Tocoferol

Los efectos generales del a-tocoferol se describieron en el capítulo correspondiente a

defensas celulares, aquí sólo se describien los relacionados con el CCl4.

El a-tocoferol es capaz de inhibir parcialmente la necrosis causada por el CCl4. La

suplementación con vitamina E es protectora en la intoxicación por CCL; (6). Este

antioxidante es capaz de atrapar los radicales CClst' eficientemente, así como de evitar el

ataque de los metabolitos reactivos del CCl4sobre la citosina (14,204).

El a-tocoferol tiene un efecto protector parcial sobre la alteración de la síntesis

proteica causada por el CCl4o el CBrCla (183).

>>I.LV.-Hemísuccinato de a-tocoferol

El hemisuccinato de a-tocoferol (saT) es un derivado del a-tocoferol en el cual el
hidroxilo del anillo aromático está esterificado con ácido succím'co.

CHa o CHa SÍHQ CH: CHa
Cl-h (CI-iz);-CH —(CH2)3—¿H—(CH2)3- ¿H -C]'13

HOOC-(CH2)2—(I3'—O
0 Cm

Este derivado del aT es más hidrosoluble que el aT, lo que le permitiría llegar más

fácilmente a las membranas celulares. La distribución celular del saT y del aT sería distinta
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(205).

El saT no tiene capacidad antioxidante por sí misma, sino que debe ser clivada por

esterasas celulares para poder dar aT. El principal lugar de hidrólisis del succinato de aT

sería en los microsomas (205).

El saT es mejor protector contra los efectos hepatotóxicos del CCh que el mismo aT;

no se conoce la razón de esta mayor efectividad (205).

>> I.L.VI.- Trolox

El Trolox (ácido 2-carboxi-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) es un análogo

sintético del a-tocoferol, en el cual la cadena poliprénica ha sido reemplazada por un grupo

carboxilo, haciéndolo más hidrosoluble que el aT (59,65, 94).

o CI-[a
CH“ COOH
HO

CH;

El Trolox es capaz de inhibir la peroxidación de lípidos causada por el NADPH. Por

otra parte, este antioxidante es capaz de inhibir reacciones en cadena en proteínas (41,94).

El Trolox, al igual que el a-tocoferol, es capaz de inhibir el ataque de los metabolitos
reactivos del CCl4 sobre la citosina, siendo la efectividad de ambos antioxidantes similar

(204).

>> I.L.VII.- EDTA

El EDTA (ácido etilendiamino tetraacético) es un complejante de metales, por ejemplo
hierro.

HOOC-CHz /CH2-COOH
N-CHTCI'Iz-N

HOOC-Cl-Iz \CHz-COOH

El EDTA es capaz de inhibir in vitro la peroxidación de lípidos causada por el

NADPH (206, 7, 41, 49).

También es capaz de inhibir la peroxidacion de lípidos causada por los metabolitos

reactivos del CC14in vitro (206, 7, 41).
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IL- OBIETIVOS

El objetivo general de este Trabajo de Tesis fue el de estudiar algunos de los posibles

efectos del CCh y de sus metabolitos reactivos sobre las proteínas.

Para esto se plantearon los siguientes objetivos:

1.- Verificar si en la intoxicación por CC14se afecta la incorporación de un aminoácido

marcado (leucina) a proteínas nucleares, comparándolo con el efecto del CC14sobre las

proteínas microsomales hepáticas totales. La alteración en la incorporación de un aminoácido

a proteínas podría, por ejemplo, llevar a una alteración 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 químico modelo de generación de °CClay CChOz' si estos

radicales son capaces de oxidar a una proteína, la albúmina de huevo, determinando dicha

oxidación por la formación de grupos carbonilos en la misma.

Estudiar si este proceso guarda relación con los lípidos presentes naturalmente en la

albúmina nativa, lo cual permitiría inferir si los metabolitos reactivos del CC14podrían actuar

directamente o si sería necesaria la presencia de lípidos.

Mediante el uso de distintas atmósferas (nitrógeno y aire) determinar la contribución
de cada uno de los metabolitos reactivos del CCl4.

Analizar si la formación de grupos carbonilos en las proteínas es prevenible por
antioxidantes.

Estudiar utilizando un quelante de metales, el EDTA, si los mismos podrían

contribuir a la formación de grupos carbonilos por los metabolitos reactivos del CC14.

3.- Determinar en sistemas enzimáticos de activación del CCl4si los radicales libres

generados por el tóxico son capaces de formar grupos carbonilos en proteínas.

Se utilizarán distintas fracciones subcelulares como sistema de activación:

microsomas, fracciones nucleares, mitocondriales y citosol. Esto permitiría determinar qué

fracciones subcelulares podrían estar afectadas vía este mecanismo y poder estudiar el

mecanismo de formación de dichos grupos carbonilos.

De dar positiva alguna de ellas se estudiaría la acción de antioxidantes y distintas
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atmósferas por las razones indicadas en el punto anterior.

Se analizaría además el efecto del EDTAcomo inhibidor de la peroxidación de lípidos

causada por los metabolitos reactivos del CC14

4.- Determinar si el tóxico puede causar la formación de grupos carbonilos in vivo,

uh’lizando ratas macho Sprague-Dawley, lo que pemiitiría verificar que dicha alteración

química de las proteínas podría ser un mecanismo de la toxicidad del CCl4.

5.- Verificar en los sistemas químicos de generación de ‘CCh y CClaOz' a partir de

CCl4, si dichos radicales libres conducen a una disminución del contenido de grupos

sulfhidrilos en proteínas.

De ser así, se estudiaría el fenómeno de la manera indicada para el estudio de los

grupos carbonilos en el sistema químico.

6.- Utilizando el sistema químico con albúmina de huevo y cisteína, determinar la

posible formación de productos volátiles, estudiándose los mismos por cromatografía

gaseosa. De esta manera se podría evidenciar si aminoácidos o proteínas son capaces de

ceder átomos de hidrógeno o de realizar reacciones de ruptura.

De resultar positiva la acción sobre la albúmina de huevo, se estudiaría el efecto de

antioxidantes sobre la formación de compuestos volátiles.

7.-Estudiar si ocurren alteraciones en el contenido de grupos sulfhidrilos en proteínas

de distintas fracciones subcelulares. La alteración del contenido de grupos sulfliidrilos en

dichas proteínas podrían ser causante, por ejemplo, de la pérdida de actividad de proteínas

celulares, por ejemplo, las bombas de calcio.

De dar positiva alguna de ellas se estudiaría el efecto de distintas atmósferas,

antioxidantes y EDTA sobre la alteración del contenido de grupos sulfhidrilos de proteínas

por las razones antes dichas.
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111.- MATERIALES YMÉTODOS

Básicamente, dos clases de estudios fueron realizadas en este Trabajo de Tesis:

- incorporación de un aminoácido marcado a proteínas

- determinación de alteraciones químicas en proteínas.

Algunos de estos estudios tienen técnicas en común, por lo Materiales y Métodos fue

dividido en tres partes:

III.A.-Materiales y Métodos Generales

III.B.-Técnicas empleadas en el estudio del efecto del CC14sobre la incorporación de un
aminoácido marcado a proteínas

III.C.-Técnicas empleadas en el estudio de alteraciones químicas causadas por el CCl4en
proteínas y aminoácidos.

A continuación se desarroHan los temas indicados.

HLA.- MATERIALESY METODOS GENERALES

III-AI.- MATERIALES

>>III.A.I.1.- Sustancias químicas

El CCh, de bajo contenido de azufre, utilizado en los experimentos fue adquirido en

la firma Mallinckrodt (USA). El CBrCla (triclorobromometano) fue provisto por Aldrich

(USA).

La L-[14C(U)]-Leucina,con actividad específica 351,6 mCi/mmol, fue provista por

New England Nuclear (USA).

Las siguientes sustancias fueron adquiridas en Sigma Chemical Company (USA): 0L­

tocoferol, albúmina de huevo, DL-isocitrato de sodio tipo I, EDTA (ácido etilendiamino
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tetraacético, sal disódica), Folin 8: Ciocalteu, guanidina (clorhidrato de

aminometanoamidina), hemisuccinato de a-tocoferol, HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1­

r', ' ‘ ‘“ ' n), PPO (2,5-difeniloxazol), sacarosa, sal sódica de NADP“ (fosfato de

nicotinamida adenina dinucleótido, forma oxidada), Tris ((hidroximetil) aminometano).

Fueron compradas a la firma Aldrich (USA)las sustancias siguientes: Trolox (ácido 2­

carboxi-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano), DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico)).

Fue obtenido en Riedel-deHaén: 2,4-dinitrofenilhidracina.

Todos los demás productos químicos empleados fueron de la mejor calidad disponible.

>>III.A.I.2.- Equipamiento

Los equipos empleados fueron los siguientes:

.- Baño termostático Dubnoff con agitador.

.- Centrífuga Damon modelo B-20A.International Equipment Company (IEC).

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

.- Contador de centelleo líquido RackBeta 1214.Pharmacia Wallac O.Y. Finlandia.

.- Cromatógrafo Hewlett Packard, modelo HP 5890, Serie II, con detector de
ionización de llama.

.- Desintegrador modelo Omni-Mixer. Servall, USA.

.- Espectrofotómetro de simple haz Gilford 240.

.- Estufa BS2648 Chadwell Heath Essex. BairdTatlock London Ltd. (England).

.- Fotocolorímetro Klett-Summerson. IGett M. F. G. Company. USA.

.- Guillotina Harvard.

.- Homogeneizador de teflón/ vidrio tipo Potter-Evehjem.

.- Jeringa para gases de 2501,11Hamilton 1725 N, punta 5. Alltech, USA.

.- Lámpara UVC Cole-Parmer 9815,de longitud de onda 254 nm e intensidad 100 W.

.- Microcentrífuga Centra-M centrifuge. International Equipment Company (ICE).

.- Ultracentríf'uga Beckman modelo L.

.- Ultracentrífuga Beckman modelo LS-75.

.- Vortex super mixer 1291. Lab Line Instruments. Inc. Mel Rose Park III. USA.
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>>III.A.I.3.- Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley exocriadas.
Los animales fueron criados en condiciones controladas:

.- temperatura ambiente de 23 :t 2°C,

.- humedad relativa de 45-65%,

.- régimen de iluminación de 12 h (con luz desde las 6 hasta las 18 h).

Se utilizaron animales de peso ente 220 y 240 g para los experimentos de

incorporación de un aminoácido marcado (serie HLB), debido al empleo de sustancias
radioactivas.

En los experimentos de detenninación del contenido de grupos carbonilos y

sulfhidrilos (serie III.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 vivoo antes del sacrificio en los experimentos in
vitro.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitación en todos los casos.

HLAJL- MÉTODOS

>>III.A.II.1.- Obtención defracciones subcelulares

Las técnicas de aislamiento de fracciones subcelulares empleadas en este Trabajo de
Tesis se indican a continuación.

Los procesos se llevaron a cabo en frío en todos los casos (2-4°C).

> III.A.II.1.1.-Obtención de núcleos altamente punficados

Los núcleos fueron obtenidos de acuerdo a la técnica de Viviani y col. (207). Luego

del tratamiento correspondiente se sacrificaron los animales, se les extrajeron los hígados y a

cada uno se le aplicó la técnica que se indica a continuación, la cual está representada en la

figura Ill.1.

El hígado entero se extrae rápidamente y se lava dos veces con STKM 0,25 M. TKM es

una solución de Tris 50 mM, KCl 2,5 mM y MgClz 5 mM llevada a pH 7,5 con l-ICl.STKM es
una solución de sacarosa de la concentración indicada en TKM.

El hígado extraído se homogeneiza en un volumen de STKM0,25 M correspondiente
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a 3 veces su peso. El homogenato se filtra simultáneamente a través de dos capas de gasa y

una tela de nylon (100mesh).

Hígado
l 2 lavados STKM 0,25 M

¿3 vol STKM0,25 M x g hígado

l homogeneización/filtración

| 2.000 xg —5'

sobrenadante pellet
desgm t 2 lavadosSTKM0,25M

l 1.000 xg —5'

sobrenadante pellet

l 32 ml STKM 2,2 Mpara microsomas / colchón 4,5 ml STKM2,3 M

l 80.000 xg —20'

descartar <- sobrenadante pellet
11 ml STKM 0,25M

l + 22,2 ml STKM 2,2 M/ colchón 4,5 ml STKM 2,3M

| 80.000 xg —20'

descartar <—sobrenadante pellet
l 13,5 ml STKM 1,0 M

| 2.000 xg —5'

descartar <—sobrenadante pellet
l 13,5 ml STKM 0,25 M

I 1.000 xg - 5'

descartar«sobrenadante pellet

núcleos aislados

Figura lll.1: Técnica de aislamiento de núcleos

El filtrado se centrífuga 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 resuspención y centrifugación a

1000xg durante 5 minutos.

El pellet resultante se resuspende en 32 ml de STKM 2,2 M y se deposita sobre un

colchón de STKM 2,3 M (ultracentrifugación en gradiente discontinuo). Se ultracentrifuga

durante 20 minutos a 80.000xg, 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 colchón de 4,5 mi de

STKM 2,3 M y se centrífuga nuevamente a 80.000 xg durante 20 minutos. Se descarta el

sobrenadante y se limpia el tubo como se indicó anteriormente.

El pellet obtenido se resuspende en 13,5 mi de STKM 1,0 M, se centrífuga a 2.000 xg

durante 5 minutos y se descarta el sobrenadante.

Se resuspende el pellet en 13,5 ml de STKM0,25 M y se centrífuga a 1000xg durante 5
minutos.

El pellet resultante son los núcleos altamente purificados. La pureza e integridad de

los núcleos obtenidos por esta técnica han sido comprobadas por microscopía de contraste de

fase (para determinar posibles contaminaciones con retículo endoplásmíco) y con

marcadores enzimáticos (lácticodeshidrogenasa para cítosol e isocítrico deshidrogenasa para

mitocondrias) (169).

> III.A.II.1.2.- Obtención de microsomas

Para la obtención de los microsomas (fracción subcelular que corresponde al reticulo

endoplásmico (124))se usó la técnica de de Castro y col. (76), la cual es diferente de acuerdo

a si se aislan o no los núcleos al mismo tiempo.

Un esquema de los procedimientos seguidos se indica en la figura III.2.

Sobrenadante de núcleos u homogenato de hígado

| 9.000 xg —20'

sobrenadante pellet —> descartar

l 105.000 xg - 1 h

sobrenadante pellet —> descartar

microsomas

Figura III.2:Técnica de aislamiento de rnicrosomas

La técnica empleada para la aislación de la fracción microsomal en el caso de

obtenerse simultáneamente núcleos y rnicrosomas fue la siguiente: el sobrenadante de la

centrifugación a 2.000 xg (indicado en la técnica de núcleos como reservado para ser

empleado en la aislación de la fracción microsomal) se centrífuga 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

ultracentrifugación adecuados y se lo centrífuga a 105.000 xg durante una hora. El pellet

obtenido corresponde a la fracción microsomal.

En los experimentos donde no fue necesario el aislamiento simultáneo de los núcleos

se utilizó la técnica siguiente: el hígado se homogeneiza en una solución de KCl 0,15 M (4 ml

de KCl por gramo de hígado). El homogenato se centrífuga 20 minutos a 9.000 xg y el

sobrenadante obtenido es ultracentrífugado de la manera indicada anteriormente.

> III.A.II.1.3.-Obtención defracción mitocondrial

La fracción mitocondrial fue obtenida siguiendo la técnica de Sacchí y col. con

modificaciones (208, 76, 77).

La técnica empleada (representada en la figura III.3)fue la siguiente: 8 g de hígado se

homogeneizan con 32 ml de buffer sacarosa 0,25 M, Tris 2 mM, pH 7,6. El homogenato

obtenido se centrífuga durante 15 minutos a 800xg y se descarta el precipitado.

8 g hígado + 32 ml buffer
í homogeneización

| 800 xg -15'

descartar <- pellet sobrenadante

| 800 xg —15'

descartar <- peilet sobrenadante

| 3.000 xg —15'

descartar <- peilet sobrenadante
i resuspender en 72ml buffer

| 3.000 xg —15'

peilet sobrenadante —>descartar

mítocondrias

Figura III.3:Técnica de aislamiento de rnítocondrias

El sobrenadante se centrífuga nuevamente a 800 xg durante 15 minutos. El

sobrenadante de esta centrífugación se cenü’ífugaa 3.000xg durante 15 minutos y se descarta
el sobrenadante.

El pellet obtenido se resuspende en 72 ml del buffer de homogeneización y se
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centrífuga a 3.000xg durante 15 minutos.

El pellet resultante corresponde a la fracción mitocondrial purificada, la cual se ha

establecido por microscopía electronica y por la actividad de citocromo c reductasa (enzima

marcadora de reticulo endoplásmico) que puede tener una contaminación con reticulo

endoplásmico del 2% (76, 77).

> III.A.II.1.4.-Obtención defracción citosólica

La fracción citosólica 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 III.4.

hígado
i homogeneización

l 9.000 xg - 20'

descartar <- pe let sobrenadante
L diálisis toda la noche

dializado

citosol

Figura III.4:Técnica de obtención de la fracción citosólica

La técnica usada es la siguiente: se sigue la técnica de aislación de microsomas sin

obtención simultánea de núcleos hasta la ultracentrifugación.

El sobrenadante de la ulüacentrifugación es dializado durante la noche en frío contra

2 l de buffer sacarosa 0,25 M, Tris 20 mM, pH 7,4. El dializado corresponde a la fracción
citosólica.

>>III.A.II.2.- Determinación de proteínas

La concentración de proteínas fue determinada por la técnica de Lowry (210),la cual

utiliza el reactivo para fenoles de Folin 8: Ciocalteu.

La técnica empleada (representada en la tabla III.1) fue la siguiente: se toma un

volumen de la muestra cuyas proteínas 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 solución formada por la mezcla de dos

reactivos (solución C):
.- 50 ml del reactivo A: NazC03 2% en NaOH 0,1N

.- 1 ml del reactivo B: CuSO4.5 HzO 0,5% en tartrato de sodio y potasio 1%
(esta solución 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 dilución 1 : 3 del reactivo de Folin ¿r Ciocalteu.

Se esperan 30 minutos.

Blanco Muestra

Muestra a ensayar — x ml

Agua destilada 1 ml (‘l-x)ml

Solución C 4 ml 4 ml

Esperar 10 minutos

Reactivo de Folin 8: Ciocalteu (1:3) 0,4 ml 0,4 ml

Esperar 30' - leer con filtro rojo en fotocolorímetro

Tabla III.1:Determinación de proteínas

La solución resultante se mide en un fotocolorimetro con filtro rojo.

La concentración de proteínas se obtuvo a partir de una curva de calibración

realizada en las mismas condiciones usando como proteína albúmina de huevo.

)> III.A.II.3.-Estadística

Los test se realizaron usando el programa de computación Graph Pad Software (211).

El análisis estadístico se realizó 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 demás y que las

poblaciones se distribuyen normalmente. Se empleó el test de t cuando las desviaciones

estándar fueron similares en tanto que se empleó el test de Welch cuando las desviaciones
estándar fueron diferentes.

En ambos casos el valor de p corresponde a un intervalo de confianza del 95%.
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III.B.- TÉCNICAS EMPLEADASEN ELESTUDIO DEL EFECTODBL
CCM SOBRELA INCORPORACIÓN DE UN AMINOÁCIDO MARCADO

A PROTEÍNAS

En esta serie de experimentos se analizó el efecto del CC14sobre la incorporación de

un aminoácido marcado a proteínas nucleares y rnicrosomales hepáticas de rata in vivo.
Como aminoácido marcado se utilizó leucina radioactiva.

>>III.B.I.- Dosis empleadas

Las dosis empleadas en los experimentos de incorporación de un aminoácido

marcado a proteínas se indican a continuación.

.- CClq.’El CCL¡fue administrado intraperitonealmente (ip) como una solución al 20%

(v/v) en aceite de oliva, en una dosis de 5 ml/ kg (correspondiente a 1 ml CCI4/kg rata). A

los animales control se les aplicó aceite de oliva. Esta es una dosis clásica en la investigación

de la toxicidad del CCl4 (178, 77).

.- Leucina: La solución de leucina empleada fue preparada en solución fisiológica a

partir de L-[14C(U)]-Leucinay leucina sin marcar, de manera tal de obtener una solución de

actividad especifica 30,3mCi/ mmol, de radioactividad 13,6pCi/ ml.

La solución de leucina (“C-Leu) así obtenida fue administrada ip en una dosis de 68,2

uCi/ kg, la cual ha sido empleada en otros experimentos (77).

.- Cicloheximida: La cicloheximida fue administrada ip en una dosis de 1 mg/ kg en

solución fisiológica. A los animales control se les administró solución salina.

Esta dosis de cicloheximida es usualmente empleada (179).

>>III.B.II.- Tratamientos

Los tratamientos aplicados a los animales en el estudio del efecto del CCh en la

incorporación de un aminoácido marcado (leucina) a las proteínas nucleares y rnicrosomales

totales y a distintas fracciones proteicas nucleares se indican en esta sección.
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> III.B.II.1.-Proteínas nucleares y microsomales totales

El esquema de administración de las sustancias a ensayar se representa a

continuación, donde x representa el tiempo de intoxicación con CCl4previo a la aplicación de

leucina marcada. Las dosis aplicadas son las recién indicadas.

Se aplicó primero el aceite de oliva (ratas control) o el CCl4 y luego a distintos

tiempos (1,2 y 4 horas) se les administró la leucina marcada a todos los animales.

Control: aceite de oliva .
x tiempo _ 1 hora . . _—, Leucma__> sacnficro

CCh: CC14

A la hora de aplicada la leucina se sacrificaron los animales, se les extrajeron los

hígados, se aislaron los núcleos y los microsomas. A continuación se aislaron las proteínas

totales de dichas fracciones, a las cuales se les determinó la radioactividad incorporada.

La cantidad de leucina total incorporada en las proteínas se calculó teniendo en

cuenta la actividad específica de la solución de leucina empleada y la cantidad de

radioactividad determinada en cada fracción proteica.

> III.B.II.2.- Fracciones proteicas nucleares

Se empleó el mismo esquema de tratamiento que en el caso de las proteínas totales,

salvo que los tiempos de intoxicación fueron de 1 y 2 horas.

Después de sacrificar las ratas se aislaron los núcleos, se fraccionaron las proteínas

nucleares con la técnica indicada más adelante, se determinó la radioactividad presente en

cada una de las fracciones y se calculó la cantidad de leucina incorporada a cada una de ellas.

> III.B.II.3.-Pretratamiento con cicloheximida

La forma de administración de las distintas sustancias se indica en el esquema

indicado en la página siguiente, donde la cicloheximida esta representada por CI-D(.

Las dosis empleadas son las indicadas anteriormente.

Los animales control recibieron solución salina, 10 minutos después aceite de oliva y

1 hora después la solución de leucina radioactiva.
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Control: solución salina aceite de oliva

CHX: CI-D( 10 min aceite de oliva 1h 1 h—> —> 14C-Leu—> Sacrificio
CCLZ solución salina CCL.

CHX+CCl4: 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 CC14recibieron primero solución salina, 10 minutos

después CCL;y una hora después la leucina marcada.

El grupo mezcla (CI-D(+ CCL.)recibió primero la CHX, a los 10 minutos el CCl4y una

hora después la solución radioactiva.

Los animales fueron sacrificados una hora después de haber recibido la solución de

leucina radioactiva, se extrajeron los hígados, se aislaron los núcleos y los microsomas, de los

cuales se aislaron las proteínas totales. Se determinó la radioactividad incorporada a dichas

proteínas y en función de ese valor se calculó la cantidad de leucina incorporada a cada una
de ellas.

> III.B.III.-Aislación deproteínas totales

En la aislación de proteínas totales todas las operaciones se realizaron a temperatura

ambiente, la técnica empleada fue la siguiente (170):

Los pellet de núcleos o de microsomas se resuspenden en 1 ml de STKM0,25 M.

El resuspendido se nata con 6 ml de TCA (ácido tricloroacético) al 10% (p/v) para

precipitar las proteinas. Se deja reposar 10 minutos y se centrífuga 10 minutos a 3.000xg.

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 ácidos nucleicos, luego de lo cual se

centrífuga a 3.000xg durante 10 minutos. Todas las centrifugaciones siguientes se realizan en
las mismas condiciones.

Se lava el precipitado 3 veces por resuspensión y centrifugación con 5 ml de TCA 5%

(p/v) cada vez.

A continuación, para eliminar los lípidos y secar las proteínas, se lava por

resuspensión y centrif-ugaciónsucesivamente con 5 ml de las siguientes soluciones:

.- etanol : éter etílico : cloroformo (2:2:1),

.- acetona,
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.- éter etílico.

Las proteínas así obtenidas se secan en estufa toda la noche a 40 °C y a continuación

se les determina la radioactividad incorporada.

>>III.B.IV.-Fraccionamiento de proteínas nucleares

Para el fraccionamiento de las proteínas nucleares se usó la técnica de Steele y Busch

con modificaciones (142,170),la cual parte de núcleos aislados y procede según se describe a

continuación (figura III.5).
Núcleos purificados

I NaCl 0,14 M

Precipitado Proteinas nucleares solubles (frac. I)

|Tris 0,1 M, pH 7,6

Precipitado Proteínas nucleares solubles (frac. II)

I NaCl 2M

Precipime mexirril'mnu. ' r l ‘ 1

| NaCl 2M l 11504 0,5 N

l 1 sto4 0,2N
Precipitado Desoxirribonucleo­

l NaOl-I 0,05 N proteínas-2 (frac. IV) Proteínas básicas Histonas
no histónicas (frac III)

Proteínas Ribonucleoproteínas
residuales ácidas (frac V)
(frac. VI)

Figura 111.5:Fraccionamiento de proteínas nucleares

Los núcleos 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 centrífuga a 6.000 xg durante 10

minutos; los sobrenadantes de estas dos centrifugaciones se reúnen, formando la fracción I

(proteínas 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 centrífuga en las mismas condiciones anteriores. El sobrenadante constituye la

fracción Il (proteínas nucleares solubles).

El precipitado de la última centrifugación se desintegra con 6,5 ml de NaCl 2 M y una

gota de octanol (para evitar la formación de espuma) durante 20 segundos en un

desintegrador (indicado en el punto III.A.I.2). A continuación se centrífuga 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 devmxirrihnnur'lmur ' ‘ 1, proteínas básicas ligadas al ADN, de las cuales se

obtienen las histonas y la fracción III.

El precipitado se extrae con 1,6 ml de NaCl 2 M durante toda la noche por agitación

con la ayuda de una barrita magnética, luego de lo cual se centrífuga una hora a 16.000xg. Se

reserva el sobrenadante y el precipitado se vuelve a extraer durante una hora con igual

volumen de NaCl 2 M, centrifugándose posteriormente a 16.000 xg durante una hora. El

precipitado se reserva. El sobrenadante se reúne con el reservado de la centrifugación

anterior y se vuelve a centrifugar a 16.000xg durante 20 minutos. El precipitado se descarta.

El sobrenadante corresponde a las desoxirribonucleoproteínas-2 (fracción IV), proteínas

ácidas (no histonas) ligadas al ADN.

El precipitado reservado de la segunda extracción con NaCl 2M está 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 continuación se centrífuga a 20.000 xg
durante 20minutos.

El precipitado obtenido se extrae otras dos veces con igual volumen de NaOI-I0,05 N,

agitando con una barrita magnética durante 20 minutos y centrifugando 20 minutos a 20.000

xg cada vez. Los sobrenadantes se reúnen, formando la fracción V, en la cual se determina el

contenido de proteínas por el método de Folin y luego se la lleva a pH 6. La fracción V son

ribonucleoproteínas ácidas, proteínas ácidas no histónicas no ligadas ADN.

El precipitado de las extracciones con NaOI-I 0,05 N corresponde a la fracción VI, la

cual está formada por proteínas residuales.

Del sobrenadante que se reservó a -40°C (las deqm‘irrihrmuolm.r ' ' 1) se aislan

las histonas y la fracción III de la siguiente manera: el extracto de NaCl 2 M se enfría a 4 °C y

se trata con 0,35 ml H2804 10N (de manera tal de obtener una concentración final de H2504

0,5 N). Se centrífuga a 20.000 xg durante 20 minutos, se reserva el sobrenadante, y el

precipitado se extrae 2 veces más por homogeneización con H2804 0,2 N, centrifugándose
cada vez en las mismas condiciones anteriores. Se combinan los dos sobrenadantes con el

reservado, formando la fracción de correspondiente a las histonas.

El precipitado corresponde a la fracción III y está formado por proteínas básicas no
histónicas.

Las proteínas presentes en todas las fracciones se detemúnan con la técnica de Lowry.

Una vez determinado el contenido de proteínas se procede a la aislación de las

mismas por precipitación con TCA. Dada la poca cantidad de proteínas que posee cada

fracción, para favorecer la precipitación se le agrega a cada una un peso conocido de

albúmina de huevo (aproximadamente 15 mg).
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Las histonas se precipitan usando el volumen de TCA 100% necesario para que la
concentración final de TCA sea del 20%.

Las demás fracciones se precipitan con TCA 60% de tal manera de obtener una
concentración final de TCA del 15%.

Las fracciones proteicas precipitadas se lavan 3 veces con 6 ml de TCA 10% por

resuspención y centrifugación a 3.000xg durante 10 minutos cada vez.

A continuación se lavan sucesivamente de la misma manera con las siguiente
soluciones:

.- etanol : eter etílico : 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.

>>III.B.V.-Determinación de radioactividad en proteínas

La técnica de Díaz Gómez y col. empleada (170),se describe a continuación.

Se pesa en un vial de centelleo menos de 10 mg de proteína seca y se la trata con 1 ml

de ácido fórmico 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 líquido, restándosele el valor

de un blanco apropiado.

La cantidad de leucina incorporada a las proteínas nucleares totales se calcula

teniendo en cuenta la cantidad de proteína aislada pesada para determinar la radioactividad

y el valor de radioactividad medido.

En el caso de la determinación de la incorporación de leucina a las fracciones

proteicas nucleares se debe considerar la cantidad de proteína en la fracción determinada por

la técnica de Folin, los miligramos de albúmina de huevo agregados a esa fracción para

favorecer la precipitación, la cantidad de proteína pesada para la determinación de la

radioactividad y la radioactividad medida para el cálculo de los moles de leucina

incorporados en cada fracción proteica nuclear.
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III.C.- TÉCNICAS EMPLEADASEN ELESTUDIO DE ALTERACIONES
QUÍMICAS CAUSADAS POR ELCCM EN PROTEÍNAS Y

AMINOÁCIDOS

En esta serie de experimentos se analizó si los metabolitos reactivos del CCl4 eran

capaces de formar grupos carbonilos o alterar el contenido de grupos sulfhidrilos de las

proteínas. Además se estudió la formación de productos volátiles y las características de este
fenómeno.

Se divide este tema en cuatro grupos:

III.C.1.-Sistemas químicos (proteínas, aminoácidos, compuestos volátiles).

III.C.2.-Sistemas in vitro (distintas fracciones sulcelulares).

lll.C.3.- Sistema in vivo(únicamente en el caso de los grupos carbonilos).

III.C.4.-Técnicas de determinación de grupos carbonilos y grupos sulfhidrilos.

A continuación se indican las técnicas empleadas en cada grupo de experimentos.

III.CJ.- SISTEMASQUÍMICOS

>>III.C.I.1.- Activación del CCI; en un sistema químico

El CCL;es activado a sus metabolitos reactivos por la luz ulh'avioleta C (81), por lo

que se desarrolló en el laboratorio un sistema para irradiar la solución a ensayar con luz

ultravioleta C (UVC) (204).

La lámpara 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 determinó que la intensidad de la

luz emitida a 15 mm de la lámpara era de 3400mW/cmz.

La técnica empleada fue la siguiente: la solución a irradiar se coloca en una celda de

cuarzo de 3 ml, la cual se cierra herméticamente con un sistema especialmente diseñado que

sella la cubeta con un tapón de silicona. Para la irradiación se coloca la celda en forma

horizontal, ubicando por encima de ella la lámpara de UVC, de tal forma que la superficie a

irradiar quede a 15 mm de la superficie de la lámpara.
En todos los casos las soluciones se irradiaron durante 6 minutos.

Luego de la irradiación se determinó el contenido de grupos carbonilos o el contenido

de grupos sulfhidrilos según correspondiera.

136



MATERIALESYMÉ'IODOS

> III.C.I.1.1.-Sistema químico empleado para proteínas

En estos ensayos se utilizó albúmina de huevo o albúmina de huevo delipidada,

(preparada como se indica más adelante) en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8.

Se utilizó la técnica de irradiación recién indicada; en cada caso se irradió 1 ml de la

solución a ensayar.

A continuación se indica un esquema de la forma de preparación de las soluciones a

irradiar en el caso de la determinación de la alteración de grupos carbonilos y sulfhidrilos

causada por el CCl4o sus metabolitos reactivos en albúmina de huevo nativa o delipidada,

en atmósfera de aire o de nitrógeno.

Control CCL;

albúmina nativa o delipidada (4 mg/ ml) 1,0ml 1,0ml

etanol 5 pl —

CCl4 0,4 M — 5 pl

Tabla III.2:Sistema químico empleado para proteínas

En todos los casos la concentración final de CCL;en las soluciones a irradiar fue 2

mM, para lo cual se agregaron 5 pl de una solución de CCl40,4 M en etanol. A los controles

se les agregó 5 pl de etanol.

El agregado de las soluciones de CCL;o de etanol se hizo una vez que el sistema

estaba cerrado. En el caso de trabajar en atmósfera de nitrógeno el agregado fue posterior al

burbujeo con niuógeno.

La atmósfera de nitrógeno de obtuvo burbujeando durante 5 minutos nitrógeno (libre

de oxígeno) en la celda de irradiación correspondiente.

En el estudio de los efectos del a-tocoferol 1 mM, Trolox lmM y EDTA 3mM sobre las

alteraciones de grupos carbonilos o grupos sulfhidrilos inducidas por los metabolitos

reactivos del CCh los esquemas de preparación de las soluciones fueron diferentes.

En el caso del ensayo de a-tocoferol (aT) y Trolox, las soluciones que se emplearon
fueron de concentración 0,2 M en etanol, de tal manera de obtener una concentración final 1
mM en el sistema de irradiación.

Las soluciones mezclas (preparadas en etanol) fueron:
.- aT + CCl4: aT 0,2 M, CCl4 0,4 M

.- Trolox + CC14: Trolox 0,2 M, CC140,4 M

La preparación de las soluciones fue la que se indica a continuación.
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Control CCl4 aT o Trolox CCl4 +
(aT o Trolox)

albúmina (4 mg/ml) 1,0 ml 1,0ml 1,0ml 1,0 ml

etanol 5 pl — — —

CCL; — 5 pl — —

aT o Trolox — — 5 ul —

CCL;+ (aT o Trolox) — — — 5 pl

Tabla III.3:Sistema químico empleado para proteínas en presencia de a-tocoferol o Trolox

En el caso del EDTA, debido a su baja solubilidad en el medio de irradiación, la

preparación de las soluciones fue diferente. Se usó una solución de albúmina en el mismo

buffer más concentrada (5 mg/ ml) y el EDTA se preparó en el mismo buffer en una
concentración 15 mM.

A continuación se indica el esquema de preparación de las soluciones a irradiar

empleado.

Control CC14 EDTA CCl4+EDTA

albúmina 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 0,2 ml

etanol 5 ul — 5 ¡il —

CC140,4 M — 5 pl — 5 pl

Tabla III.4:Sistema químico empleado para proteínas en presencia EDTA

En todos los casos a las soluciones irradiadas se le determinó el contenido de grupos

carbonilos o de grupos sulfhidrilos según correspondiera.

> III.C.I.1.2.- Sistema químico empleado para aminoácidos

A continuación se indican los sistemas para la irradiación de aminoácidos empleados.

Grupos carbonilos

El efecto del CCh sobre la formación de grupos carbonilos sobre aminoácidos se

ensayó en medio aerobio. Se emplearon los 20 aminoácidos normalmente presentes en las
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proteínas de las células eucariotas: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina,

treonina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptofano, cisteína, metionina, aspártico, glutámico,

asparragina, glutamina, lisina, arginina e histídina.

Se usaron soluciones de 4 mg/ ml de los aminoácidos (aa) en buffer fosfato 50 mM,

pH 7,8, las cuales fueron irradiadas o no según se indique. La forma de preparación de las

soluciones a irradiar fue la siguiente.

aa aa + CC14

aminoácido (4 mg/ ml) 1,0ml 1,0ml

etanol 5 ul —

CCl4 0,4 M — 5 pl

Tabla III.5:Sistema químico empleado para aminoácidos

Los carbonilos formados se midieron con la técnica de 2,4-dinit1'ofenilhidracina
indicada más adelante.

Grupos sulfhidrilos

El estudio del efecto del CCl4y de sus metabolitos reactivos sobre el contenido de

grupos sulfhidrilos se realizó únicamente sobre el aminoácido cisteína por ser el único que

posee un grupo sulfhidrilo libre.

Las condiciones de irradiación son las mismas que las indicadas para el resto de los

aminoácidos. Luego de la irradiación se determinó el contenido de grupos sulfhidrilos por la
técnica indicada más adelante.

> III.C.I.2.-Preparación de albúmina delipidada

La albúmina de huevo delipidada fue preparada de acuerdo a la técnica de Chen
(203),la cual se indica a continuación.

500 mg de albúmina de huevo se disuelven en 5 ml de agua destilada y se mezclan

con 500 mg de carbón 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 solución de albúmina mezclada con el carbón activado se lleva a pH 3 usando HC]
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0,2N y se agita con un agitador magnético durante 1 hora en baño de hielo.

Posteriormente se remueve el carbón activado por centrifugación a 20.000xg durante

20 minutos a 2°C.La solución sobrenadante se lleva a pH 7 usando NaOI-I0,2 N y se liofiliza.

La albúmina así preparada es esencialmente libre de lípidos, de acuerdo a lo

determinado por cromatografía gaseosa-espectrometría de masas (204).

>>III. C.I.3.-Estudio del efecto de la luz UVCsobre el glutatión oxidado

Para el estudio del efecto de la luz ultravioleta sobre el glutatión oxidado se empleó

un sistema químico similar al empleado para los aminoácidos.

Se utilizó una solución de glutatión oxidado de 4 mg/ ml en buffer fosfato 50 mM, pI-I

7,8,ensayándose en atmósfera de aire o de nitrógeno, según se indique.
A las soluciones resultantes de la acción de la luz UVC se les determinó el contenido

de grupos sulfhidrílos.

>>III.C.I.4.- Estudio deformación de productos volátiles por CCL.

En este caso se estudió la posible formación de compuestos volátiles por efecto de los

metabolitos reactivos del CCl4sobre dos tipos de sustancias: la proteína albúmina de huevo

nativa y el aminoácido cisteína.

Los compuestos volátiles formados se analizaron por cromatografía gaseosa.

> III.C.I.4.1.-Albúmína

Se utilizaron soluciones de albúmina de huevo nativa de 16 mg/rnl en buffer fosfato

50 mM, pH 7,8.

Se estudió el efecto del Trolox 1 mM sobre la formación de productos volátiles.

El CCL; (5 ul) se agregó puro a las soluciones a irradiar para evitar las posibles

interferencias del etanol en los cromatogramas.

El Trolox se agregó como una solución 50 mM en el buffer de incubación.

Un esquema general de la preparación de las soluciones a irradiar se indica a
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continuación:

Control CCl4 Trolox CCl4 +Trolox

albúmina (16 mg/ ml) 1,0ml 1,0ml 1,0 ml 1,0ml

CCl4puro — 5 pl — 5 ul

Trolox 50 mM — — 20 ul 20 pl

Tabla III.6:Sistema químico empleado para la determinación de compuestos volátiles
formados por el CCI4sobre la albúmina de huevo en presencia de Trolox

A las soluciones resultantes de la irradiación se les agregó 0,35 ml de solución

saturada de NaCl, y se las mantuvo a 37 °C al menos durante media hora. Los vapores

fueron analizados por cromatografía gaseosa como se indica más adelante.

> III.C.I.4.2.-Cisteína

Se utilizó una solución de cisteína (4 mg/ml en buffer fosfato 50 mM, pH 7,8), en

presencia o no de CC142 mM. Se procedió de la misma manera que en el caso de la

determinación de la formación de productos volátiles a partir de la albúmina de huevo.

> III.C.I.4.3.-Análisis cromatogrúfico de los productos volátiles

Los vapores de las muestras obtenidas de la irradiación y posterior tratamiento con

NaCl, fueron analizados en un cromatógrafo de gases con detector de ionización de llama en

las siguientes condiciones:

.- modo de inyección: sin división de flujos ("splitless"), tiempo de purga de 0,2 min;

.-columna: sílica fundida recubierta con PoraPLOT Q; 25 m x 0,53 mm diámetro

interno, espesor del film 20 pm;
.- flujo de gases: nitrógeno (carrier), 7,9 ml/ min,

hidrógeno: 34 ml/ min,
aire: 275 ml/ min,
nitrógeno: 23 ml/ min;

.- volumen de inyección: 100 pl (empleando la jeringa para gases indicada en HLA);

.- 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
continuación incrementando con una rampa de velocidad 50 °C/ min hasta 160°C

III.CJI.- SISTEMASIN VHRO

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, núcleos, rnitocondrias y citosol. Todas las fracciones

subcelulares, salvo el citosol, contienen sistemas para la metabolización del CCl4 a sus
metabolitos reactivos.

En estos experimentos las proteinas blanco de ataque serían las mismas proteínas de
la fracción subcelular.

El CCl4 fue activado a sus metabolitos reactivos por los sistemas metabolizantes

presentes en cada fracción subcelular (salvo en el caso del citosol). Para que se pueda

producir dicha activación es necesaria la presencia de NADPH como cofactor del sistema de
metabolización. Por esta razón se utilizó en las incubaciones de las fracciones subcelulares

sistema generador de NADPH, con el cual se produce NADPH en forma contínua. Este

sistema generador está formado por isociüato, NADP“ (fosfato de nicotinamida

dinucleótido) y la enzima isocitrato deshidrogenasa (las concentraciones empleadas se

indican en cada incubación).

>>III.C.II.1.- Incubacíón de microsomas

Se siguió la siguiente técnica de incubación (176): los microsomas aislados fueron

resuspendidos en buffer Tris 0,15 M, KH2P04 1 mM, pH 7,4, de tal manera que la

concentración final de proteína en el medio de incubación fuera de aproximadamente 4 mg

proteína/ ml incubado.
El volumen final del medio de incubación fue de 3 ml. Este medio contenía

(concentraciones finales): MgClz 0,15 M, y podía contener o no (según se indique en cada

grupo) sistema generador de NADPH: isocitrato de sodio 3,62 mM, NADP+ 0,45 mM,
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isocítrico deshidrogenasa (ICDH): 0,17 UE/ ml y/ o CCl42 mM.

El esquema de preparación de las mezclas a incubar se indica a continuación.

Control CCl4 NADPH CC14+NADPH

microsomas 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

buffer 1,7 ml 1,7 ml 1,4 ml 1,4 ml

MgClz 1,5 M 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml

isocitrato./NADP+ — — 0,3 ml 0,3ml

isocitIato deshidrogenasa — — 10 ul 10 ul

etanol 5 pl — 5 pl —

CCl4 1,2 M -— 5 ul — 5 ul

Tabla III.7:Sistema de incubación de microsomas

Se incubó durante 1 hora a 37°Ccon agitación en viales de vidrio sellados con septum

de neopreno y tapa de aluminio. La reacción fue interrumpida colocando los viales en un

baño de agua-hielo.

El CCl4se agregó como 5111de una solución 1,2 M después de sellados los viales.

En este sistema se ensayo además el efecto de una atmósfera de nitrógeno,

burbujeando la solución durante 5 minutos con nitrógeno libre de oxígeno antes del

agregado de CC14o etanol.

En el estudio del efecto de distintas sustancias, a-tocoferol 1 mM, hemisuccinato de 0L­

tocoferol 1 mM, Trolox C 1 mM, y EDTA 3 mM, la preparación de los medios de incubación
fuediferente de acuerdo a la solubilidad de las mismas. Estos sistemas se indicarán más

adelante.

Se determinaron luego de las incubaciones los contenidos de grupos carbonilos o de

grupos sulfhidrilos de las proteínas según correspondiera con las técnicas indicadas más
adelante.

>>III.C.II.2.- Incubación de núcleos

En este caso la técnica seguida fue la siguiente (176): los núcleos aislados fueron

resuspendidos en Tris 0,15 M, KH2P04 1 mM, pH 7,4, de manera tal de obtener una
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concentración final de 8 mg de proteína/ ml de incubado.

Se empleó el siguiente esquema de preparación de las soluciones a incubar:

Control CCL; NADPH CC14+NADPH

núcleos 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml

buffer 0,7 ml 0,7 ml 0,4 ml 0,4 ml

MgClz 1,5 M 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml

isocitrato/ NADP+ — — 0,3 m1 0,3 ml

isocitrato deshidrogenasa — — 10 pl 10 ul

etanol 5 pl — 5 pl —

CCL; 1,2 M — 5 ul — 5 ul

Tabla III.8:Sistema de incubación de núcleos

Se usó el mismo buffer como medio de incubación, con una concentración de MgClz

final 0,15 M. El sistema generador de NADPH (presente cuando se indique) fue similar al

empleado en la incubación de los microsomas. El volumen final de incubación fue de 3 ml.

En el caso de determinación de grupos carbonilos se utilizó CCL;o CBl'Cla

Para el CCl4se siguió el sistema de incubación recién indicado, con una concentración

final de 2 mM de CC14,incubándose durante 0,5, 1 ó 3 horas a 37°C con agitación. Se

emplearon viales de vidrio sellados con sept-umde neopreno y tapa de aluminio. La reacción

fue interrumpida colocando los viales en un baño de agua-hielo.

En el caso del CBrCIa2 mM el esquema de preparación es el mismo que para CC142

mM. Cuando se utilizó CBrClapuro, se agregaron 7ul a los 3 ml de incubación.

Para la determinación de grupos sulfhidrilos se utilizó CCL¡ZmM, preparándose las

mezclas de incubación de la misma manera que para carbonilos con CCl4. Los tiempos de

incubación en este caso fueron 1 y 3 h.

Luego de las incubaciones se determinó el contenido de grupos carbonilos o de

grupos sulfhidrilos según correspondiera.
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>>III.C.II.3.- Incubación de mitocondrias

En el caso de las mitocondrias (76, 77), el medio de incubación fue diferente al de los

microsomas; estando formado en este caso por: Tris 0,3 M, pH 7,4, MgClz5 mM, isocitrato de

sodio 8 mM, NADP“ 0,33 mM, isocítrato deshidrogenasa: 0,36 UE/ ml de incubado.

La preparación de las mezclas a incubar fue la siguiente:

Control CC14 NADPH CCl4+NADPH

mitocondrias 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

buffer 1,7 ml 1,7 ml 1,4 ml 1,4 ml

MgC12 5 mM 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml

isocítrato./NADP+ — — 0,3ml 0,3ml

isocítrato deshidrogenasa -—- — 45 pl 45 pl

etanol 5 ul — 5 ul —

CCl4 1,2 M — 5 ul -— 5 ¡.11

Tabla III.9:Sistema de incubación de mitocondrias

Las rnitocondrias se resuspendieron en el buffer de incubación de tal manera de tener

una concentración de 5 mg proteína/ ml incubado. El volumen final de incubación fue 3 ml.

Se incubó a 37°C durante 1 en viales de vidrio sellados con septum de neopreno y

tapa de aluminio. La reacción fue interrumpida colocando los viales en un baño de agua­
hielo.

Los grupos carbonilos o los grupos sulfhidrilos de las proteínas según

correspondiera, fueron posteriormente determinados.

)> III.C.II.4.- Incubación defracción citosólica

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 incubación similar al de los

microsomas, es decir: Tris 0,15 M, KHzP04 1 mM, pH 7,4, MgClz 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 isocítrico deshidrogenasa) y/ o CCL;2mM. El volumen final de incubación fue de 3 ml (10,

44).

Se incubó a 37°Cdurante 1 hora en viales de vidrio sellados con septum de neopreno

y tapa de aluminio. La reacción fue interrumpida colocando los viales en un baño de agua­
hielo.
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El esquema de preparación de las soluciones a incubar empleado fue el siguiente:

Control CCl4 NADPH CCL¡+NADPH

citosol 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 rnl

buffer 2,1 ml 2,1 ml 1,8 ml 1,8 ml

MgClz 1,5 M 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml

isocitrato/NADP" — — 0,3ml 0,3mi

isocitrato deshidrogenasa — — 10 pl 10 pl

etanol 5 pi — 5 m —

CC141,2 M — 5 ul — 5 pl

Tabla III.10:Sistema de incubación de fracción citosólica

El contenido de grupos carbonilos o de grupos sulfhidrilos de las proteínas y de

grupos sulfhidrilos en sustancias no proteicas fue determinado a continuación.

)> III.C.II.5.- Incubaciones de microsomas con distintas sustancias

A continuación se indican los sistemas empleados, donde las concentraciones de los

bufferes, del MgClz,del sistema generador de NADPH (isocitrato de sodio (isoc.), NADP“ y

isocitrato deshidrogenasa (ICDH)) fueron similares a las usadas para microsomas, variando

únicamente las cantidades de buffer para permitir el agregado de las sustancias a ensayar.

En todos los casos luego de las incubaciones se determinó el contenido de grupos

carbonilos o de grupos sulfhidrilos según 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 incubación se emplearon volúmenes distintos de las mismas.

El sistema básico de incubación (sin considerar los volúmenes de buffer ni de

sustancias (D) a agregar) fue el siguiente:

Los volúmenes de sustancias a ensayar agregados fueron:
.- a-tocoferol 0,6 M en etanol: 51.11.
.—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 CCI. CCl4+D NADPH NADPH CC14+ CCl4+D+
+D NADPH NADPH

microsomas 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

MgClz 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 mI 0,3 ml

isoc./NADP* — — — — 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml

ICDH — —— — — 10 ul 10 pl 10 pl 10 ul

etanol 5 ul 5 ul — 5 pl 5 ul — —

cc]4 __ — 5 ul 5 ul — — 5 ul 5 ul

Tabla 111.11:Sistema de incubación de rnicrosomas con distintas sustancias

En todos los casos se completó el volumen se la mezcla de incubación a 3 ml

mediante el agregado de buffer de incubación.

"LCJHa SISTEMAIN VIVO

En este grupo de experimentos se determinó el contenido de grupos carbonilos de

proteínas hepáticas microsomales y nucleares de ratas intoxicadas con CCl4.

>>III.C.III.1.- Tratamientos

A los animales control se les administró ip aceite de oliva, en tanto que al grupo con

CCl4se les aplicó CCl4ip en la dosis indicada en Procedimientos Generales (una solución al

20% (v/v) en aceite de oliva, 5 ml/ kg).
En el caso de la determinación en microsomas, los animales fueron sacrificados

media, una, dos y tres horas después de haber recibido el CC14o el aceite de oliva, se les

extrajo el hígado y se obtuvieron los rnicrosomas. El pellet de rnicrosomas fue resuspendido

en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, de tal manera de obtener una concentración

aproximada de 4 mg de proteína/ ml, y se determinó el contenido de grupos carbonilos en

las proteínas microsomales.

Cuando se determinó el contenido de grupos carbonilos en las proteínas nucleares,

los animales fueron sacrificados una, dos, tres y seis horas después de haber recibido el CCl4

o el aceite de oliva, se les extrajeron los hígados y se aislaron los núcleos. La fracción nuclear

fue resuspendida en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8 para obtener una concentración

de 8 mg de proteína/ ml y se les determinó el contenido de grupos carbonilos a las proteínas.

147



Mamas YMÉTODOS

III.C.IV.- MEDICIÓNDEsaunas CARBONILOSv saunas sumuomws

>>III.C.IV.1.-Determinación 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 h-ataba de proteínas o aminoácidos. A

continuación se indica la técnica seguida en cada caso.

> III.C.IV.1.1.-Medición degrupos carbonilos en proteínas

En el caso de las proteínas nucleares es necesaria la preparación previa de las
muestras, la cual se indicará más adelante.

El volumen de solución o suspención correspondiente a 1 mg de proteína se precipita

con igual volumen de ácido tricloroacéüco (TCA) al 20%. Se espera 10 minutos y se

centrífuga 3 minutos a 15.000xg.

El precipitado se hace reaccionar con 0,5 ml de 2,4-dirútrofenilhidracina 10 mM en

HC] 2 M durante una hora agitando cada 10-15minutos. El blanco respectivo se hace usando

l-ICl2 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 solución de

guanidina 6M, 20 mM en KÏ'hPO4,ajustada a pI-I2,3 con ácido trifluoroacético.

En el caso de ensayarse la albúmina y los aminoácidos, para disolver la hidrazona

formada se disuelve calentándola 30 minutos a 37°C. En el caso de las proteínas

microsomales, nucleares, rnitocondriales y citosólicas se deja agitando toda la noche a baja

temperatura. En ambos casos se centrífuga 10 minutos a 15.000 xg, utilizando el

sobrenadante para la medición.

La hidrazona formada se determina por espectrofotometría midiendo la absorbancia

a 370 nm; los nmoles de carbonilos/ mg de proteína se calculan considerando un coeficiente
de absorción de 22.000 M-ïcm-l.

> III.C.IV.1.1.1.-Preparación de las muestras de proteínas nucleares

En el caso de la determinación de grupos carbonilos en las proteínas nucleares es

necesario eliminar previamente los ácidos nucleicos, ya que cuando están presentes en gran

cantidad pueden interferir (212).

La técnica empleada fue la siguiente: 3 ml de la resuspención de núcleos se tratan con

0,34 ml de sulfato de estreptomicina al 10% en I-IEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1­

' ' ‘ N-‘u‘ñnim) 50 mM, pH 7,2; se lo deja a temperatura ambiente durante 15l.’ 1’
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minutos, se centrífuga 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 eliminación de los ácidos nucleicos es eficaz si la relación de absorbancias a 280

nm y 260 nm es mayor que 1.

> III.C.IV.1.2.-Medición degrupos carbonilos en aminoácidos

Se utilizó la técnica de Levine y col. (212).Un volumen de 0,3 ml de las soluciones de

los aminoácidos se mezclan con 0,9 ml de una solución de guanidina preparada de la manera

siguiente: 9 volúmenes de g'uanidina 8 M, KHzPO426,7 mM, pH 6,35 + 0,5 volúmenes 2,4
dinitrofenilhidracina 10 mM + 0,5volúmenes 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 proteínas.

>>III.C.IV.2.- Técnica de determinación de grupos sulfhidrilos

Se utilizó 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 (cisteína, albúmina de huevo, glutatión

oxidado) o no (proteínas de las fracciones subcelulares).

> III.C.IV.2.1.-Sustancias solubles

Un volumen de solución 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 (ácido

ditiobis-(Z-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 espectrofotómetro 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 proteína se calculan considerando un coeficiente de
absorción molar de 13.100 M-lcm-ï.
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> III.C.IV.2.2.-Proteínas insolubles

0,25 ml de la solución 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

centrífuga a 15.000xg 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 centrífuga a 13.500xg cada vez. El precipitado se resuspende en 1,5 ml de Tris

0,1 M, EDTA 5 mM, SDS 0,5%, pI-I 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 m] 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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RESULTADOS

1V.- RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis han sido divididos en tres partes:

lV.A.- Estudio del efecto del CC14sobre la incorporación de un aminoácido marcado a
proteínas hepáticas de rata.

IV.B.- Estudio del efecto del CC14sobre la formación de grupos carbonilos en proteínas.

IV.C.- Estudio del efecto del CCL;sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de proteínas.

lV.A.- ESTUDIO DELEFECTODELCCL; SOBRELA
INCORPORACION DE UN AMINOÁCIDO MARCADO A PROTEÍNAS

HEPÁTICAS DE RATA

Como se ha indicado en la Introducción de este Trabajo de Tesis, el CCL;causa en los

hepatocitos la alteración de la maquinaria de síntesis proteica a nivel de los ribosomas.

Había sido determinado previamente que el CCl4 altera la incorporación de un

aminoácido marcado a proteínas microsomales, ribosomales y citosólicas hepáticas de rata.

En esta serie de experimentos se quiso estudiar el efecto del CC14 sobre la

incorporación de un aminoácido marcado a las proteínas nucleares totales y a distintas

fracciones proteicas nucleares hepáticas de rata.

Se eligió como aminoácido marcado la leucina radioactiva ya que es un aminoácido

presente en toda clase de proteínas.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, las cuales son susceptibles a la
acción tóxica del CC14.

También se estudió el efecto de la cicloheximida, un conocido inhibidor de la síntesis

proteica, para determinar si la inhibición de la síntesis proteica al nivel de los ribosomas

podía verse reflejada como una alteración en la incorporación de un aminoácido a las

proteínas nucleares.

Además, como ha sido indicado en la Introducción, se sabe que la cicloheximida evita

la disociación de los ribosomas causada por el CCl4.

En todos los casos los procedimientos seguidos son los indicados en Materiales y
Métodos.
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> IV.A.1.- Incorporación de 14C-Leucina a las proteínas nucleares y
microsomales totales de hígado de rata a distintos tiempos de intoxicación

En este experimento se quiso determinar si los metabolitos tóxicos del CCl4 eran

capaces de alterar la incorporación de un aminoácido marcado a las proteínas nucleares

totales hepáticas de rata. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla siguiente.

Tabla IV.A.1:Incorporación de 14C-Leucinaa las proteínas nucleares y microsomales totales
de hígado de rata a distintos tiempos de intoxicación

Tratamienth Núcleos Microsomas

pmol Leu/ mg prot %Control pmol Leu/ mg prot %Control

1 hora

Control 16,0:l: 0,8 100 46,71: 4,0 100

CC14 5,5 i 0,9b 34 8,73: 0,9b 19

2horas

Control 21,1 i 2,2 100,0 54,8 :t 3,5 100

CCL; 13,2 i: 1,8c 62 17,2 :I: 1,8b 31

4 horas

Control 24,6 :t 3,3 100 59,0 i 4,3 100

CC14 25,6 :t 2,4d 104 32,4 :t 2,0b 55

aSeadmirústtóipCChalasratashatadasyaoeitede
olivaalasratascontrol.1,264hdespuésselesaplicóï4C­Leuabodaslasratas.Alahorasesacrificannlos
animales,selesextrajeronloshígados,seaislaronlos

' las

96delControl

incorporadalasdosisyprocedimienbosusadossonlos
mdicadosenMateiialesyMébodosSeusamn3animales

N“amenacen;g,J.p,

El efecto del CC14sobre la incorporación de una aminoácido marcado a las proteínas

microsomales ya había sido determinado previamente, en este experimento se realizó como
control.

De los resultados obtenidos se observa que el CC14a la hora de intoxicación causó la

disminución de la incorporación de leucina marcada, tanto a las proteínas nucleares como a

las microsomales, siendo el efecto más importante para estas últimas. En ambos casos a las

dos horas se observó una recuperación parcial de la capacidad de incorporación del

aminoácido marcado a las proteínas. A las 4 horas de intoxicación se había recuperado
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totalmente la capacidad de incorporar leucina marcada a las proteínas nucleares, mientras

que no se había recuperado totalmente la capacidad de incorporación a las microsomales.

>> IV.A.2.- Efecto del pretratamiento con cicloheximída sobre la
incorporación de 14C-Leucinaa proteínas nucleares y microsomales totales de
ratas intoxicadas con CCI4

En este experimento se quiso determinar si realmente un efecto producido al nivel de

la síntesis de proteínas podía verse reflejado en la alteración de la incorporación de un

aminoácido marcado a las proteínas nucleares hepáticas de rata, como se determinó que

sucede en el caso del CCl4.Para esto se utilizó cicloheximida, la cual se sabe que impide la

síntesis 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 incorporación de 14C­
Leucina a proteínas nucleares y microsomales totales de ratas intoxicadas con CC14

Tratamienth Núcleos Microsomas

(14C-Leuen todos los casos) pmol Leu/ mg prot %Control pmol Leu/ mg prot %Control

Control (Ctl) 22,5 i 3,7 100 55,7 :t 7,4 100

CC14 8,5 :i: 0,5l’rd 37 18,4 i 2,6":e 33

CHX 5,9 :t 0,3C 26 14,4 i 0,7c 26

CHX + CCl4 2,6 :l: 0,01%C 11 6,4 :l: 0,5‘DIC 11

É” aSeaplicólaciclohexmm''da(CI'IX)y10m1nu'tos
¿mw “E” , H despuéselüseesperólhyseadmirfislróhleucim

Eso marcadaatodoslosarúmalesmlahorasesacrificamse. ’ ' lesextrajeronloshígados,sesepararonlosnúcleosylos
"1:40 \ miaosomas,seaislaron]asproteínas,selesdeterminóla
“a g radioactividad. Las dosis y tratamientos se indican en
e 3o; ‘ ‘ MaterialsyMébdosfieusaronu-esarúmalesporgrupo.

20 s17"? l Núcleos:

m a ‘ ,. bp<8gco4vsgflafcwggmcmg ’ g ° < , 'CHXVS ‘ CHX VS
o m Mi , . dg<OÍOSICCLVSCfl.

Núcleos Microsomas mms:
Control ,ch, [Baix CHX+CC14 b1p< 0,01:CCl4vsCfl; CHX+CCI4vsCtloCCh

cp<0,02CHXvsCtl; Cl-D(+CCl4vsCl-D(.
ep > O,05:CC14vs CHX.

De los datos se puede observar que la cicloheximida inhibió de una manera similar la

incorporación de la 14C-Leua las proteínas nucleares y a las microsomales

El CCL;inhibe la incorporación del aminoácido marcado en menor grado que la CI-D(

en ambas fracciones subcelulares. Por otra parte se observa que el efecto de la mezcla del

CC14con la CI-D(es mayor que el efecto del CCl4o de la CHX solos.
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>> IV.A.3.- Efecto del CCL; sobre la incorporación de 14C-Leucina en
fracciones proteicas nucleares de rata a la hora y a las dos horas de
intoxicación

Se analizó el efecto del CCl4 sobre la incorporación de un aminoácido marcado a

distintas fracciones proteicas nucleares hepáticas para determinar si alguna resultaba

particularmente afectada. Se separaron las proteínas nucleares en 7 fracciones de distintas

características químicas (histonas y 6 fracciones no histónicas) de ratas intoxicadas con CC14

durante una o dos horas. Se analizó la radioactividad incorporada a cada una de ellas. A
continuación se indican los resultados obtenidos.

> IV.A.3a.- 1 hora de intoxicación

En la tabla siguiente se muestran los resultados obtenidos de la aislación de distintas

fracciones proteicas nucleares de rata a la hora de intoxicación con CC14.

Tabla IV.A.3a: Efecto del CCL;sobre la incorporación de 1‘lC-Leucinaen fracciones proteicas
nucleares de rata a la hora de intoxicación

Fracción proteica nuclear Control CC14 % Control
1 h into’dcadón pmolLeu/mg prot pmolLeu/mg prot

I 9,0 :l: 0,6 4,1 :t 1,0C 46

II 7,7 i 0,3 3,3 :1: 0,6b 43

III 37,4 i 3,7 16,7 i 5,3c 45

IV 13,0 i 1,8 5,6 :t 1,9c 43

V 32,3 :l: 2,7 14,9 :t 2,9c 46

VI 54,1 :t 17,4 23,8 i 4,8‘1 44

Histonas 7,7 i 1,3 2,6 :I: 0,9c 34

51°“; ' ‘ aSeaplicóip.C(]4(aceitedeolivaalconuol);alahora
S ¿ lhmmnwfló" se administró 1‘1C-Leua todos los animales. Una hora
5803 despuéssesacúficaronlasratas,selesexh'ajemnlos
3 ‘ hígados,se aislamnlos núdeosyseobtuvieronlas
z“ 60 distintas fracciones proteicas nucleares, analizandose la
¿3 canüdaddeleudnamamadainoorporadaacadaumde
5.40%” 7?"; ellas.Lasdosis fiimonlasindicadasenMatmialesy

:Ï Métodos.Seusaron3animalesporgrupo.
20 bp<0,001.

cp<0,01.
'á = a _- .—.'> dp<0,02,

IIX IV

Control

Se puede observar que hubo incorporación del aminoácido marcado a todas las

fracciones proteicas nucleares.
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Al igual que en el caso de las proteínas nucleares totales, se observó una disminución

en la incorporación de la leucina marcada a las distintas fracciones proteicas en los animales

intoxicados con CC14.El nivel de disminución dependió de cual fuera la fracción proteica,

siendo el efecto del CCl4similar para las fracciones no histónicas y mayor para las histonas.

> IV.A.3b.-2 horas de intoxicación

En la tabla siguiente se observa el efecto del CC14sobre la incorporación de un

aminoácido marcado a distintas proteínas nucleares a las dos horas de intoxicación.

Tabla IV.A.3b: Efecto del CCl4sobre la incorporación de 1‘lC-Leucinaen fracciones proteicas
nucleares de rata a las dos horas de intoxicación

:ïïïázlïaïgïa nude” melCLZIIlI731gprot pmol¿3151:1155prot % com-ml

I 15,3 :t 2,1 9,5 i 1,2b 62

II 9,3 i 1,2 5,9 i 0,2C 63

III 28,7 j: 3,5 23,0 :t 0,3d 80

IV 16,6 :t 11,2 14,4 i 4,6d 86

V 35,3 j: 2,3 19,5 i 5,8b 55

VI 64,1 d: 27,1 39,8 :t 5,8d 62

Histonas 6,7 :t 0,8 5,2 :t 0,4c 78

10°y 2 ¡n¡ox¡cac¡óh¡ “Seaplicóip. cc].1 (aca'te de olivaalcontrol); alas doshorasseadmnushó14C-LeuamdaslasratasUnahom
despuéssesaüificarmlosarúmales,selesexu-ajaonlos
hígados,seaislamnlosnúcleosyseobh1vieronlas
distintasfraccionesproteicasnucleares,alascualsseles
determinó la cantidad de leucina marcada imorporada
Iasdosis fueronlasindicadasenMaterialesyMéhodos.
Seusaron3animalesporgrupo.

bP<OÍOZ
Cp<0,05.
dp>0,05.

¡

a)o

pmolaa"Clau/Ingpra!

8

A las 2 horas de intoxicación hubo una recuperación parcial de la incorporación del

aminoácido marcado a todas las fracciones proteicas. El grado de recuperación fue función

de cual fuera la fracción proteica.

La recuperación parcial a las dos horas de intoxicación coincide con el resultado

obtenido en la incorporación del aminoácido marcado a las proteínas nucleares totales.
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IV.B.- EFECIO DE¿LOSMETABOLITOSREACTIVOS DEL CCL4
SOBRE LA FORMACION DE GRUPOS CARBONILOS EN PROTEÍNAS

El CCL;ejerce su acción tóxica debido a que forma radicales libres capaces de alterar

moléculas biológicas.

Como se indicó en la Introducción, muchos radicales libres son capaces de causar la

oxidación de proteínas, generando grupos carbonilos sobre las mismas.

En esta serie de experimentos se quiso determinar si los radicales libres generados

por activación del CCL;serían capaces de generar grupos carbonilos en proteínas.

Para estudiar esta posibilidad se utilizaron distintos sistemas.

IV.B.I.- Sistemas químicos, estudiando el efecto del CCl4(activado a sus metabolitos
reactivos con luz UVC)sobre albúmina de huevo y aminoácidos.

IV.B.II.- Sistemas in vitro, utilizando distintas fracciones subcelulares.

IV.B.III.-in vivo,determinando el efecto del CC14sobre proteínas rnicrosomales y nucleares.

A continuación se indican los resultados obtenidos en cada uno de estos sistemas.

HI.BJ.- SISTEMASQUÍMICOS

En todos los experimentos de esta serie el CCL; 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 diseñado indicado en Materiales y Métodos.

Se utilizaron dos clases de moléculas blanco: la proteína albúmina de huevo y
distintos aminoácidos.

En el caso de la albúmina, se realizaron distintos experimentos:

Se estudió el efecto de cada uno de los radicales libres generados por el CC14.

Se determinaron los efectos de distintos antioxidantes (a-tocoferol y Trolox) y del

EDTA sobre la formación de grupos carbonilos causada por el CCL¡en la albúmina de huevo.

Se comparó el efecto del CCh y sus metabolitos reactivos sobre la albúmina de huevo

nativa y delipidada.

En el caso de los aminoácidos, se estudiaron los 20 aminoácidos presentes
normalmente en las células eucariotas.

En todos los casos se usaron los procedimientos indicados en Materiales y Métodos.

Se indican a continuación los resultados obtenidos con los sistemas químicos.
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IV.B.I.1.- PROTEÍNAS

En esta serie de experimentos se estudió el efecto del CC14sobre el contenido de

grupos carbonilos en proteínas.

>> IV.B.I.1.1.-Efecto del CCI4y de la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en albúmina de huevo nativa en medio aerobic

Lo primero que se estudió fue si el CC14o sus metabolitos reactivos eran capaces de

causar la formación de grupos carbonilos sobre la albúmina de huevo nativa.
A continuación se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I.1.1:Efecto del CC14y de la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en
albúmina de huevo nativa en medio aerobio

Experimenth UVC nmoles CO/mg prot % del Control

alb - 1,73 :t 0,15 100

alb + CC14 - 1,72 i 0,18b 99

alb + 14,50 i 0,68C 838

alb + CCl4 + 18,19 i 0,15c 1051
5

a Soluciones de albúmina nativa (alb) (4 mg/ml en
fosfatodesodioSOmMpH7B),mprese1fiaomde
C042mMfi1emnirrad'mdascuandoseindimconluz

nmolesCO/mgprat

... V‘

(CO) enon debemúnad usando 2A­
dini ' ' Seusaron4mueshasporgrupo.

; bp>0,05
5'3" vsalb.

cp<0,(l)1:
J albt-UVCvsalbo

ÑUVC‘A.w¿came W+UVCVSWCH40WUVC

De los resultados obtenidos se puede observar que el CCL;por sí mismo no fue capaz

de causar la formación de grupos carbonilos en la albúmina de huevo nativa.
La acción de la luz ultravioleta C sobre la albúmina de huevo nativa causó un

considerable aumento del contenido de grupos carbonilos.

Los metabolitos reactivos del CC14produjeron un aumento del contenido de grupos
carbonilos de la albúmina de huevo nativa.
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>> IV.B.I.1.2.- Efecto del CCL;y la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en albúmina de hueva nativa en atmósfera de nitrógeno

Para estudiar el efecto de cada uno de los radicales libres generados en la activación

del CCL; se realizó el estudio de la formación de grupos carbonilos en atmósfera de

nitrógeno. Como se indicó anteriormente, en esta atmósfera se forma únicamente el radical

'CCls, en tanto que en aire se forman ambos radicales libres, pero predominantemente
CC1302’.

A continuación se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I.1.2:Efecto del CCL;y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en
albúmina de huevo nativa en atmósfera de nitrógeno

Experimentoa Nitrógeno nmoles CO/mg prot °/odel Control

alb - 14,81 :t 1,17 100

alb + CCl4 - 18,05 :t 1,18b 122

alb + 9,76 :t 0,52b 66

alb + CCh + 12,83 :l: 0,81b 87

É 20 a Soludona de albúmina de huevo nativa (alb) (4
3’15?“ mg/nflenfosfamdesodioSOmMpH78),enpresemia
g ‘ omdeCQZmeuemninadiadasconhizultraVioleta
a s Cdmanieómirmbosenamiósfemdeaireoderúuógem.
É 1°¿ Los pos carbonilos (CO)fueron determinados usando

. . E m . i . Seusaron4muestras grupo.
bp<0,(X)1paratodaslascomparacionesposíllgfl’lses

alb alb+CCl4 alb alb+CCl4

Aire+UVC Nitrógeno+UVC

Los resultados obtenidos indican que la luz ultravioleta C por sí misma fue capaz de

formar grupos carbonilos en la albúmina de huevo en ambas atmósferas, la formación de los

grupos carbonilo fue mayor en medio aerobio que en medio anaerobio.

En lo que respecta al CC14,se puede observar de los resultados que los dos radicales

libres generados por el CCL; (’CC13y CClaOz’) tuvieron la capacidad de generar grupos

carbonilo en las proteínas. El efecto de ambos radicales libres sería similar.
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>> IV.B.I.1.3.-Formación de grupos carbonilos debida al CCI4y la luz UVC
en albúmina de huevo y albúmina de huevo delipidada

La albúmina de huevo nativa tiene lípidos asociados. Se quiso determinar si estos

lípidos podrían contribuir de alguna manera a la formación de grupos carbonilo causada por

los metabolitos reactivos del CCl4y por la luz ultravioleta C.

indican a continuación.
Se comparó el efecto del CC14sobre ambas albúminas, los resultados obtenidos se

Tabla 8.1.1.3:Formación de grupos carbonilos debida al CCl4y la luz UVC en albúmina de
huevo y albúmina de huevo delipidada

Experimenth UV nmoles CO/mg prot °/odel Control

alb - 1,57 i 0,32 100

d-alb - 1,57 :I: 0,08b 100

alb + CC14 - 1,69 :I: 0,18b 108

d-alb + CCl4 - 1,62 i 0,07b 103

alb + 13,72 :t 0,56c 874

d-alb + 14,02 i 1,39‘»C 893

alb + CCI4 + 18,35 :I: 1,65C 1169

d-alb + CCl4 + 18,92 i 1,32brC 1205

nmolesCO/mgprot

8a

¡.­Ul

HÓ

:,¿ju--wm-

alb d-alb

de las dos albúminas.

alb d-alb

Control cc14

alb d-alb

UV

alb d-alb

CCl4+UV

aSolucionesdeaIbúminanaliva(alb)ydeaIbúmina

delipidada(d-alb)(4mg/mlenfosfalndesodi052umMH7,8),enpnesemla'onodeCCthM eron
'p " ’ “ "" WluzultraviolelaCdurame
6 minutos. Los grupos carbonilos (CO) fueron
deternündosusandonñúh'ofmtíflúdrazinaSeusamn
limush'asporgrupo.

>0.05:bp
k mu I Ü 1'deVC vsalb+UVC.
d-aIb+CCl4+UVCvs aIb+CCl4+UVC

Cp < 0,001:
cualquier comparación entre un grupo irradiado y

alb+CCI4+UVCvs alb+UVC o d-alb+UVC
d-aIb+CCl4+UVCvs alb+UVC o d-a1b+UVC

Se pudo determinar que el CCI4como tal no generó grupos carbonilo sobre ninguna

Tanto los metabolitos reactivos como la luz UVC fueron capaces de generar grupos

carbonilos sobre la albúmina nativa y sobre la albúmina delipidada en la misma proporción,

por lo que en los experimentos siguientes se utilizó albúmina nativa.
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>> IV.B.I.I.4.- Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formación de grupos
carbonilos inducida por CCl4y luz ultravioleta C en albúmina de huevo

Se ensayó en el sistema químico el efecto del a-tocoferol 1 mM (a1) sobre la

formación de grupos carbonilos debida a los metabolitos reactivos del CC14en la albúmina
de huevo nativa.

Se estudió 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 dañino de los radicales libres en algunos sistemas.

Se estudió el efecto del oc-tocoferolen atmósfera aerobia y anaerobia.

> IV.B.I.1.4a.-Efecto del a-tocoferol 1 mM en atmósfera aerobia

A continuación se indican los resultados obtenidos en esta atmósfera.

Tabla IV.B.I.1.4a:Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formación de grupos carbonilos
inducida por CC14y luz ultravioleta C en albúmina de huevo en medio aerobic

Experimentoa nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 15,22 i 1,15 100

aT 14,80 :1:0,14b 97

CC14 17,87 :I: 1,46€:d 117

aT + CCI; 17,64 :1:0,85bld 116

32° ' ' 'Lg'iÁibíám‘ln; a Solucionesde aIbúmma'nativa (4 mg/ml en buffer
¿”13: .4 , ,. . Í ÏOSfamdeSOdÍOmnMpH7B)mpxesemfiaomdeOCh
g í 3 2mMy/oa-tocoferollmM(a’I) seindique,
316; fueron irradiadas con luz ultravioleta C durante 6
É ' mirmtosenatmósferadeairelosgruposcarborúlos(OO)

fueron determinados con la hécm'ca de 2,4­
dñühoferúflúdrachnSeusaron4muaslrasporgrupo.

bp>0,05:

CC|4vsaT.
CG4+aTvsCfloaT.

Se puede inferir de los resultados obtenidos que el oc-tocoferolno fue capaz de evitar

la formación de grupos carbonilos en albúmina de huevo nativa causada por la luz UVC.

El a-tocoferol tampoco fue capaz de evitar la formación de grupos carbonilos en la

albúmina de huevo causada por los metabolitos reactivos del CC14.

Esto podría ser debido a la baja solubilidad del a-tocoferol en el medio acuoso

empleado.
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> IV.B.I.1.4b.-Efecto del a-tocoferol 1 mM en atmósfera anaerobia

Se quiso determinar en este caso el efecto del a-tocoferol sobre la formación de

grupos carbonilo causada por el radical triclorometilo, para lo cual se empleó una atmósfera

de nitrógeno, en la que, como se indicó anteriormente, se forma únicamente dicho radical.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla IV.B.I.1.4b:Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formación de carbonilos inducida por
CC14y luz ultravioleta C en albúmina de huevo en medio anaerobio

Experimenth nmoles CO/mg prot % del Control

Control (Ctl) 9,61 :t 0,50 100

(1T 8,64 :t 0,71b 90

CCI4 12,33 :t 0,81“l 128

OLT+ CCI4 11,57 :1:0,39%d 120

É”. " 5,41,”; i” W, ‘ a Solucionesde albúmina nativa (4 m ml en buffer
¡“5°« Al Ntróg UVC " f0sfatodesodíoSOmMpH7,8)enpreserKgJ'/aonodeCG4
gls l ‘ ' ' 2 mM y/o a-boooferol1 mM (a'I') según se indique,
g r fueron irradiadas con luz ultravioleta C durante 6
“¿16‘ minutos en atmósfera de nitrógem. Los grupos

carbonilos (OO) fueron determinados con la técnica de
4-dinitmfenilhidracina.8eusaron4mueslrasporgrupo.

C < 0,01:

; ‘ 0LT+CCI4vs Ct].e Vi d '
aT cell cama“ P534”ch oaT.

aT+CCl4vs aT.

Al igual que en atmósfera aerobia, el aT no demostró ser capaz de inhibir la

formación de grupos carbonilos inducida por la luz UVCen atmósfera de nitrógeno.

Tampoco demostró ser el aT en esta atmósfera capaz de evitar la formación de

grupos carbonilos causada por los metabolitos reactivos del CC14.

Como se indicó anteriormente, esto podría ser debido a la baja solubilidad del ocTen

el medio acuoso empleado en el ensayo.
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>> IV.B.I.1.5.- Efecto del Trolox ImM sobre la formación de grupos
carbonilos inducida por CCl4y UVCen albúmina de huevo

El a-tocoferol no resultó ser capaz de inhibir la formación de grupos carbonilos

causada por los metabolitos reactivos del CCl4.

Para comprobar si la falta de efecto podría ser debida a la baja solubilidad del a­

tocoferol en el medio acuoso empleado se estudió el posible efecto del Trolox, el cual es un

análogo del a-tocoferol al que le falta la cadena isoprénica, lo cual lo hace hidrosoluble. Se

realizaron experimentos en atmósfera de aire y de nitrógeno.

> IV.B.I.1.5a.-Efecto del Trolox 1 mM en atmósfera aerobia

En este experimento se utilizó una atmósfera de aire. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla siguiente:

Tabla IV.B.I.1.5a:Efecto del Trolox lmM sobre la formación de grupos carbonilos inducida
por CC14y UVC en albúmina de huevo en medio aerobio

Experimenth nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 15,55 :t 1,12 100

Trolox 13,50 d: 1,08b 87

CC14 18,80 :l: 0,730d 121

Trolox + CCL; 14,40 :l: 0,72%e 93

g 2° a Soluciones de albúmina nativa (4 mg/ml en buffer

25181 fosfamde/sodÍOSÍMMPH7B)enpresemiaonodeCG4x. 2mM oTrooxlmMsegúndemd1que",fi1emn
816 irmdiadgs con luz ultravioleta durante 6 mirmhos en
É g atmósfera de aire. Los grupos carbonilos (CO) ÍUEIOII
É“? detmminadosconlaiecnicadeZA-dirúuoferúllüdmdna.

u , Siusaron 4 muestraspor grupo.
. P<Ofi5=

10i TroloxvsCtl.
: °P<0r0013

8 CCl4vsTrolox.
Trolox Trolox +CCI4 vs CCI4.

dp < 0,01:
CChvs Ctl.

ep > 0,05:
Trolox-K134vs Cfl o Trolox

Se puede observar que el Trolox fue capaz de inhibir en parte el efecto de la luz
ultravioleta C en atmósfera de aire.

El Trolox fue capaz de inhibir totalmente la formación de grupos carbonilos causada

por los radicales libres del CCl4en medio aerobio.
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> IV.B.I.1.5b.-Efecto del Trolox 1 mM en atmósfera anaerobia

Por las mismas razones que en el experimento anterior, se estudió el efecto del Trolox,

pero en este caso en atmósfera anaerobia para determinar el efecto de este antioxidante sobre
la acción del 'CC13.Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.B.I.1.5b:Efecto del Trolox 1mM sobre la formación de grupos carbonilos inducida
por CC14y UVC en albúmina de huevo en medio anaerobio

Experimenthl nmoles CO/mg prot % del Control

Control (Ctl) 9,59 d: 0,56 100

Trolox 8,27 :t 0,27b 86

CC14 12,98 i 0,52c 135

Trolox + CCl4 8,78 :t 0,59€,d 92

E” ,:' ' “Schicionesdealbúminanativa(4mg/mlenbuffer
25 Mbmmmógenowvck fosfatode sodio 50mM, pH 7,8)en presencia o no de GCL;
51“" ' ‘ 2nMy/oTrolox11rMsegúnsemdique, fueron
(g inadiadosconluzulhavioletaCduramJeómirmbos en
É16’ ,. r ..vi , e V. , ,, v Y am E de ni . Lm 1 .losÉ fiietondehermmdosmnhtémicadeZA­

147,”, e . ,. .. e, dim fi 11.1 . se 4m porgmpa
7, b <0,05:

12; TroloxvsCfl.

mi, a ,, J “Kofi”:
\. g p CCl4vsCtloTrolox

a. Lám 1, , . , dpïrgïgfiúvsmi
Tr°l°x CCI“ Tr°l°x+cch Trolox+CCl4 vs Cfl o Trolox

Se puede observar que el Trolox afectó en baja proporción la formación de grupos

carbonilos por la luz UVC en medio anaerobio, de una forma similar a la observada en
atmósfera 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 CC14sobre la formación de

carbonilos en la albúmina de huevo en atmósfera de nitrógeno, siendo el efecto similar al

producido en atmósfera de aire.
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> IV.B.I.I.6.- Efecto del EDTA 3mM sobre la formación de grupos
carbonilos inducida por CCl4y UVCen albúmina de huevo

El EDTA es un quelante de metales y, específicamente en el caso del CCl4,es capaz de

inhibir la activación del tóxico por metales y la peroxidación de lípidos causada por sus
metabolitos reactivos.

Por estas capacidades del EDTA es que se estudió su efecto sobre la formación de

grupos carbonilos causada por los metabolitos reactivos del CCl4.

Los resultados obtenidos tratando la albúmina con luz UVC en presencia o no de

CC14y/ o EDTA en atmósfera de aire y de nitrógeno se indican a continuación

> IV.B.I.I.6a.- Efecto del EDTA3 mM en atmósfera aerobia

Los resultados obtenidos en el estudio del efecto del EDTA en aünósfera aerobia son

los siguientes:

Tabla IV.B.I.I.6a:Efecto del EDTA 3mM sobre la formación de carbonilos inducida por CCL;y
UVCen albúmina de huevo en medio aerobio

Experimenth nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 14,14 i 0,94 100

EDTA 14,17 i 0,54b 100

CCl4 17,81 i 1,08c 126

EDTA + CCL 16,28 :t 1,08Crd 115

‘g-zo-¿ n n x r . a Soluciones de albúmina nativa (4 mg/ml en buffer
En ; .Albún‘ina+Aíre+UVCïfosfatodesodioSOmMpH7B)enpmemiaomdeCG4
518»; wela I w; 2 mM y/o EDTA 3 mM según se indique, fueron
U ,‘ : irradiadasconhizulh‘avioleiaC duranteóminutosm
3316+ ‘ atmósferadeaireLosgrupos carbonilos(OO)fumon
É i determinados con la técnica de 2,4-dinih'ofeniflúdracina.

14 a, ¡ Seusamn4 muestras por grupo
‘ b >tws:

12 x; e EDTAvsCtL
a C <0,001:10.?-o 4 t
í ¿ EDTA+OC14vsCtloEDTA

3 u u. Mi .H . A, dp<0,01:
CCL, EDrrA+CC14 EDTA+CCI4vsCCI+

Se puede observar que el EDTA no afectó la formación de grupos carbonilos en la
albúmina de huevo nativa debida a la luz UVCen medio aerobic.

La formación de carbonilos debida a los metabolitos reactivos del CC14en medio

aerobic fue afectada, aunque en bajo grado, por la presencia de EDTA.
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> IV.B.I.1.6b.-Efecto del EDTA3 mM en atmósfera anaerobia

En este caso se quiso estudiar el efecto del EDTA sobre la formación de grupos

carbonilos causada por el ’CCla, empleándose, al igual que en otros experimentos, una

atmósfera de nitrógeno.
A continuación se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I.1.6b:Efecto del EDTA 3mM sobre la formación de grupos carbonilos inducida
por CC14y UVC en albúmina de huevo en medio anaerobio

Experimentoa nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 10,00 i 0,49 100

EDTA 9,75 :t 0,34b 98

CC14 13,53 :I: 0,22c 135

EDTA + CCL 12,38 :t 0,44‘MJl 124

É?” ' ‘ , ‘ g > aSolucionesdealbúmina 4m mlenbufferfosfatode
¿”o “WW‘WWWVC sodio50mM,pH 7,8)en o no deCC]42 mM
3134 ‘ ‘ "‘ ‘ ' ' y/oEDI‘A3mMsegúnseindique,fueroní1radiadascon
É IuZifllIavioletaCduran’ueónúrmtosmatmósfemdeÉ“ mtrógeno.Losgrupos .

debermmados con la técmca de 2A-d1tuhofemlludraana.
14* Seusaron4rrmestrasporgrupo.

bp > 0,05:
12i EDTA vs Cfl.

¿ Cp < 0,“)1:
1° 1'" CCL; vs Ctl o EDTA.

EDTA+CC|4 VsCtl o EDTA.e d < z
m4 EDTA+°C14 FEST'OgucczlivsCCLL

Al igual que en atmósfera de aire, se puede observar que el EDTA no afectó la
formación de carbonilos debida ala luz UVCen medio anaerobio.

La formación de carbom'los debida al ‘CC13fue afectada, aunque en bajo grado, por la

presencia de EDTAen atmósfera anaerobia.
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IV.BJJL- AMINOÁCIDOS

Dado que los metabolitos reactivos del CCl4 fueron capaces de formar grupos

carbonilos en proteínas, se quiso determinar si algún aminoácido en particular resultaba

afectado, para lo cual se utilizó el sistema "in Vitro" en el que el CCL;es activado con luz

ultravioletaC(de254
Se ensayaron los 20 aminoácidos normalmente presentes en las células eucariotas.

>>IV.B.I.II.1.- Efecto del CCl4y la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en los aminoácidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina

Se estudió el efecto de los metabolitos reactivos del CC14y de la luz ultravioleta C

sobre los aminoácidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina. Los resultados obtenidos

son los siguientes.

Tabla IV.B.I.II.1:Efecto del CC14y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en los
aminoácidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina

aa+CCl4

nmoles CO/ mg pnot %Ctl

aa+UV

nnwlsOO/mgpmt %Ctl

Experimentoa aa aa+CCl4+UV
nmoleCO/mgpmt %Cfl nmolem/mgpmt %Cfl

Glicina 2,00 i 0,19 100 1,97 i 0,04b 99 3,89 i: 0,09C 195 4,58 :I:0,27c 229

Alanina 1,32 :t 0,05 100 1,48 i 0,04b 112 2,70 :t 0,26C 205 3,59 i 0,15C 272

Valina 0,99 :I:0,09 100 0,86 i 0,15b 87 2,27 :l:0,15c 229 2,66 i 0,20C 269

Leucina 0,69 :t 0,05 100 0,70 :l:0,09b 101 1,62 i 0,08c 234 3,02 :t 0,22c 438

Isoleucina 1,82 d:0,16 100 1,77 i 0,06b 97 2,67 i 0,08c 147 3,71 :1:0,13c 204

q 5 n .7

En“ aSolucim de aminoácido (aa)(glicina,alanina,valina,
3 leucinaoiso]eudna)(4mg/mlenfosfatodesodi050
‘¿47' mM,pH7,8),mpresenciaomdeOC]42mM,fi1erm
33's ' " J J ' 1' "MluzultraviolelaCdm‘anhe

É 3 ¿ 6 minutos. El contenido de ïupos carbonilos (CO) fue2,5, determinado usand técnica de 2,4­
2, dini ' ' ' Seusamn4muestrasporgrupo.

, bp > 0X5:
1‘5H aa+CCl4vsaa.

1 ¿, c p < 0,01:
0,5n s aa +UV vs aa o aa+CCl4.
o L aa+CCI4+ UV vs aa, aa+CCl4 o aa+UV.

Alanina

aa+CC14

Valina Leucina

maa+Uv WawCCLwUV

Isoleucina

De los resultados obtenidos se puede observar que todos los aminoácidos de este
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grupo fueron afectados tanto por los metabolitos reactivos del CC14como por la luz UVC,

pero no por el CC14.El aminoácido más afectado por los metabolitos reactivos del CC14fue la
leucina.

>>IV.B.I.II.2.-Efecto del CCI4y de la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en los aminoácidos serina, treonina y prolina

Se estudió el efecto de los metabolitos reactivos del CCl4y la luz ultravioleta C sobre

los aminoácidos hidroxilados serina, treonina y prolina.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.B.I.II.2:Efecto del CC14y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en los
aminoácidos serina, treonina y prolina

Experimenth aa+CC14 aa+UV aa+CCl4+UV
nmolsCO/mgpmt %Cfl MCO/mgpmt %Cfl nmolsCO/mgpmt %Cfl nmolmCO/mgpmt %Ctl

Serina 0,41 i 0.14 100 0,49 i 0,17b 120 1,73 i 0,20C 422 3,84 :l:0,42C 937

Treonina 0,90 :t 0,24 100 1,12 i 0,06b 124 3,68 :t 0,08c 409 5,40 j: 0,22c 600

Prolina 1,14 :t 0,10 100 1,08 i 0,06b 95 1,73 i 0,13c 152 2,38 :t 0,17c 209

3,6Í} a Sohiciones de aminoácido (aa) (sen'na, treonina o
É prolina)(4mg/mlenfosfatodesodioSOmI\/I, H7,8),en
85' prmrjaonodeCCthMfuemnirradia cuando
á seindicaconluzmu‘aviolelaCdurameómirmtoslos
E45 grupos carbonilos (CO) fueron dehemlinados usando 2A­Seusaron4muestrasporgrupo.

3 . bp > 015:
aa+CCJ4vs aa.

2 . cp < 0,01:
aa +UV vs aa o aa+OCl4.

{ha Em+cc14 maa+Uv aa+cc14+Uv

aa+CCl4+UV vs aa, aa+CCl4o aa+UV.

El CC14por sí mismo no fue capaz de generar grupos carbonilos en ninguno de los

tres aminoácidos. En cambio, sí fueron afectados por la luz ultravioleta y por los metabolitos
reactivos del CC14.

El aminoácido más afectado de este grupo por los radicales libres del CCI4fue la

serina. En cambio, el aminoácido más afectado por la luz UVC fue la treonina.
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>>IV.B.I.II.3.- Efecto del CCI4y la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en los aminoácidosfenilalanina, tirosina y tn‘ptofano

Se ensayó sobre los aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina y triptofano el

efecto de los metabolitos reactivos del CCl4y de la luz ultravioleta C sobre la formación de

grupos carbonilos.
A continuación se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.I.II.3:Efecto del CCl4y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en los
aminoácidos fenilalanina, tirosina y triptofano

Experimenth aa aa+CCl4 aa+UV aa+CCl4+UV
molesCD/mgpmt %Cfl nmolsCO/mgpmt %Cfl miolesCO/mgpmt %Cfl mnlcSOO/mgpmt %Ctl

Fenilalanina 2,10 i 0,03 100 1,89 i 0,08b 90 16,02 :t 0,93c 727 21,07 :t 0,12C 1003

Tirosina 2,00 :t 0,05 100 1,96 :l:0,10b 98 4,88;]:0,31C 244 7,37 :t 0,24C 369

Triptofano 1,09 i 0,00 100 1,10 :t 0,05b 101 18,31 i 1,27c 1680 22, 58 d:1,47c 2072

aa

[3%

aSolucionesdeaminoácido(aa)(fenílalanina,tirosinao
hiptofano)(4mg/nflenfosfatodesodi050mMpH7,8),
mpresenciaonodeCüth/queronirradiadas
cuandoseindicaconhizuluavioletaCduranteó

8

nmolesCO/m
G8

cp < 0,01:
aa +UVvs aa o aa+CCl4.
aa+CCl4+UV vs aa, aa+CCl4o aa+UV.

Tri-¿tías
Í jaa+cc14 Eaa+UV aa+CCl4+UV

Ninguno de los tres aminoácidos fue afectado por el CCl4solo.

En cambio, los tres fueron afectados por la luz UVC, siendo muy importante el efecto

en el caso del triptofano y la fenjlalanina.

Se produjo un aumento en el contenido de grupos carbonilos por la acción de los
metabolitos reactivos del CC14en todos los casos.
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>>IV.B.I.II.4.- Efecto del CCL;y la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en los aminoácidos cisteína y metionina

Se estudió el efecto del CCl4 activado a sus metabolitos reactivos y de la luz

ultravioleta C sobre los aminoácidos azufrados cisteína y metionina.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.B.I.II.4:Efecto del CC14y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en los
aminoácidos cisteína y metionina

Experimenth aa aa+CCl4 aa+UV aa+CC14+UV
mee/Hgm saca nmolmCO/mgprot%ca mee/msm %Cfl mac/mm vaca

Cisteína 0,60 i 0,15 100 0,50 i 0,20b 83 13,93 :t 2,05C 2320 17,01 i 1,17c 2835

Metionina 1,14 i 0,08 100 0,83 i 0,06b 73 16,79 d:0,51C 1473 20,58 :t 1,40c 1805

gaa
H

aSohiciones de aminoácido (aa) (cisteínao metionina) (4
É mg/nflenfosfatodesodioSOnM H7,8),enpreserna
820' onodeCÏlZmeuaonmadjagascuamioseindjca
g' conluzulh‘avioletaCdulameómirmtosLosgrupos
E15¿ carbonilos (OO) fueron determinados usando 2A­

_ ' usaron4muestrasporgrupo
i bp>095=

10i; aa+CCl4vsaa
y °P<0,011

5 aa+UVvsaaoaa+CCl4.
aa+CC|4+UVvsaa,aa+CCl40aa+UV.

Élííaa fí'amcci, maa+UV aa+CC14+UV

El CCL;por sí mismo no causó efecto sobre la formación de grupos carbonilos ni enla
cisteína ni en la metionina.

La luz UVC causó un efecto muy importante sobre ambos aminoácidos.

Para estos aminoácidos también fue muy importante el efecto de formación de

grupos carbonilos causado por los metabolitos reactivos del CCl4.
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>>IV.B.I.II.5.- Efecto del CCI4y la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en los aminoácidos lisina, argim‘nae histidina

El efecto del los metabolitos reactivos del CCI4 y la luz UVC sobre los aminoácidos

aminados lisina, arginina e histidina fue estudiado en este caso.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla lV.B.l.lI.5:Efecto del CC14y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en los
aminoácidos lisina, arginina e histidina

Experimenth aa aa+CCl4 aa+UV aa+CCl4+UV
4 nmolesCO/mgpmt %Ctl nmolmCD/mgpmt %Ctl nmolsCO/mgprot %Cfl mtdsCO/mgpmt %Cfl

Lisina 0,58 :l:0,06 100 0,68 i 0,17b 117 1,24 :t 0,22c 214 1,83 i 0,17c 316

Arginina 0,51 i 0,15 100 0,64 :t 0,35b 126 2,24 :t 0,06C 439 3,41 i 0,18C 669

Histidina 0,73 i 0,11 100 0,70 i 0,08b 96 3,38 i 0,23c 463 4,28 :t 0,15C 586

En“ z a Soluciones de amimácido (aa) (lisina, arginina o
E4; histidina)(4mg/mlmfosfatodesod1050mM,pH7¡8),
83.5" enpresemiaonodeCG42meueroninad'mdas
% cuandoseindicamnluz ultravioletaCduranteó
a 3 minutos. Los grupos carbonilos (c0) fueron26: determinadosusando Seusaron

2 Í 4 muestras por grupo
15 Z bp > 015:
' í aa+CCl4vsaa
J i CP < 0,01:

05 j aa +UV vs aa o aa+CC|4.
aa+CCI4+UV vs aa, aa+CCl4o aa+UV.'a,

5".“aa+CC14 Eiaa+Uv aa+CCl4+UV

Estos aminoácidos con grupos amino en su estructura no fueron afectados por el CC14
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 CCl4; en este caso el

aminoácido más afectado fue la arginina.
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U>>IV.B.1.II.6.- Efecto del CCI; y la luz UVC sobre la formación de grupos
carbonilos en los aminoácidos aspúrtico, glutámico, asparragina y glutamina

Se estudió la acción del CCl4y de la luz ultravioleta sobre los aminoácidos aspártico,

glutámico, asparragina y glutamina, siendo los resultados obtenidos indicados a
continuación.

Tabla IV.B.I.II.6:Efecto del CC14y la luz UVC sobre la formación de grupos carbonilos en los
aminoácidos aspártico, glutámico, asparragina y glutamina

Experimenth aa aa+CCl4 aa+UV aa+CCl4+UV
mdmCO/mgpmt %Ctl mwlesGD/mgpmt %Cfl nmolesCO/mgpmt %Cfl nmolsCD/mgpmt %Cfl

Aspártico 0,92 :t 0,06 100 0,87 :t 0,09b 95 2,71 :t 0,14c 295 4,14 i 0,27c 450

Glutámico 1,93 i 0,26 100 1,75 i 0,18b 91 2,76 :t 0,16C 143 3,39 i 0,17c 176

Asparragina 0,52 :I:0,03 100 0,56 :t 0,08b 108 6,53 d:0,51C 1256 8,14 i 0,54C 1564

Glutamina 1,29 :t 0,04 100 1,33 :t 0,13" 103 2,60 :t 0,31c 202 3,12 :t 0,10c 242

a a Soluciones de aminoácido (aa) (aspárlico, utámico,
5 aspanaginaoglutamina)(4mg/mlmfosfato esodi050
8 mMpH7,8),enpresemiaomdeOCl42ml\/I,fi1emn
.2 irradiadas cuando se indica oonluz ultravioleta C durante5 6 minutosLos (OO)fueron

oHNw¡k-0|a\loco

Aspárfico Glutámico Asparragina
EL:aa aa+CCl4 {2 aa+UV 0

cp<0,01:
aa+UVvsaaoaa+CÜ4.
aa+CCl4+UVvsaa,aa+CCl40aa+UV.

El CC14por sí mismo no fue capaz de causar la alteración del contenido de grupos

carbonilos de ninguno de estos aminoácidos.

La luz UVC afectó a todos los aminoácidos aquí ensayados, siendo particularmente

importante el efecto sobre la asparragina.
Los metabolitos reactivos del CC14también afectaron a todos los aminoácidos, siendo

nuevamente más importante el efecto en el caso de la asparragina
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IV.BJI.- SISTEMASIN VITRO

Se estudió la posible formación de grupos carbonilos en proteínas de distintas

fracciones subcelulares de ratas macho Sprague-Dawley: microsomas, núcleos, mitocondrias

y citosol. En estos casos, los sistemas activadores serían los que estarían o no presentes en

cada fracción subcelular (todas las fracciones subcelulares, salvo el citosol, poseen sistemas

de activación del CCl4).Las proteínas blanco de ataque serían las mismas proteínas presentes
en cada fracción subcelular.

Se realizaron dos clases de estudios:

lV.B.II.1.-Sobre las distintas fracciones subcelulares.

IV.B.II.2.-La acción 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 analizó la formación de grupos carbonilos sobre las

propias proteínas de las organelas. Los resultados obtenidos se indican a continuación.

En el caso de los rnicrosomas se estudió el efecto de una atmósfera de nitrógeno sobre

la formación de grupos carbonilos causada por el CC14en proteínas microsomales.

También para los rnicrosomas se determinó el efecto de distintas sustancias: a­

tocoferol, hemisuccinato de a-tocoferol, Trolox y EDTA sobre la formación de grupos

carbonilos debidas al CC14.En cada experimento se indican los motivos de estudio de cada
una de ellas.

ÏV.B.HJ.- DISTINTASFRACCIONESSUBCELULARES

En esta serie de experimentos se ensayó el efecto del CCl4y sus metabolitos reactivos

sobre las proteinas de distintas fracciones subcelulares.
Los resultados obtenidos se detallan a continuación.
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>> IV.C.II.1.1.- Efecto del CCI4 in vitro sobre el contenido de grupos
carbonilos enproteínas microsomales hepáticas de rata

Para la activación del CCL;a sus metabolitos reactivos es necesaria la presencia de

NADPH, ya que este cofactor es requerido para la reducción del CCl4.Por esta razón se lo

emplea en los sistemas de incubación.

El NADPH por sí 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 continuación.

Tabla IV.B.II.1.1:Efecto del CCl4in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en proteínas
microsomales hepáticas de rata

Tratamientoa nmoles CO/ mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 1,76 :t 0,05 100

CCL; 1,88 :t 0,19b 107

NADPH 5,02 :t 0,18c 285

NADPH + CC14 7,57 :i:0,14:c 430

xo

g aMiu'osomashepáticosde rata (3,7mg pmteínas/ ml de
.08 ’ bado)fuemnincubados1horaa37°Cenpr€semiao
E7 mdesisbemageneradordeNADPI-Iy/oOCthM
86_ segúnseindjqueEl L 'J ¿T , ' 1 (r0)
'25 fue determinado con la técnica de 2,4
54 Seusaroncincomuestraspor

3 Po’
bp>0,(5:

2.‘ OCl4vsCtl.
1 I ' , c <o,001:
0‘»xr gw” r NADPI-IvsCfloCCh.

Control CC14 NADPH+CC14 NADPH+CCJ4 vs Ctl, GCJ4o N ADPH.

El CC14por sí mismo no fue capaz de generar grupos carbonilos en las proteínas

microsomales hepáticas de rata.

En cambio, el NADPH per se fue capaz de causar la formación de grupos carbonilos

en las proteínas hepáticas de rata. Esto era esperado ya que se sabe que el NADPH puede

producir otros efectos, como por ejemplo la peroxidación de lípidos, en sistemas in vitro de
incubación de microsomas.

Respecto de los metabolitos reactivos del CC14,se puede observar que los mismos

generaron grupos carbonilos en proteínas microsomales hepáticas de rata.
Estos resultados serán considerados más adelante al analizar el efecto de distintas

sustancias sobre la formación de grupos carbonilos causada por los metabolitos reactivos del

CC14en proteínas microsomales hepáticas de rata.
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> IV.B.II.1.2.- Efecto del CCI4y del CBrC13in vitro sobre el contenido de
grupos carbom'losen proteínas nucleares hepáticas de rata

Se estudió en un sistema in vitro el posible efecto del CC14y del CBrCla sobre la

formación de grupos carbonilos en proteínas nucleares hepáticas de rata Sprague-Dawley.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.

P IV.B.II.1.2a.- Efecto del CCl4

En el ensayo del efecto del CCl4los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.II.1.2a:Efecto del CC14in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en las
proteínas nucleares hepáticas de rata

Experimenth 0,5h incub. 1 h incub 3 h incub
nmolesc0/ mgprot nmolesc0/ mgprot nmolesc0/ mgpmt

Control (Ctl) 0.26 :t 0.04 0.40 i 0.05 0.79 i 0.06

CC14 0.24 :i: 0.08b 0.33 i 0.03b 0.79 :I: 0.08b

NADPH 0.30 :t 0.045 0.43 i 0.06?»C 0.94 :t 0.012'31C

CCl4+ NADPH 0.25 :l: 0.04b 0.40 i 0.05b 0.79 :I: 0.05'91C

N aLasmwclasdeincubaciónconteniendonúcleos(8mg
prot/mDerxpresendadesisbemageneradordeNADPH
y/oOCthMdeacuerdoaloqueseíndiqueJuei-on
incubadas a 37 °C durante el tiempo indicado. El
contenidode grupos carbonílosfue determinadoconla
téaúcadeZAdir'lihofetlfllüdradnaSeusaron4muestrasnmglesCOngprat

¡o'ax

Por grupo­
b > 0,05:

0,5hincub: comparaciónposible
1h incub: toda comparación salvo NADPH vs CCl4.
3h incub. CCI4vs C11; NADPH+CCl4 vs Cfl o C04.

05hinación 3h i cp<0.‘z
í .ï ¡e l Y; 1hmcub: NADPHvs CCI4.

to Control a cc14 NADPH NADPH+CC14 3h. bcNADPHVSCflo al;
NADPH+CCI4vs NADPH

De los resultados obtenidos se puede observar que ni el CC14ni sus metabolitos

reactivos fueron capaces de causar la formación de grupos carbonilos en las proteínas

nucleares en forma detectable, pese a que se sabe que el CC14puede ser activado a sus

metabolitos reactivos en los núcleos hepáticos de rata.

El NADPH fue capaz de causar la formación de grupos carbom'los en las proteínas
nucleares a las 3 horas de incubación.
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> IV.B.II.1.2b.- Efecto del CBrCls

Debido a los resultados negativos obtenidos con el CC14y dado que se sabe que los

núcleos poseen sistemas de activación para el CC14(aunque en mucha menor proporción que

los microsomas), se ensayó una sustancia que posee menor energía de activación que el CCl4,

el CBl‘Cls.Este último al activarse forma los mismos metabolitos reactivos que el CCl4.

Se empleó en el ensayo el mismo sistema de incubación in vitro para núcleos

empleado para el CCl4, indicado en Materiales y Métodos, usándose distintas

concentraciones de CBl'Cla.El tiempo de incubación elegido fue de una hora.
A continuación se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.II.1.2b:Efecto del CBrClain vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en
proteínas nucleares hepáticas de rata

Experimenth 2 mM CBrC13 CBrC13(7’41)
nmolesc0/ mgprot nmolesCO/ mgprot

Control (Ctl) 0.40 i 0.05 0.42 :I:0.09

CBrCla 0.37 i 0.06b 0.34 :t 0.04b

NADPH 0.37 :t 0.07b 0.47 i 0.041»c

CBrC13 + NADPH 0.29 i 0.0417:C 0.22 :t 0.04C

gprot

N

alas mezclas de incubaciónconteniendo núcleos (8mg
prot/ml) en presenciade sistema generador de NADPH
y/oCBrCthMo7plCBrChdeacuerdoaloquese
indique,fi1emnincubadasa37°CduramelhoraEl
contenido de grupos carbonilos (CO) fue determinado
conlatéaficadeZ4-dinitrofenflúdracina.5eusaron4
muestras por grupo.

bp > 0,05:
¿ *' Enamboscasos:CBrCl3vsCfl; NADPHvsCfl.

L y¡É’f CBrCh 2 mM: NADPH vs CBICI3;«¿me v ' T H ' r NADPH'i'CBIClaVSCBIClsO NADPH.
7ulCBrC13puro cP<0m¡

Control CBIC13 ENADPH ÜNADPH+CBK213 Enambos casos: NADPH+CBrC13vsCfl.
CBrCls 7 ul: NADPH vs CBIC13;

NADPH+CBIC|3 vs CBICIa0 NADPH.

,4 o

nmolesCO/m

E“.N

De los resultados obtenidos se puede observar que el CBrCls por sí mismo no fue

capaz de alterar el contenido de grupos carbonilos de las proteínas nucleares hepáticas.
El CBl‘Clsactivado a sus metabolitos reactivos no solo no causó un aumento en el

contenido de grupos carbonilos sino que de hecho produjo una disminución del contenido

de grupos carbonilos de las proteínas nucleares.
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>> IV.B.II.1.3.- Efecto del CCL; in vitro sobre el contenido de grupos
carbonilos enproteínas mitocondriales hepáticas de rata

En este caso se estudió si los metabolitos reactivos del CCl4eran capaces de generar

grupos carbonilos en proteínas mitocondriales hepáticas de rata. Se eligió nuevamente como

tiempo de incubación 1 hora.

Se sabe que las mitocondrias son capaces de activar al CCl4 a sus metabolitos

reactivos. Esta activación puede ser enzimática, vía citocromo P450,o no enzimática.
Los resultados obtenidos se muestran a continuación.

Tabla IV.B.II.1.3:Efecto del CC14in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en proteínas
mitocondriales hepáticas de rata

Experimentoa nmoles CO/mg prot °/ode Control

Control 1,52 i 0,18 100

CCl4 1,39 i 0,31b 91

NADPH 1,47 i 0,16b 97

NADPH + CC14 1,48 j: 0,17b 97

J - 1 -¿ - J -. 1- n:N alacmez' ' \
mgpmteüas/mbfiiaonñïrubadaslhoraa'fi‘ten
presmcia o no de sistema generador de NADPH y/o
CCl42mMLosgruposcarbonilos(CD)fuerondelmminadoscon Seusaron4
muestrasporgru .

bp>015entiodliïloscasos.

gpro:
H O‘

H N

nmolesCO/m

íz­

.. M
W 7 7m:

CC14 NADPH NADPH+CC14

En el caso del CCl4,ni per se ni vía sus metabolitos reactivos, fue capaz de alterar el

contenido de grupos carbonilos en las proteínas mitocondriales hepáticas de rata en un
sistema in vitro.

Tampoco se pudo detectar una alteración del contenido de grupos carbonilos de las

proteínas mitocondriales debida a la presencia de NADPH.
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>> IV.B.II.1.4.- Efecto del CCI4 in vitro sobre el contenido de grupos
carbonilos enproteínas citosólicas hepáticas de rata

Se analizó el efecto de los metabolitos reactivos del CC14sobre las proteínas citosólicas

hepáticas de rata. Nuevamente el tiempo de incubación elegido fue de una hora.

Es sabido que el citosol no es capaz de activar al CC14a sus metabolitos reactivos, sin

embargo, se quiso completar el estudio del efecto del CCL; sobre distintas fracciones
celulares.

Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.B.II.1.4:Efecto del CCl4in vitro sobre el contenido de grupos carbonilos en proteínas
citosólicashepáticas de rata

Experimentoa nmoles CO/mg prot °/ode Control

Control 0,72 i 0,03 100

CC14 0,79 i- 0,04b 110

NADPH 0,74 i 0,09b 103

NADPH + CCI4 0,76 i 0,04b 106

É 2 a[asmezclas de incubacióncontmúendocitosol(0,6ml
É 16 decitosol/incubación)fueronirn1badaslhoraa37°€en
g presenciao no de sistemaganador de NADPH y/o
311.1“ e , H .j Cü42mMsegúnsemdiquelosgruposcarborúlos
É g y fuerondeterminadoscon Se

usaron4mueshasporgrupo.
bp>0,05entodosloscasos.

CCl4 NADPH NADPH+CC14

No se pudieron detectar alteraciones en el contenido de grupos carbonilos en las

proteínas citosólicascausadas por el NADPH.

Tampoco se detectaron alteraciones en el contenido de grupos carbonilos en las

proteínas citosólicas en el caso del CC14solo o activado a sus metabolitos reactivos.
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I “3112.- ESTUDIOSOBRE.MICROSOMAS

Dado que se había determinado que los metabolitos reactivos del CCL;y el NADPH

eran capaces de oxidar las proteinas microsomales hepáticas de rata en un sistema in vitro

con formación de grupos carbonilos, se quiso estudiar, al menos en parte, las características
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 atmósferas distintas; como se indicó

anteriormente, en atmósfera de nitrógeno se forma únicamente el radical 'CCb, en tanto que

en aire se forman CC1302°y 'CCla, 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 (más

hidrosoluble que el a-tocoferol), y por último el Trolox, el cual, como se indicó

anteriormente, es un análogo hidrosoluble del a-tocoferol.

Para estudiar la posible contribución de la peroxidación de lípidos causada por los

metabolitos reactivos del CCl4 o por el NADPH, se empleó EDTA, el cual en una

concentración 3 mM inhibe la peroxidación de lípidos causada por dichas sustancias.

El sistema de incubación in vitro aquí empleado es el mismo usado en la

determinación de la formación de grupos carbonilos por los metabolitos reactivos del CCL;
en la fracción microsomal. En todos los casos se incubó a 37°C durante una hora. En las

tablas se indican las sustancias presentes en cada uno de los frascos de incubación.
Los resultados obtenidos en cada uno de los sistemas se indican a continuación.

>> IV.B.H.2.1.- Efecto del CCI4sobre la formación de grupos carbonilos en
proteínas microsomales en atmósfera de aire y de nitrógeno

Como recién se indicó, el objetivo de este experimento fue tratar de analizar las

contribuciones de cada uno de los radicales libres generados por el CCl4en la oxidación de

proteínas.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.
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Tabla IV.B.II.2.1:Efecto del CC14sobre la formación de grupos carbonilos en proteínas
microsomales en atmósfera de aire y de nitrógeno

Experimenth Nitrógeno nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 1,61 :I:0,25 100

Control + 0,56 j: 0,11b 35

CCL; - 1,92 i 0,72‘»c 119

CC14 + 0,66 i 0,07!“ 41

NADPH - 5,08 i 0,32b 316

NADPH + 0,56 :l:0,13“C 35

NADPH+ CCl4 - 6,98 :l:0,21b 434

NADPH + CC14 + 0,96 i 0,14b 60

E9 “Lasmezdasdeincubacíónconherúendomhosomas
3°a, (4,7m protemas/nfl)fi1emnincubadaslhoraa37°Cen
Bm aim deaireodeNz,enprenerlciaonodesishema
“á61 germdordeNADPI-Iy/oCCthMsegúnseindique.
É r, El contenido de grupos carbonilos (CO) fue determinado5' conlatémicadeZAdinihoferúlhidradraFumm

4n l'I' J L u‘“ -áluw.
3 b p < O,(D1:
2 _ a cualquieroomparadónentreungrupoenNzyotro

1 A NADPI-IvsCtloCClr
° N2 ' ‘Ane 2 Ane ‘ 2 NADPH+CCI4VSCfl,CC140 NADPH.

Control CCl4 NADPH NADPH+CC14 NÉBSPHm'thVS (CiCChoNADPI'I)+N2.C > :

pCCI4vs Cfl.
CCI4+N2 VSCfl+N2.
NADPH+N2vs (Ctlo ockerz.

De los resultados obtenidos se puede observar que en atmósfera de nitrógeno

disminuye el contenido de grupos carbonilos en las proteínas del grupo control y del tratado
únicamente con CC14.

Por otra parte, se inhibe totalmente la formación de grupos carbonilos causada por el
NADPH.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCI4,la atmósfera de nitrógeno no fue

capaz de prevenir en forma completa la oxidación de proteínas causada por el CC14en esta

atmósfera.
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>> IV.B.II.2.2.-Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre la formación de grupos
carbonilos causada por el CCl4en proteínas microsomales

En este experimento se estudió el efecto del a-tocoferol sobre la generación de grupos

carbonilos causada por los metabolitos reactivos del CC14 en proteínas microsomales

hepáticas de rata. A continuación se indican los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.II.2.2:Efecto del oc-tocoferol1 mM sobre la formación de grupos carbonilos
causada por el CC14en proteínas microsomales

Experimenth aT nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 1,72 i 0,16 100

Control + 1,68 i 0,28b 98

CCL; - 1,97 :I:0,22b 115

CCl4 + 1,76 :t 0,19b 102

NADPH - 4,79 :t 0,36C 279

NADPH + 4,46 i 0,12blc 259

NADPH + CCl4 - 7,77 :I:0,30c 452

NADPH + CCl4 + 6,13 :I:0,42C 356

aLas madas de incubación conteniemïlomicrosomas
(3,8mg proteína/1111),fueron incubadas 1 hora a 37°Cen
preserrjaoriodeCQZmMsishemagenemdorde
NADPH y/o a-tomfeml lmM (al), según se indique.
Los grupos carbonilos (OO)fueron determinados con 2,4­Seusamn4muestrasporgrupo.

b > O .

Ctl+ocTvs Ctl, CCL;vs Ctl o Ctl+ocT.
CCl4+ocTvs Cfl, Cfl+aT o CGq.
NADPI'Ï+(XTvs NADPH.

cP< 0101:
' r NADPH vs Cfl, Ctl+ocT,CCh, CCl4+aT.

NADPH+aT vs Cfl, Cfl+aT, CCl4o CC|4+aT.
NADPH+CCI4vs cualquier otro grupo.
NADPH+CCl4+ocTvs cualquier otro grupo.

nmolesCO/mgprof

9

8

7

6

4

3

2

1

0

- aT - aT
NADPH NADPH+CC14

No hubo alteración en el contenido de grupos carbonilos en las proteínas del control

y del CC14solo por la presencia de a-tocoferol en el medio de incubación.

El oc-tocoferolno fue capaz de inhibir la formación de carbonilos causada por el

NADPH, pero sí fue capaz de inhibir en parte la formación de grupos carbonilos causada por
los metabolitos reactivos del CC14,
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> IV.B.II.2.3.-Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre la
formación de grupos carbom‘los causada por el CCI4 en proteínas
microsomales

Con el objeto de estudiar si el bajo efecto del aT podría ser debido a su poca
solubilidad en el sistema acuoso de incubación, se estudió el efecto del hemisuccinato de a­

tocoferol (saT) (un derivado del (XTal cual el grupo succinato lo hace más hidrosoluble),

sobre la formación de grupos carbonilos en las proteínas microsomales hepáticas in vitro por
la acción del CC14.Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.B.II.2.3:Efecto del hemisuccinato de oc-tocoferol1 mM sobre la formación de grupos
carbonilos causada por el CCl4en proteínas microsomales

Experimenth saT nmoles CO/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 1,78 :1:0,13 100

Control + 2,04 i 0,10b 115

CCI4 - 2,07 :t 0,31b 116

CCl4 + 2,02 :l:0,07b 114

NADPH - 5,00 :i:0,26c 281

NADPH + 3,45 :i:0,22€ 194

NADPH + CCl4 - 7,54 :t 0,33c 424

NADPH + CCl4 + 4,63 i 0,45",C 260

aLas mezclasde incubaciónconmiemio microsomas
¿”8 (38mgproba’na/ml),fueronincubadas1horaa37°Cen
57‘ preserxjaomdeCCLZmMsistema dorde
5 6 NADPH y/o hemisuccinam de on-tocofero1mM (saT),
É " según se indique. Los grupos carbonílos (CO) fueron5‘ determinadoscon Seusaron4

4., muestras por grupo
3 27 b > 0:05!

7 , Cfl+saTvsCfl; CCl4vsCfloCtl+socT.
2 ‘ CC|4+saTvs Ctl,Cfl+saT o CC];

1 Í; É? NADPH+CD4+saTvs NADPHo C < 0,01: P
NADPH vs Cd, Cfl+saT, CCI4o CCl4+saT.- T LL - T

NADPH NADPH+CC14 NADPH+saTvscuanuierotrogrupo
NADPH+CCI4vs cualquier otro grupo.
NADPH+CCl4+saT vs CH,Cfl+socT,CCM,OCI4+socT,

NADPH+socT.

El socT,al igual que el aT, no alteró el contenido de CO del control y CCl4.

A diferencia del aT, el saT fue capaz de inhibir parcialmente la acción del NADPH.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCl4,el efecto del saT fue mayor que el del

ocT,aunque no fue total.
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>> 1V.B.II.2.4.-Efecto del Trolox 1 mM sobre la formación de carbonilas
causada por el CCl4sobre proteínas microsomales

Se estudio el efecto del Trolox, análogo hidrosoluble del a-tocoferol, sobre los grupos

carbonilos formados por los metabolitos reactivos del CC14en proteínas microsomales

hepáticas en un sistema in vitro.Se indican a continuación los resultados obtenidos.

Tabla IV.B.II.2.4:Efecto del Trolox 1 mM sobre la formación de carbonilos causada por el
CCl4sobre proteínas microsomales

Experimenth Trolox nmoles CO/mg prot % del Control

Control (Ctl) - 1,82 :t 0,19 100

Control + 1,05 :l:0,23b 53

CC14 - 1,84 :t 0,20blCl 94

CCl4 + 1,01 i 0,209c 56

NADPH - 5,22 :l:0,04C 294

NADPH + 1,03 :t 0,109d 46

NADPH + CC14 — 7,54 :l:0,18C 430

NADPH + CCL; + 1,26 :l:0,27%11 69

É" aLas mezclas de incubación conteniendo microsomas
“¿8«v (3B Ing proteína/ ml de incubado), fueron incubadas 1
‘82, horaa37°CenpresenciaomdeCCl42mMsishema

r dor de NADPH /o Trolox 1 mM, se
g“ msmique. Los gruposy carbonílos (CO)Segfií:ron
É . . . . . .5 f determmdosconZ4-dnuüofe1ufludram8eusamn4

4 ¿ muestraspor grupo
3’ b < m:

Z (CtloCCl4)+Trolox vs Cfl; CCl4vsCfl+Trolox
2 . C < 0,01:

1 É J CC14+TnoloxvsCCh

- Trolox - Trolox - Trolox - Trolox NADPH+TÍÜIOX V5Cfl' CCLI0 NADPI-I­
Control CC], NADPH ADPH+CCl4 NADPH+CCI4 vs cualquier otro grupo.

d > 0,05:
pcualquier comparación entre grupos con Trolox.

CCl4vs fl.
NADPH+CCI4+Trolox vs Cfl o OCL.

El Trolox disminuyó el contenido de grupos carbonilos de las proteínas microsomales

del control y del tratado sólo con CC14.

Este antioxidante hidrosoluble fue capaz de inhibir totalmente la formación de

grupos carbonilos causada por tanto por el NADPH como por los metabolitos reactivos del
CC14.
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>> IV.B.II.2.5.- Efecto del EDTA 3 mM sobre la formación de grupos
carbonilos causada por el CCl4en proteínas microsomales

Se analizó la contribución de la peroxidación de lípidos a la formación de grupos

carbonilos por los metabolitos reactivos del CCl4en proteínas microsomales hepáticas de rata

in vitromediante el empleo de EDTA.Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.II.2.5:Efecto del EDTA 3 mM sobre la formación de grupos carbonilos causada
por el CC14en proteínas microsomales

Experimenth EDTA nmoles CO/mg prot % del Control

Control (Ctl) - 1,73 i 0,17 100

Control + 0,92 i 0,25b 53

CC14 - 1,62 :I:0,21%l 94

CCl4 + 0,85 i 0,0817:d 47

NADPH - 5,08 :t 0,47b 294

NADPH + 0,79 i 0,26!»d 46

NADPH + CC14 - 7,44 d:0,29b 430

NADPH + CCL; + 1,88 :t 0,451719d 109

aLas mezclas de incubación conteniendo microsomas
(3,8mgpmheína/ml),enpr€sem:iaonodeCCJ42m1\/I,
sistemageneradordeNADPHy/o EDTA3 mM, según
se' ' e,fuemnincubadaslhoraa37°C.Losgrupos
car ' os (OO) fueron determinados con 2,4­Seusaron4muestrasporgrupo.

bp < 0,01:
Ctl+EDTAvs Ctl, CCI4+EDTAvs Cfl o C04.
NADPH vs cualquierotro grupo.
NADPH+EDTAvs Ctl o CCI;
NADPH+CCI4vs cualquier otro grupos.
NADPH+CCI4+EDTAvs NADPH+EDTA

CP < 0,04:
OC|4vs Cfl+EDTA
NADPH+OCI4+EDTAVS(CtloCCl4)+EUI'A

— EDTA — EDTA d > 0,05:

NADPH NADPH+CC14 CCJ4vs Cfl; CCI4+EDTA vs Cfl+EDTA
NADPH+EDTA vs (Cfl o CCl4)+EU1"A.
NADPH+CCI4+EDTAvs Ctl o CCM

El EDTA causó la disminución de los grupos carbonilos de los grupos control y CC14.

nmolesCO/mgprot

Ob-lNU)AUIG\\!m\O Y.j, Yx....

yyY,y

Esta sustancia fue capaz de inhibir totalmente la formación de grupos carbonilos

causada por el NADPH en las proteínas microsomales.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCl4,el EDTA sólo fue capaz de inhibir

parciahnente la acción formadora de grupos carbonilos de los metabolitos reactivos del CC14.
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lV.BJII.- SISTEMASIN VIVO

En estos experimentos se estudió el efecto del CC14in vivo sobre el contenido de

grupos carbonilos en proteínas microsomales y nucleares hepáticas de ratas macho de la

cepa Sprague-Dawley.

Se determinó dicho efecto a distintos tiempos de intoxicación. En todos los casos se
realizó un control, administrando a los animales aceite de oliva.

Después del tiempo de intoxicación se sacrificaron los animales y se procedió según

se indica en Materiales y Métodos.

A continuación se indican los resultados obtenidos para cada fracción subcelular.

>> IV.B.III.1.- Efecto del CCl4 sobre el contenido de grupos carbonilos in
vivo enproteínas microsomales hepáticas de rata

En este caso el efecto estudiado fue el del CC14sobre las proteínas microsomales

hepáticas.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla lV.B.IlI.1:Efecto del CC14sobre el contenido de grupos carbonjlos in vivoen proteínas
microsomales hepáticas de rata

Tratamienth Control CCl4 °/odel Control
nmolesCOZmgm nmolesCO¿mgm

0,5 h 1,49 :t 0,92 1,57 :t 0,74b 105

1h 2,15 i 0,99 4,79 i 2,85c 223

2h 0,88 :1:0,34 1,21 i 0,26C 138

3h 1,86 :t 0,35 2,30 :t 1,55b 124

73250;. V H Í 1' L ‘Seadmnustnó"elCCl4’ comounasoluuón' a120%en
:3; CO - Microsomasm v1vo‘ , de Oliva (5 ml/kg1ï los les En“ una

200:“ ” "cantidadequivalente'deaceitedeolivaLosannnales'
fuemnsaa‘ificadosOáLZthorasdESPuSdelahaMdemükamonm hígados,se
aislaronlas‘fmleínasmia'osomalsyselesdeherminóel¿5 contenido ecarbonílos(00)usandolatécrúcade2,4—eronusadosochoanimalspor
grupo­

bp > 0,05.
Cp < 0,05.

Control l CC14

Se puede observar que el CCl4fue capaz de aumentar la concentración de grupos
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carbonilos en proteínas microsomales hepáticas en un organismo Vivo.

El efecto del CC14fue transitorio, ya que se revertió a las 3 h de intoxicación.

Los niveles de grupos carbonilos de las proteínas microsomales de los grupos control
in vivo fueron del orden de los detectados en el sistema de incubación de microsomas

indicado anteriormente.

>> IV.B.III.2.- Grupos carbonilos presentes en proteínas nucleares
hepáticas de rata a distintos tiempos de intoxicación con CCL;

Se estudió el efecto del CC14a distintos tiempos de intoxicación sobre el contenido de

grupos carbonilos en proteínas nucleares hepáticas de ratas macho Sprague-Dawley.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.B.lIl.2:Grupos carbonilos presentes en proteínas nucleares hepáticas de rata
a distintos tiempos de intoxicación con CCL;

Tratamientoa Control cc14 % del Control

nmolesCO/ mg prot nmolesCO/ mg prot

1 h 0,30 i 0,14 0,43 d: 0,06b 143

2h 0,31 i 0,03 0,27 :I: 0,05b 87

3 h 0,23 :t 0,01 0,23 :1:0,06b 100

6h 0,19 i 0,05 0,20 :t 0,01b 105

El“ " ; . . aE1C(.Íl4fuealicadoi commusoluciónalZO%
5 CO'NúdwsmW‘” (v/v) en aceitepde olivap (5 ml/ ). Los controles
a2 recibieron una cantidad equivalente e aceite de oliva.

Losanimalsfuemnsamfim” dosalostlflnpos' mdlca‘' dos
«21";mhübhseexü‘ajaonsushígados,seaislaronlas
e , . . l .nucleares,seelm1mmnosáadosnudeicos,
i l asociados y se determinó el contenido de carbonilos (CO)

en las Im'smas usando la técnica de 2A

Í: bp>005­
1 2

(“3,3343Si”???,:_¿gym,” )e

oL.._i._._m.._‘....._,w-i

.tmv;a,

D-Ilvmcnu_m>...mvmuym-'

EL! Control CC14

De lo indicado en la tabla se puede inferir que el CC14no fue capaz de causar la

formación de carbonilos en proteínas nucleares hepáticas de rata en forma detectable con la

técnica empleada en ninguno de los tiempos de intoxicaciónensayados.

El contenido de grupos carbonilos detectado en las proteínas nucleares in vivoes del
mismo orden del determinado en las incubaciones de núcleos indicadas anteriormente.
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IV.C.- BFECTO DE LOS METABOLITOSREACTIVOSDELCCM
SOBRE ELCONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILOS DE PROTEÏNAS

Como se ha indicado en la Introducción, los metabolitos reactivos del CCL; son

capaces de afectar la actividad de enzimas sulfhidrílicas.

En esta serie de experimentos se quiso determinar si los metabolitos reactivos del

CCL;podían causar una alteración del contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas, lo

cual permitiría explicar, al menos en parte, las alteraciones de las actividades enzimáticas
antes indicadas.

Para el estudio de la posible alteración del contenido de grupos sulfhidrilos fueron

utilizados dos tipos de sistemas:

IV.C.I.- Sistemas químicos, utilizando como sistema de activación del CCI4luz ultravioleta

C y como moléculas blanco albúmina de huevo y el aminoácido cisteína. En este

sistema también se estudió la formación de productos volátiles por acción de CCL;

sobre la albúmina de huevo y la cisteína.

IV.C.II.-Sistemas in vitro, ensayando distintas fracciones subcelulares.
Se indican a continuación los resultados obtenidos en dichos sistemas.

HI.CJ.- SISTEMASQUÍMICOS

En estos sistemas el CC14fue activado a sus metabolitos reactivos ('CCla y CC1302')

con luz ultravioleta C. Se utilizaron como blanco de ataque sustancias puras: proteínas

(albúmina de huevo nativa o albúmina de huevo delipidada) y el aminoácido cisteína. En

cada caso se determinó 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 utilizó una atmósfera de aire (donde se forman ambos metabolitos, principalmente

CClaOz‘)y una atmósfera de nitrógeno (donde se forma únicamente 'CCla).

Se estudió la formación de productos volátiles por la acción de los metabolitos

reactivos del CC14sobre la cisteína y la albúmina de huevo, en este último caso se cuantificó

el efecto de un antioxidante (Trolox) sobre la formación de dichos productos volátiles.

Para corroborar uno de los resultados obtenidos se ensayó el efecto de la UVC en

atmósfera de aire y de nitrógeno sobre el puente disulfuro del glutatión oxidado.
A continuación se indican los resultados obtenidos.
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IV.CÍJ.- DETERMINACIÓNDELCONTENIDQDE GRUPOSSHLHIIDRILOS

En esta serie de experimentos se estudió el efecto del CCl4y sus metabolitos reactivos

sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de distintas moléculas.

>> IV.C.I.1.1.- Efecto del CCI4y la luz UVC sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos de albúmina de huevo nativa y albúmina de huevo delipidada

Lo primero que se quiso determinar fue si los metabolitos reactivos del CC14serían

capaces de alterar el contenido grupos sulfhidrilos de proteínas. Los resultados obtenidos se
indican a continuación.

Tabla IV.C.I.1.1:Efecto del CCl4y la luz UVC sobre el contenido de grupos sulfhídrilos de
albúmina de huevo nativa y albúmina de huevo delipidada

Experimenth UVC nmoles SH/mg prot % del Control

alb - 57,5 i 1,3 100

d-alb - 57,1 i 0,6b 99

alb + CCl4 - 57,8 :l: 1,1b 101

d-alb + CC14 - 57,5 i 0,8b 100

alb + 59,6 :l: 1,2C 104

d-alb + 54,5 :i: 1,3c 95

alb + CC14 + 37,7 i 0,5C 66

d-alb + CCl4 + 38,2 :t 0,913,C 66

g a Soluciones de albúmina de huevo nativa (aIb) y
En aIbúmjna de huevo delipidada (d-alb) (4 Ing/ml en
É bufferfosfatodesodioSOmMpH7,8),enpresemiaom
8 deCCthMfiieronm'adiadascuandosemdicaconluz
“5 ultravioletaCduranteómirmtoslos possulfhidriloss
É (Sffifimondeuammadosconelreachvodelíflman

mediante la bécm'capara sustancias solubles Fueron
usadas4muesuasporgrupo.

bp>0,(5:'

alb d-alb alb d-alb alb d-alb alb d.an _ compamdón grupo ¡mime Y OtroSÍ“
amm] CG“ UV CCI‘+UVm comparaciónentre grupos inadiados

aceptodalb+CG4+UVvsaIb+CCl4+UV
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Como se mencionó anteriormente, se usó albúmina de huevo nativa y delipidada

para determinar el efecto del CCl4 y de sus metabolitos reactivos sobre los grupos

sulfhidrilos de proteínas.

De los resultados obtenidos se observa que el CC14por sí mismo (es decir, sin ser

activado a sus metabolitos reactivos) no fue capaz de alterar el contenido de grupos

sulfhidrilos de las proteínas ensayadas.

En el caso de la luz ultravioleta C, la misma alteró muy levemente el contenido de

grupos sulfhidrilos de ambas proteínas, en el caso de la albúmina nativa lo incrementó,

mientras que en el caso de la albúmina delipidada causó la disminución del contenido de

grupos sulfhidrilos.

Los metabolitos reactivos del CCl4 fueron capaces de reducir significativamente el

contenido de grupos sulfhidriloss en ambos tipos de albúmina, el nivel de reducción fue

similar para ambas proteínas.

>> IV.C.I.1.2.- Efecto del CCL;y la luz UVC sobre los grupos sulfhidrilos de
albúmina de huevo bajo atmósfera de aire o nitrógeno

Dado que en el experimento anterior se había determinado que los metabolitos

reactivos del CCL; eran capaces de disminuir el contenido de grupos sulfhidrilos de

proteínas, se quiso estudiar la contribución de cada radical libre del tóxico, para lo cual

soluciones de albúmina de huevo delipidada en una atmósfera de aire o de niüógeno fueron

expuestas a luz UVC en presencia de CC14según se indique.

Se empleó albúmina de huevo delipidada por ser la más alterada por la luz UVC,

pese a que igualmente se afectó poco.

Ha sido antes mencionado que por activación del CC14en atmósfera de aire se forman

los radicales 'CC13 y CCla02' (principalmente CCbOz'), en tanto que en atmósfera de

nitrógeno se forma únicamente el radical ’CCla.
A continuación se indican los resultados obtenidos.
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Tabla IV.C.I.1.2:Efecto del CC14y la luz UVC sobre los grupos sulfhidrilos de albúmina de
huevo bajo atmósfera de aire o nitrógeno

Experimenth Nitrógeno nmoles SH/mg prot % del Control

d-alb (Ctl) - 55,9 :t 1,3 100

d-alb + 57,6 :t 0,7b 100

d-alb + CCl4 - 56,6 d: 1,2b 101

d-alb + CCl4 + 58,0 i 0,5b 101

d-alb + UV - 52,8 :I: 0,8C 94

d-alb + UV + 87,9 i 1,0c 153

d-alb + CC14+UV - 38,9 :t 1,4C 70

d-alb + CC14 + UV + 58,7 i 1,1b:C 102

oo
aSolucionesde albúmina de huevo delipirlada (d-aIb)(4

mg/nflmbufferfosfahodesodioSOmMpH7B),en
H;presenciaomdeCCthMfueronirradiadascuando
' seirulicaconhizUVCdurante6minutosmamiósferade
» aire o de ni según se indique. Los

sulthidn'los(SH) eronde’uerminadosconelreacgllópccl:
El]man,conlabécnicapa1asustamiassolubles.Fueron
usadas4muestrasporgrupo.

l’p>0,05:

nmolesSHs'mgpro!

d-aIb+CCI4+UV+N2vs d-aIb+N2 o d-aIb+CC|4+N2.
cp< 0,01:

l ‘ Y cualquier comparación de d-aIb+UV, d-aIb+UV+N2
l g W, 7 " od-alb+CCI4+UVconcualquierolrogrupo.
ire N2 Aire N2 Aire N2 Aire N2 d-a1b+CCI4+UV+N2 vs d-aIb, -alb+UV.
Control CCI4 UV CCI4+UV

El CCL;per se no fue capaz de alterar el contenido de grupos sulfhidrilos en ninguno
de los dos ambientes.

Se determinó que la luz ultravioleta C fue capaz de aumentar muy significativamente

el contenido de grupos sulfhidrilos en albúmina de huevo delipidada en atmósfera de

nitrógeno, en tanto que en atmósfera de aire sólo disminuyó levemente el contenido de

grupos sulfhidrilos.

En atmósfera de aire se determinó que los metabolitos reactivos del CCl4eran capaces

de causar la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos.

En atmósfera de nitrógeno se observó una disminución del contenido de grupos

sulfhidrilos respecto de la albúmina delipidada irradiada en atmósfera de nitrógeno, lo que

podría indicar que en este sistema el 'CC13es capaz de reducir el contenido de grupos

sulfhidrilos. Sin embargo, debido a la formación de grupos sulfhidrilos por acción de la luz

ultravioleta no se pudo determinar la contribución exacta de cada radical libre del CCl4.
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>> IV.C.I.1.3.-Efecto de la luz ultravioleta C sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos delglutatión oxidado en atmósfera de aire y de nitrógeno

En el experimento anterior se determinó que la luz ultravioleta C causaba el aumento

del contenido de grupos sulfhidrilos en la albúmina de huevo delipidada en atmósfera de

nitrógeno.

Se quiso determinar si la causa de este aumento podría ser la apertura del puente

disulfuro que la albúmina de huevo posee mediante el uso de una molécula sencilla que

tuviera un puente disulfuro. Se eligió para el ensayo al glutatión oxidado, el cual posee
dichas características.

En el sistema de irradiación empleado para la albúmina de huevo se irradió al

glutatión oxidado con luz ultravioleta C en atmósfera de aire y en atmósfera de nitrógeno.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.C.I.1.3:Efecto de la luz ultravioleta C sobre el contenido de grupos sulflúdrilos del
glutatión oxidado en atmósfera de aire y de nitrógeno

Experimenth Nitrógeno nmoles SH/mg prot °/odel Control

GSSG _ 2,2 :t 0,40 100

GSSG + UV - 166,9 i 21,6b 7.484

GSSG + UV + 223,7 :t 11,7‘1C y 10.031

á 25° aSolucionesde glutatión oxidado (CSC) (4 mg/ml enbuffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8)fueron irradiadas
Ïzoo cuandoseindicacothzultraviolelaCduranle6minums
a mahnósferadeaireoderúhógenosegúnseindjquelos
g 150 grupos sulflüdriloss (SH) fueron determinados con el
5 reactivo de Ellman, con la técnica para sustanciasé solubles.Fueron usadas 4 muestras por grupo.

bp<0,001:
GSSG+UVvs GSG; GSG+UV+N2 vs GSSG.Cm
GSEG+UV+N2vs (BSG+UV.

GSCG GeUV
Se puede observar de los reSIgiltadosobtenidos que la luz ultravioleta C fue capaz de

aumentar el contenido de grupos sulfhidrilos, probablemente por causar la apertura del

puente disulfuro del glutatión.

El efecto de formación de grupos sulfhidrilos fue mayor en atmósfera de nitrógeno.
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>> IV.C.I.1.4.- Efecto del CCI4y la luz UVC sobre el contenido de grupos
sulfltidrilos del aminoácido cisteína

Dado que los grupos sulfhidrilos presentes en las proteínas provienen del aminoácido

cisteína, se quiso determinar en un sistema químico el efecto de los metabolitos reactivos del
CCI4sobre dicho aminoácido.

Se empleó el sistema químico indicado anteriormente para albúmina, en el cual el
CC14se activó a sus metabolitos reactivos con luz ultravioleta C.

Se indican a continuación los resultados obtenidos.

Tabla IV.C.I.1.4:Efecto del CC14y la luz UVC sobre el contenido de grupos sulfhidrilos del
aminoácido cisteína

Experimenth UVC nmoles SH/mg Cis °/odel Control

Cis _ 1,49 j: 0,00 100

Cis + cell - 1,45i 0,06b 97

Cis + 1,07 ¿r0,01c 72

Cis + CCh + 1,03 i 0,06bm 69

13 " ' ‘ "" ' ' '1 aSolucionesdeCisterna'' (Cis)(4mg/mlenbuffe‘fostato
‘ desodioSOmMpH7,8)enpresendaonodeCCl42mM

solubles.Seusaron4 muestras por grupo.
bp>0,(5:
Cis+CC|4vsCis; Cis+OCI4+UVvsCis+UV.

cp<0,(X]1:i _.a. am
Cis-IUV Cis+CCL+UV Cis+CCI4+UVvsCisoCis+CChyC's +cci,

Los resultados obtenidos muestran que la luz ultravioleta C causó una disminución

del contenido de grupos sulfhidrilos del aminoácido cisteína.

En el caso del CC14,se observa que ni él mismo ni sus metabolitos reactivos fueron

capaces de alterar el contenido de grupos sulflúdrflos del aminoácido cisteína en forma

detectable con la técnica empleada.
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I V.C12.- ESTUDIODE PRODUCTOSVOLÁTILESGÉNEMDOS

Se quiso estudiar en estos experimentos la posibilidad de formación de compuestos

volátiles por acción de los metabolitos reactivos del CC14sobre la albúmina de huevo y el
aminoácido cisteína.

Además se quiso determinar si un antioxidante, el Trolox, era capaz de inhibir el

efecto de formación de productos volátiles por acción de los metabolitos reactivos del CCl4
sobre la albúmina de huevo.

>> IV.C.I.2.1.- Formación de compuestos volátiles por acción de los
metabolitos del CCl4sobre albúmina de huevo. Efecto del Trolox 1 mM

En este sistema se estudió si los metabolitos reactivos del CCl4 eran capaces de

generar compuestos volátiles por actuar sobre la albúmina de huevo nativa.

Soluciones de albúmina fueron irradiadas en las condiciones usuales. Luego de la

irradiación se procedió según se indica en Materiales y Métodos, analizándose los vapores

obtenidos por cromatografía gaseosa con detector de llama.

Se analizó además el efecto del Trolox sobre la formación de los compuestos volátiles.

P IV.C.I.2.1a:Determinación de compuestos volátilesformados

Se estudiaron por cromatografía gaseosa los compuestos formados por la acción de
los metabolitos reactivos del CCl4sobre la albúmina de huevo nativa.

Para poder caracterizar mejor los productos formados se utilizó una rampa de

temperatura.

Los tiempos de retención (tn) de los productos formados fueron comparados con

fiempos de retención de productos que se esperaría se generaran por acción de los
metabolitos reactivos del CCl4sobre la albúmina.

Los resultados se indican a continuación.
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Figura lV.C.I.2.1.a:Compuestos volátiles formados por acción del CCl4sobre albúmina de
huevo. Efecto del Trolox 1 mM

O"I
CJll

a

ll.|.’

alb+UV alb+CC14+UV

)mn

¡.910 I.’2Ialb+UV+Trolox alb+CCl4+UV+Trolox

L."

g
,1

Sohxdcmesdealbúmimdehuevonafivflalb,16mg/núenh1fferfodab50mMpH7B),mprsenciaomde5plde
CÜ4puroy/0Trolox1mMfimmhadhdasdmarfleómñmbsomhnulhaviolehCmmbehssefladashegodeb

cualsedq'óllegaraleqm'h'brba37fdm‘antemediammNaGylosvapormmflmtesseamfizamnporcroma etectord llamaJrsnperatm-adela pmglamada(4,5mjrmlnsa1(!5°C,h1egom¡arampa
oC,2,8minulnsaesatemperaturayaocmfinuadónmmrampadevekxfidad50°C/min

Se observa de los cromatogramas que la luz ultravioleta C no generó ningún

producto volátil.

El tiempo de retención del pico correspondiente a CCh fue de aproximadamente 11
minutos.
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Los metabolitos reactivos del CCL;causaron la aparición de 3 picos:

- 1,9,muy pequeño, cuya naturaleza no se pudo determinar.

- 6,2, el cual se comporta cromatográficamente de la misma manera que H2CC12.

- 9,3,el que podría ser HCCL;por su comportamiento cromatográfico.

El pico de área más importante fue el correspondiente al tiempo de retención de 9,3

minutos, supuestamente HCCla.

En el mismo sistema se analizó el efecto del Trolox 1 mM.

Se puede observar del cromatograma que el Trolox por sí mismo no causa la

aparición de ningún pico cuantificable.

Cuando el Trolox esta presente durante la formación de los metabolitos reactivos del

CCl4causa una disminución del área de los picos generados por el CCl4.

El pico que aparece a 10,024 minutos en el cromatograma de alb+CC14+UV+Trolox

sería una impureza, probablemente debida a los tapones utilizados para tapar las cubetas.

Debido a que parecería que el Trolox fue capaz de disminuir la formación de

productos volátiles causada por el CC14se quiso cuantificar tanto los efectos del CC14como
los del Trolox.

> IV.C.I.2.1b.- Cuantificación del efecto del Trolox sobre los productos
volátilesformados por el CCl4.

Se cuantificó la formación de compuestos volátiles a partir de albúmina de huevo

nativa en presencia de CCl4y/ o Trolox lmM.

Las condiciones empleadas son las mismas que las de la determinación de formación

de compuestos volátiles por la acción del CC14sobre la albúmina de huevo nativa.

La cuantificación se realizó considerando el área de cada uno de los picos, de acuerdo

a lo indicado por el registrador del aparato, y realizándoles los correspondientes cálculos
estadísticos.

Los resultados son los siguientes.

194



Rasgmnos

Tabla IV.C.I.2.lb: Cuantif-icacióndel efecto del Trolox sobre los productos volátiles formados
por el CCl4

Experimenth Trolox tn z 1,9 tn z 6,2 tn z 9,3
Area % Area % Area %

alb _ ­

alb + CCh — 912 :t 115 100 2351 :t 406 52.848 :I: 3.451 100

alb + _

alb + CCl4 + 655 i 75b 72 — — 37.148 :t 7.141b 70

Sohicimmdealbúminadehuevonativa(alb,16mg/mlenbufferfosfab50mMpH7B),mprmaúaomde5plde
OCII4Puroy/0Trolox1mMfirermñradiadasdumnteómñmbsomluzrflhaviolelaCmcutetassefladas,luegodelo

malsedejóllegaralequílíbno'a37°CdurantemedJammmNaGylmvaporsmfltamesseanahm' porcoma etacbrdeflanatnnpaaunadela programada(4,5miimtosa1(5°C,hiegom1arampa
develocidad ‘C/minhasta140°C,2¡8minuwsaesampaaunayacmümiaciónmiarampadevebddadSOÏ/mm
hash]60°(3).8eusamn3mueshasporgrupo.

l’p<0,(13.

De los resultados indicados en la tabla se puede inferir que el CCl4 causaría la

aparición de 3 picos, cuya posible naturaleza se indicó anteriormente.

Se pudo determinar que el área del pico correspondiente a un tiempo de retención 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 pequeño

presente en todas las muesh'as a aproximadamente 6,1 minutos, pero por la forma de los

picos no se pudo cuantificar la acción del Trolox sobre el pico de 6,2 minutos.

El área del pico de tiempo de retención 1,9 minutos también fue reducida

significativamente por la presencia de Trolox en el medio de reacción.

Las áreas de los picos de tiempo de retención 9,3 y 1,9 fueron reducidas por el Trolox

en una proporción similar.

>> IV.C.I.2.2.- Formación de productos volátiles por acción de los
metabolitos reactivos del CCI4sobre el aminoácido cisteína

Dado que se había determinado la formación de probablemente HCCla por acción de

los metabolitos reactivos del CCh sobre albúmina de huevo nativa, se quiso estudiar el

posible origen del HCCla.

Así, el HCCla podría originarse por la abstracción de un hidrogeno por el ’CC13

formado en la activación del CCl4. El residuo del aminoácido cisteína posee el hidrógeno

proteico que más fácilmente puede ser cedido, por lo que se estudió la formación de

productos volátiles por acción de los metabolitos reactivos del CC14sobre el aminoácido
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cisteína.

A continuación se indican los resultados obtenidos.

Figura IV.C.I.2.2:Formación de productos volátiles por acción de los metabolitos reactivos
del CCL.sobre el aminoácido cisteína

Cís+UV Cis+CCl4+UV

Il-‘l'

o.c co on .
o _

Sohúmresdedslafin(4mg/uflmh1fierfcfiab50mM),fimmñmdhdasmprmafiaonodeSpldeOChenuna
cubetaseflada.Postaiommrtesemúwoa37°Cdmanle30mmutsmpmafiadeNaGybsvaporesmfllantesse
amfimmpmmbgafiagaseoacmdebcbrdeWmaflmmatmrpaaflmpmgamdafláflmfialw
°C,lu unarampadevelocidadSOÏÏ/minhastaMO‘CZBnúmtosaaatarlpa'aunaacmümmdónmiarampade
v ' 50°C/minhasta160°C).

Se puede ver en los cromatogramas que el CCl4en presencia de cisteína es capaz de

causar la aparición de un pico a un tiempo de retención aproximadamente 9,2, el cual podría

corresponder a cloroformo por el tiempo de retención. Es decir, el comportamiento de la
cisteína sería similar al de la albúmina.

Por lo tanto, se podría formar también cloroformo por acción de los metabolitos
reactivos del CCl4sobre la cisteína.
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lV.C.II.- SISTEMAS IN VITRO

En estos sistemas se estudió el efecto de los metabolitos reactivos del CCL;sobre los

grupos sulfhidrilos de proteínas de distintas fracciones subcelulares (microsomas, núcleos,

mitocondrias y citosol) in vitro.

Se dividió el estudio en dos partes:

IV.C.Il.1.- Estudio del efecto del CC14sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de las
proteínas de distintas fracciones subcelulares.

lV.C.II.2.- Estudio del efecto de distintas condiciones y sustancias sobre la alteración de
grupos sulfhidrilos de proteínas rnicrosomalescausada por el CCh.

Los resultados obtenidos con cada uno de los sistemas se indican a continuación.

IV.C."J.- DISTINTASFRACCIONESSUBCELULARES

En estos sistemas se estudió el posible efecto del CCl4 y sus metabolitos reactivos

sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas de las disüntas fracciones
subcelulares.

Las fracciones subcelulares fueron incubadas en los medios adecuados indicados en

Materiales y Métodos, determinandose a continuación el contenido de grupos sulfhidrilos de

las proteínas de cada fracción subcelular por la técnica de Ellman para proteínas.

Como se indicó anteriormente, las distintas fracciones subcelulares, a excepción del

citosol, son capaces de activar al CC14a sus metabolitos reactivos. Las proteínas blanco de

ataque serían las mismas proteínas de cada fracción subcelular.

Para la activación del CC14es necesaria la presencia de NADPH como cofactor, dado

que es dador de los electrones necesarios para la reducción del tóxico.

Debido a que el NADPH puede tener por sí mismo algún efecto sobre el contenido de

grupos sulfhidrilo de proteínas, en todos los casos se realizó el control correspondiente.

A continuación se indican los resultados obtenidos para las distintas fracciones
subcelulares.
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>> IV.C.II.1.1.- Estudio del efecto del CCl4 sobre el contenida de grupos
sulfhidrilos deproteínas microsomaleshepáticas de'mta in vitro

Se estudió el efecto de los metabolitos del CC14sobre el contenido de grupos

sulfhidrilos de proteínas microsomales hepáticas de rata en un sistema in vitro.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.C.II.1.1:Estudio del efecto del CC14sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteínas microsomales hepáticas de rata in vitro

Tratamienth nmoles SH/ mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 42,4 :t 0,7 100

CC14 41,8 :l: 1,1b 98

NADPH 28,4 :t: 0,5C 67

NADPH + CC14 23,8 :I: 0,6C 56

É“ aLasmaclas de incubaciónconleniendonúcmsomas
5'50L hepáticosdelata (3,7mgpmteínas/mlincubado)fueron
5 incubadaslhoraa37°C,enpresaï:iaonodesishema
3,. generadordeNADPH /0CCl42mMsegúnse1nd1qu'' e.
EO FI - 'J 12,, y'""" (CI-Dfuedeterminado

30;, conlatémicadeEllmanparaproheínas.Fueronufilimdas
cincomuestras por grupo.

20 M b p > 015:
004 vs Cfl.

10 cP < 0m1:
o _ L f = ' e7 NADPH vs Ctl o CCM.NADPHNADPH+CCL

De los resultados obtenidos se puede inferir que el CCl4por sí mismo, es decir, sin ser

activado a sus metabolitos reactivos, no fue capaz de causar la alteración del contenido de

grupos sulfhidrilos de las proteínas microsomales hepáticas de rata in vitro.

Se puede observar además que el NADPH per se fue capaz de reducir el contenido de

grupos sulfhidrilos de las proteínas microsomales.

Los metabolitos reactivos del CC14fueron capaces de reducir el contenido de grupos

sulfhidrilos de las proteínas microsomales hepáticas de rata in vitro por encima de la

disminución causada por el NADPH.
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> IV.C.II.1.2.-Estudio del efecto del CCI; sobre el contenido de grupos
sulfhidn‘losde proteínas nucleares hepáticas de rata in vitro

Se estudió el efecto de los metabolitos reactivos del CC14sobre el contenido de grupos

sulfhidrilos de proteínas nucleares incubando núcleos hepáticos de rata 1 y 3 h en un sistema

in vitro adecuado para núcleos.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.C.II.1.2:Estudio del efecto del CC14sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteínas nucleares hepáticas de rata in vitro

Experimenth 1 h incubación 3 h incubación
nmoles SH/ mg prot %Ctl nmoles SH/ mg prot %Ctl

Control (Ctl) 17,5 :l: 1,9 100 14,4 i 0,8 100

cc14 16,8 i 0,813 96 14,4 :l: 0,6b 100

NADPH 10,5 i 0,86 60 8,0 :t 1,0c 55

NADPH + cc14 9,3 i 0,6blc 53 7,4 :t 0,3b,c 51

S aLasmezclasdeincubaciónoontenienbonúcleos
Ésa 'm hepáücos de rata (8 mg proteína/ml de incubado) en

É pmsendadesistemageneradordeNADI’l-Iy/oCIlZ
B40, rrMsegúnseindiquefiieronmcubadosa37°Cduramel
a ' óShIosgrupossulflúdfllos(SI-I)fi1emndeherminados
53‘" r conlatémicadeEflmanparaprotánasfieufifizamn4

‘ muestras por grupo
2° " b > 0,05:

10 1y3hincubación: CCLvsCfl;
, , E NADPH+CCl4vsNADPH

o .. 7 - " v i i . un" SÍ" C <0m1:

1h incubación 3h incubación 1 y 3 h incubación: NADPH vs Cfl o CCM;
Ei]Control cc14 NADPH NADPH+CC14 NADPH+CG4VS Cflo OG“­

Se puede observar de los resultados que el CCl4por sí mismo no fue capaz de alterar

significativamente el contenido de grupos sulfhidrilos en las proteínas nucleares en ninguno
de los dos horarios.

En cambio, el NADPH fue capaz de disminuir significativamente el contenido de

grupos sulfhidrilos de las proteínas nucleares a la hora y a las 3 horas de incubación.

Los metabolitos reactivos del CCL;no fueron capaces de causar una disminución

significativa del contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas nucleares hepáticas.
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>> IV.C.II.1.3- Estudio del efecto del CC14sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos enproteínas mitocondriales hepáticas de rata in vitro

En este caso se estudió el efecto in vitro de los metabolitos reactivos del CCl4sobre el

contenido de grupos sulfhidrilos en proteínas mitocondriales hepáticas de rata.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.C.II.1.3:Estudio del efecto del CCI4sobre el contenido de grupos sulfhidrilos en
proteínas mitocondriales hepáticas de rata in vitro

Experimenth nmoles SH/ mg prot °/odel Control

Control (Ctl) 34,8 j: 0,6 100

CCh 37,4 i 1,5b 107

NADPH 35,0 i 1,1b 100

NADPH + CCh 35,7 :t 0,9b 103

:2; 60 .V . .. mmm“ . _ .. u . , . eW! a Las m l _ _ÓIi con . o _Órl
g 50r .. ,, , .. núbocondfialfipmgpmteüias/nfldeñrubadoflueron
É 1 i incubadaslhoraa37°Cenpreserxzíaomdesistema
E 40¿' I w H « n r w t generadordeNADPHy/oCCthMsegúnseindique
É Losgrupos os(SI-I)fueron etammadosconla

3°" de proteínas usaron 4 muestras
zo Por grupo­

bp > 0,05m todos los casos.

Control oct, NADPH NADPH+CC14

De los resultados obtenidos Sepuede concluir que ni el CCl4ni sus metabolitos reactivos

fueron capaces de alterar el contenido de grupos sulfhídrilos en las proteínas mitocondriales

hepáticas de rata a la hora de incubación.

A diferencia de lo observado en núcleos, el NADPH no fue capaz de causar la alteración

del contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas mítocondriales.
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>> IV.C.II.1.4.- Estudio del efecto del C014 sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos en sustancias proteicas y no proteicas citosólicas in vitro

En este caso se quiso investigar la posible alteración del contenido de grupos

sulfhidrilos en sustancias proteicas y no proteicas citosólicas hepáticas de rata inducido por
el CC14,incubando citosol de rata en un sistema in vitro.

Se sabe que en el citosol no habría activación del CCl4a sus metabolitos reactivos, sin

embargo se hizo este ensayo para completar la determinación del efecto en las principales

fracciones subcelulares de los hepatocitos en los referente a la posible alteración del

contenido de grupos sulfhidrilos.

Los resultados obtenidos son los siguientes.

Tabla IV.C.II.1.4:Estudio del efecto del CC14sobre el contenido de grupos sulfhidrilos en
sustancias proteicas y no proteicas citosólicas in vitro

Experimenth SH proteicos SH solubles
nmoles SH/ mg prot %Ctl nmoles SH/ ml citosol %Ctl

Control (CH) 34,3 i 0,8 100 33,1 :t 2,0 100

CCL; 34,0 :t 1,7b 102 34,6 :t 1,8b 105

NADPH 42,1 :t 0,5C 126 105,5 :t 1,8c 319

NADPH + CCl4 42,2 i 1,4",C 127 103,8 :1:2,2brC 314

4201 ‘g a Las madas de incubación contmiendo fracción
É ï _ 1 c'rhosóh‘ca(0,2 ml citosol/incubación) en ' o no de
310°" ‘ sistema generador de NADPH y o CCL; fueron
.380 incubadasdurantelhoraa37°Closgrupossu1fl1idrilos
:5 í ' fuemndeterminadosconlatécrúcadeEllmanSeusaron
É 60 , 4 muestras por grupo.
s z , b P > 0,051
g 4o{y SHprou-zioosynoprobeicos:
á l. CChvsCfl; NADPH+CCI4vs NADPH.

20 Cp < O,(X)1;

o ,:, o..A . ví- . . mmwngfiogaïs
SHproteicos SH no proteícos N ADPPI +OCI4vs Cfl o CCL‘

E15]Control ‘CCL‘ BNADPH NADPH+CC14

El NADPH causó 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

proteínas.

En el caso del CCl4,ni él sólo ni sus metabolitos reactivos fueron capaces de alterar el

contenido de grupos sulflúdrilos, tanto de las sustancias proteicas como de las no proteicas.
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IV.CJLZ- ESTUDIOSOBREMICROSOMAS

Se estudió el efecto de distintas condiciones sobre la alteración del contenido de

grupos sulfhidrilos causado por los metabolitos reactivos del CCL;en proteínas microsomales

hepáticas de rata.

El sistema de incubación fue similar al utilizado en la determinación de la capacidad

de los metabolitos reactivos del CCl4 y del NADPH de alterar el contenido de grupos

sulfhidrilos en las proteínas antes mencionadas.

En este sistema se ensayó el efecto de dichas sustancias en una atmósfera de

nitrógeno, comparándose con el efecto observado en aunósfera de aire. Se la comparó con el

efecto del NADPH y los metabolitos reactivos del CCl4en atmósfera de aire.

Se estudió además el posible efecto protector de grupos sulfhidrilos de antioxidantes,

determinándose el efecto del a-tocoferol (antioxidante liposolubles normalmente presente en

las células, del hemisuccinato de a-tocoferol (derivado del a-tocoferol más hidrosoluble) y

Trolox (análogo hidrosolubles del a-tocoferol al cual le falta la cadena isoprénica).
También se determinó el efecto del EDTA, el cual, como se indicó anteriormente,

inhibe la peroxidación de lípidos causada por los metabolitos reactivos del CCl4.

A continuación se indican los resultados obtenidos en cada uno de estos ensayos.

>> IV.C.II.2.1.- Efecto del CCL;sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de
proteínas microsomales en atmósfera de aire y de nitrógeno

En este caso se estudió el efecto de una atmósfera de nitrógeno sobre la alteración del

contenido de grupos sulfhidrilos causada in vitro por los metabolitos reactivos del CC14y el

NADPH en las proteínas microsomales hepáticas de rata.

Como ya ha sido mencionado, en atmósfera de nitrógeno se forma únicamente 'CCla

por acüvación del CC14.

Los resultados obtenidos son los siguientes.
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Tabla IV.C.II.2.1:Efecto del CC14sobre el contenido de grupos sulfhidrilos de proteínas
microsomales en atmósfera aire y de nitrógeno

Tratamienth Nitrógeno nmoles SH/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 42,5 :t 1,1 100

Control + 46,9 :t 1,2b 110

CCL; - 43,3 i 1,01%c 102

CC14 + 47,5 :t 0,7”,C 112

NADPH - 28,5 :t 0,3%»C 67

NADPH + 46,7 :t 1,6b/C 110

NADPH + CCl4 - 23,3 :t 0,91):C 55

NADPH + CCl4 + 46,8 :t 1,2bzc 110

36°? aLasmmclasdeincubacióncontrmiendomicrosomas
«¿o (4,7 mg proteínas/1111incubado) fueron incubadas 1 hora
É 5° a37°Ce11amiósfe1adeaireodeN2,enpresax:iaomde
a sistemagetm‘adordeNADPHy/OCCMZHM se
"EN: indiqueElcontenidodegi-upossulflüdfilos fuedeterminadoconlatécnicade2,4

Fuemon utilizadas cinco muestras por grupo. Se
agruparon los valores de la stadísfica para facilitar la
tabla.

bp<0,01:
cualquieroomparaciónentreaireyNz.
NADPHvsCioCCh.

», .7 V , .v NADPH+OC|4V5CtLCCl4,oNADPI-I.
Aire N Air N Air N Aire N °P<0r051

Conti-012 Zen 2 NZDPH2 NADPH+CZCI4 CCLIVSCH­
todas1 I “ a. r N2.

El contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas microsomales en atmósfera de

nitrógeno fue levemente mayor que en atmósfera de aire.

Al igual a lo observado anteriormente, el CCI4por sí mismo no fue capaz de alterar el

contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas microsomales. El efecto de la atmósfera de

nitrógeno en presencia de CCl4fue similar al efecto sobre el control.

En atmósfera de nitrógeno se inhibió totalmente el efecto del NADPH sobre el

contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas microsomales.

La atmósfera de nitrógeno también inhibió totalmente el efecto de los metabolitos

reactivos del CC14(en este caso del ‘CCla, ya que no habría oxígeno para la formación de

CC1302’).
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)> IV.C.II.2.2.- Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCI4en proteínas microsomales

Se estudió el efecto del oc-tocoferol1 mM (al) sobre la alteración del contenido

grupos sulfhidrilos causada por los metabolitos reactivos del CCl4.
Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.C.II.2.2:Efecto del a-tocoferol 1 mM sobre el contenido de grupos sulfhidrilos
generado por el CCl4en proteínas microsomales

Experimenth aT nmoles SH/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 41,5 i 1,9 100

Control + 50,2 i 1,0b 121

CC14 — 40,7 :t 0,6blC 98

CC14 + 50,2 :t 1,6b 121

NADPH - 28,6 i 1,4b 69

NADPH + 33,6 :t 0,4b 81

NADPH + CCl4 - 23,9 i 0,4b 58

NADPH + CCl4 + 29,0 :t 0,5¡71c 70

Eso, aLasmezclasdeincubacionconteniendomicrosomas
Ef l (3,8mgproteflra/núdeirrubado)ympr6emjaonode
55°! CCI4 2 sistema generador de NADPH y/o oc­
? 40 tocofeml 1mM, según se indique, fiievon incuba 1
E horaa37°CIosgrupossulfl1idxilos(SI-I)fi1erm
É 30 detemmadosconlatémicaEllmanSeusaronllmustras

porgrupo.Seunificaron}asestadísücassegúnelvalor
2° máximo del grupo.
10 "P <°IB=

todashscomparadonesenüegmposconaTy
o 7, grupossinonT,exmprADPI-HCCMaTszADPI-I.

NADPI-IvsCtloCCh.
NADPI-I+aTvs cualquierotro grupo con aT.

4 ADPH+CCl4vsCfl,CCl40NADPI-L
NADPH+CCI4+ocT vs Cfl+aT o CCl4+ocT.

Cp > 0,05:
OCI4vsCtI; CCl4+aTvsCflvsaT.
NADPH+CCl4+aTszADPH

Se puede observar que el aT sería capaz de aumentar el contenido de grupos

sulfhidrilos del grupo control y del grupo tratado con CC14.

En el caso de NADPH y de los metabolitos reactivos del CC14,el (XTfue capaz de

prevenir parcialmente el efecto por ellos causado sobre el contenido de grupos sulfhidrilos

de las proteínas microsomales hepáticas.
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>> IV.C.II.2.3.- Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre el
contenido de grupos sulfhídrilos generado por el CCI4 en proteínas
microsomales

El aT sólo produjo un pequeño efecto protector sobre la alteración del contenido de

grupos sulfhidrilos causada por los metabolitos reactivos del CCl4. Como se indicó

anteriormente, esto podría ser debido a la liposolubilidad del ocT.Para estudiar esta

posibilidad se ensayo un derivado del aT, el hemisuccinato de aT 1 mM (saT), más

hidrosoluble que el (1T.

Tabla IV.C.II.2.3:Efecto del hemisuccinato de a-tocoferol 1 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCI4en proteínas microsomales

Experimenth saT nmoles SH/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 42,4 :t 1,0 100

Control + 40,9 :t 0,8b 97

CC14 (C) - 44,2 i 1,7b 104

CCl4 + 43,3 :i: 1,5b 102

NADPH - 27,8 i 0,4c 66

NADPH + 30,6 i 0,66,d 72

NADPH + CCl4 - 22,9 :1:0,5C 54

NADPH + CC14 + 29,0 d: 1,2!»C 69

60 aIasmarzlas de ¡turbadóncontmiendo microsomas
(3/8 mg proteína/1111incubado) en presemn'a o no de
sistema generador de NADPKL CCI4 2 mM y/o
hemisuodnato de a-tocoferol lmM (saT), según se
indique,fueronincubadasllmaa37°C.Losgrupos
sulflúdfilos (SH) fueron determinados con la técnica
Ellman.Seusaron 4 muestras por grupo.

b .p > 0 .
Cfl+saTvsCfl; CÜ4vsCfloCfl+saT.
CCl4+saT vs Cfl, Cfl+socTo O04.
NADPH+CCI4saT vs NADPH o NADPH+saT.

C < 0,01:
> NADPH vs Cfl, Ctl+saT, (X34o OCl4+saT.

- . - saT - sonT NADPH+saT vs Ctl, Cfl+socT,CCM,CCI4+SaT.
NADPH+CCI4vs cualquier otro grupo.

Cm“ CC“ ADE“ “ADM OQ“ NADPH+CC|4+saTvsCtl,Cfl+saT,OG4,004m1"
d <0,05:

.NADPH+saT vs NADPH.

nmolesSH/mgprot

Se puede observar que el hemisuccinato de a-tocoferol (al igual que el aT) fue capaz

de prevenir sólo parcialmente la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos causada
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los metabolitos reactivos del CCI4y por el NADPH.

En cambio, a diferencia del (XT,la presencia de hemisuccinato de ocTen la mezcla de

incubación no fue capaz de aumentar el contenido de grupos sulfhidrilos de los grupos

control y CC14.

>> IV.C.II.2.4.- Efecto del Trolox 1 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCL;en proteínas microsomales

En este ensayo se estudió el efecto del Trolox 1 mM sobre el contenido alterado de

grupos sulfhidrilos causado por el CC14.Los resultados obtenidos se indican a continuación.

Tabla IV.C.II.2.4:Efecto del Trolox 1 mM sobre el contenido de grupos sulfhidrilos generado
por el CC14en proteínas microsomales

Experimenth Trolox nmoles SH/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 42,9 i 0,6 100

Control + 47,9 :t 0,7b 112

CCl4 - 43,0 j: 2,1‘»c 100

CCI4 + 48,6 i 0,9‘1C 113

NADPH - 28,9 i 0,8b 67

NADPH + 48,4 i 0,4b 113

NADPH + CC14 - 24,5 i 1,4b 57

NADPH + CCl4 + 45,6 i 1,817:al 106

60, aLasmezdasdeincubaciónconteniendomicrosomas
(3/8 mg proteína/1111incubado) y en presmcia o no de
C04 2 mM, sistema generador de NADPH y/o Trolox
lmMsegúnsein' e,fuemnincubadaslhoraa37°C.
Los grupos sulfhi (SI-l)fueron determinados con la
técnicaEflman.Seusaron 4 muestras por grupo.

bp < 0,01:
Cualquiercomparaciónemremgruposconyoh'o

sin Trolox.
NADPH vs Ctl o CCL.
NADPH+CCI4vs Cd, CCl4o NADPH
NADPH+CC14+Troloxvs (CCI4+o NADPH)+Trolox., , . ,7 i 4 d <0D5:

- Trolox - Trolox - Trolox - Trolox NAD m+m4+Tmlox VSCfl+Tr010x
Control cc14 NADPH NADPH+CCI4 cp > 0,05:

CCh vs Cfl; CCI4+Troloxvs Cfl+Trolox.
NADPH+Trolox vs Cfl+Trolox o CCl4+Trolox.

a;
¿"se\5:
3
O

É
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En este experimento se analizó la posibilidad de que el bajo efecto protector del 0LT

contra la alteración de grupos sulfhidrilos generada por el CCl4 podría ser debido a su

liposolubilidad, para lo cual se usó un análogo hidrofílico del aT, el Trolox.

Se determinó que el Trolox, al igual que el aT, causó un aumento en el contenido de

grupos sulfhidrilos presente en las proteínas rnicrosomales del grupo control y del grupo
tratado con CCl4.

El Trolox fue capaz de inhibir totalmente la acción del NADPH sobre el contenido de

grupos sulfhidrilos de proteínas rnicrosomales.

En el caso de la acción de los metabolitos reactivos del CCl4, el Trolox previno casi

totalmente la alteración de grupos sulfhidrilos por ellos causada.

>> IV.C.II.2.5- Efecto del EDTA 3 mM sobre el contenido de grupos
sulfhidrilos generado por el CCI4en proteínas microsomales

Se estudió el efecto del EDTA 3 mM sobre el contenido alterado de grupos

sulfhidrilos causado por los metabolitos reactivos del CC14.

El EDTA en concentración 3 mM es capaz de inhibir la peroxidación de lípidos

causada por el CCl4,por lo que se lo utilizó para de ponderar el efecto que podría tener la

peroxidación de lípidos en la alteración del contenido de grupos sulfhidrilos causada por el
tóxico.

Como se indicó en la Introducción, los productos de peroxidación de lípidos son

capaces de reaccionar con los grupos sulfhidrilos de las proteínas, pudiendo disminuir de esa

manera el contenido de grupos detectables con la técnica de Ellman.
A continuación se indican los resultados obtenidos.



RESULTADOS

Tabla IV.C.II.2.5:Efecto del EDTA 3 mM sobre el contenido de grupos sulflu‘drilos generado
por el CCl4en proteínas microsomales

Experimenth EDTA nmoles SH/mg prot °/odel Control

Control (Ctl) - 42,9 i 0,2 100

Control + 48,0 :t 0,6b 112

CCl4 - 41,7 :t 1,8blC 97

CC14 + 47,5 :J: 0,3‘”C 111

NADPH - 28,3 i 1,21%c 66

NADPH + 49,1 i 0,9b:C 114

NADPH + CCL; - 24,0 i 0,6b 56

NADPH + CCl4 + 43,6 i 0,4b/c 101

56‘" aLasmezclasdeincubaciónconteniendomicrosomas
É > (SBmgprobeína/ml),enpresemiaonodeCCJ42mM
55° sistemagalerador de NADPH y/o EDTA3 mM, según
'g ' seindique,fi1eronincubadaslhoraa37‘CLosgrupos
34° sulflúdrilos(SI-l)fuerondetmminadosconlabémim
É Ellman.Seusaron 4 muestras por grupo.

b < 0,(X)1:

PcualquiercomparaciónmiregruposconEUI‘Ay sin
EDTA, excepto NADPH+CCI4+EDTA vs Cfl o CCI4.

NADPHvs Cflo C04.
NADPH+CCI4vs Cd, CC|4o NADPH

v-'" VETA NADPH+CCI4+EDTA vs (Cfl, OCI4 o

NADPH+OCI4+EDTAvs Cfl, o OC];
CCl4+EDTAvs Cfl+EDTA.
NADPH+EDTA vs (Cfl 0 CCI4)+EDTA.

T
NADPH

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 CC14
solo.

En el caso del NADPH, el EDTA fue capaz de prevenir totalmente la disminución de

grupos sulfhidrilos causada por el NADPH.

En el caso de los metabolitos reactivos del CCl4,el EDTA sólo previno parcialmente la

disminución del contenido de grupos sulfhidrilos causada por dichos metabolitos.
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V.- DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en la realización de este Trabajo de Tesis indican que el

CCh, vía sus metabolitos reactivos, sería capaz de afectar a proteínas de dos maneras:

.- alterando la incorporación de un aminoácido marcado a las proteínas nucleares.

.- causando la alteración química de las proteínas.

A continuación se discuten los resultados obtenidos. Para facilitar la discusión se

tratan separadamente los efectos antes nombrados, analizándolos finalmente en forma

conjunta.

>>VA.- Alteración de la incorporación de un aminoácido marcado a
proteínas nucleares

En este Trabajo de Tesis se determinó que el CCl4 causa la disminución de la

incorporación de un aminoácido (leucina radioactiva) a las proteínas nucleares hepáticas de

rata macho Sprague-Dawley.

El efecto del tóxico sobre la incorporación de un aminoácido marcado a las proteínas

microsomales (el cual había sido determinado previamente (77))se utilizó como un control

del efecto sobre las proteínas nucleares.

La acción del CCl4 sobre la incorporación de leucina marcada a las proteínas

nucleares y microsomales fue máxima a la hora de intoxicación para ambas clases de

proteínas, siendo las rnicrosomales las más afectadas. A las dos horas se observó una

recuperación parcial en ambos casos. La incorporación a las proteínas nucleares se recuperó

totalmente a las 4 horas de intoxicación, en tanto que la incorporación a las microsomales

sólo se recuperó parcialmente en ese tiempo. Esto último coincide con los resultados

obtenidos previamente (77).

El principal lugar de activación en las células hepáticas del CC14es el retículo

endoplásmico (3, 14), los metabolitos reactivos del CCl4allí formados causan la ruptura y el

despegue de los polisomas unidos al retículo (131,77, 79). Es en estos polisomas en donde se

sintetizan las proteínas microsomales (124, 12), lo que explicaría que se vea tan afectada la

incorporación de un aminoácido marcado a dichas proteínas.
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Las proteínas nucleares son sintetizadas en polisomas libres en el citosol (12, 124). En

el citosol no se produce la activación del CCl4a sus metabolitos reactivos (14).Sin embargo,

dado que los ribosomas libres y los unidos al retículo endoplásmico son intrínsecamente los

mismos, que forman parte de los polisomas libres o los unidos a la membrana de retículo de

acuerdo a cuál sea la proteína que estén sintetizando en ese momento, existiría la posibilidad

de que cualquier ribosoma se una en un momento dado a la membrana del retículo

endoplásmico donde se activa el CCh, pudiendo ser alterado por los metabolitos reactivos

del mismo. Esta posibilidad estaría avalada por el hecho de que se produce la unión

covalente de productos del CCl4a proteínas ribosórnicas (73, 14), tanto de ribosomas unidos

como libres, indicando que ambas clases de ribosomas estarían alterados en la intoxicación

por CCl4.Esto permitiría explicar el hecho de que se vea afectada la síntesis de proteínas

nucleares en la intoxicación por CC14.

Además, la mayoría de los ribosomas de las células hepáticas (el 80%)están unidos al

retículo endoplásmico (131),por lo que existiría una gran probabilidad de que los ribosomas

puedan ser afectados por los metabolitos reactivos del CCl4.

Investigaciones previas (77) indican que en la intoxicación por CC14se produce

también la inhibición de la incorporación de un aminoácido marcado a proteínas

rnitocondriales y citosólicas hepáticas de rata, las cuales también se sintetizan en polisomas

libres (124,12). Esta "propagación del daño” es un efecto característico del CCl4 (77).
También en este caso el efecto máximo fue a la hora de intoxicación. A diferencia de las

proteínas nucleares, la incorporación del aminoácido marcado a las proteínas rnitocondriales

y citosólicas no se recuperó totalmente a las cuatro horas de intoxicación.

Por lo tanto, en la intoxicación por CCL;se verían afectadas en general las proteínas

celulares, recuperándose más rápidamente la síntesis de las proteínas nucleares. Las

proteínas microsomales son las que más tardan en recuperarse.

El corto tiempo durante el cual se ve afectada la incorporación del aminoácido

marcado a las proteínas nucleares sugiere que las proteínas que se estarían afectando serían

las de alto recambio y/o que la célula posee mecanismos que priorizan la síntesis de las

proteínas nucleares. El que a las 4 horas de intoxicación no se hubiera recuperado totalmente

la incorporación de un aminoácido marcado a las proteínas rnitocondriales y citosólicas (77)

avalaría el hecho de que exist-irían mecanismos de recuperación preferenciales para las

proteínas nucleares.

Además, la recuperación preferencial de la incorporación de un aminoácido a las

proteínas nucleares se produce también en la acción de otras sustancias tóxicas, por ejemplo,

a las 24 h de la intoxicación con ciclohexirnida la síntesis proteica es mayor para las proteínas
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nucleares que para el resto de las proteínas celulares (216).

El CCl4podría afectar la incorporación del aminoácido marcado a proteínas nucleares

actuando a varios niveles, por ejemplo, afectando la síntesis proteica, alterando el traslado

de las proteínas sintetizadas al núcleo o afectando la entrada de las mismas al núcleo a través

del poro nuclear.

La entrada de las proteínas sintetizadas al núcleo podría ser afectada en forma directa

por los metabolitos reactivos del CCl4dado que existen en la membrana nuclear los sistemas

metabolizantes necesarios para su activación, habiéndose demostrado la unión covalente a

proteínas nucleares (169,170).

Para verificar si la inhibición de la síntesis proteica podría reflejarse rápidamente en

una alteración de las proteínas nucleares, se utilizó un potente inhibidor de la síntesis

proteica, la cicloheximida (CI-DO,la cual inhibe la síntesis proteica actuando a nivel de la

aminoaciltransferasa de los ríbosomas, impidiendo la traslación de los ribosomas a lo largo

del RNA mensajero en los polisomas (193,124).

La inhibición de la síntesis proteica por la cicloheximida causó, al igual que el CCl4,

una rápida disminución de la incorporación de un aminoácido marcado a las proteínas

nucleares, siendo el efecto de la CI-D(mayor que el del CCl4.

A diferencia del CCl4, el grado de inhibición de la incorporación del aminoácido

marcado causado por la CHX fue similar para las proteínas nucleares y rnicrosomales, lo cual

coincidiría con que por su mecanismo de acción la CHX pueda afectar de igual manera a los

ribosomas libres y a los unidos al reticulo endoplásmico, en tanto que en el caso del CCl4,

como se dijo anteriormente, sólo se afectarían los ribosomas que en algún momento se

encuentren cerca del retículo endoplásmico.

La CI-D(impide la ruptura de los polisomas producida por el CCl4(179).Sin embargo,

el hecho de que en los animales intoxicados con CCL;a los cuales se los trató previamente

con CHX la inhibición sea mayor que en los animales intoxicados sólo con CCl4 o con CI-D(

indicaría que, aunque la CI-D(evite la ruptura de los polisomas por el CCl4,éstos no serían

completamente capaces de efectuar una síntesis proteica normal.

En lo que respecta a las fracciones proteicas nucleares, los resultados obtenidos indican

que se produce la incorporación de leucina marcada a todas las fracciones proteicas nucleares.

Esto sugeriría que en todas las fracciones existiría un cierto grado de recambio a tiempos muy
cortos, incluso en el caso de las histonas.

Las histonas no sólo se adicionan a la cromatina durante la replicación del ADN sino

que también son reemplazadas o intercambiadas en la cromatina no replicante (217),lo cual

211



DISCUSIÓN

permitiría explicar la incorporación del aminoácido marcado a la fracción histónica en

tiempos cortos.

El CCh afecta de una manera similar a todas las fracciones proteicas, salvo las histonas

que resultaron ser las más afectadas.

A las dos horas de intoxicación se observó la recuperación parcial o total del nivel de

aminoácido incorporado, incluso en el caso de las histonas, indicando que la recuperación

preferencial de la incorporación del aminoácido marcado a las proteínas sería válida para todas

las fracciones proteicas.

Parte de la incorporación del aminoácido marcado a proteínas nucleares a tiempos

tan cortos podría deberse a la síntesis de proteínas por las células que están creciendo y

dividiéndose. Sin embargo, la velocidad de recambio celular no sería tan alta como para

justificar totalmente la incorporación del aminoácido marcado observada a tiempos tan

cortos (131).Sí podría ser la razón a tiempos más largos ya que en la intoxicación por CCl4se

estimula la división celular (14, 191).

>> V.B.-Alteraciones químicas en proteínas causadas por el CCI;

Los metabolitos reactivos del CCl4, pero no el CCL;por sí mismo, serían capaces de

causar la formación de grupos carbonilos y la disminución del contenido de grupos

sulfhidrilos en distintas proteínas en diferentes condiciones. Se analizarán primero los

resultados de la acción de los metabolitos reactivos CCl4 sobre la formación de grupos

carbonilos y a continuación sus efectos sobre grupos sulfhidrilos.

> V.B.I.-Formación degrupos carbonilos

Los metabolitos reactivos del CC14, pero no el CC14 per se, fueron capaces de

aumentar el contenido de grupos carbonilos en albúmina de huevo en un sistema netamente

químico en el cual el CCl4fue activado con luz ultravioleta C.

Los dos radicales libres generados a partir del CCl4 ('CCla yCC1302’)serían capaces

de generar grupos carbonilos en proteínas ya que dicha formación se observa tanto en

aerobiosis (donde se forma fundamentalmente CCbOz') como en anaerobiosis (donde se

forma únicamente °CCL—;).El hecho de que ambos radicales libres sean capaces de causar la

formación de grupos carbonilos sobre proteínas coincide con que ambos reaccionen con
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varios aminoácidos (186-189,14).

Se ha indicado en la Introducción de este Trabajo de Tesis que los grupos carboniloss

generados en las proteínas por acción de especies reactivas podrían tener al menos dos

orígenes: por acción directa sobre las moléculas de proteína (por ejemplo por abstracción de

hidrógeno) o por causar dichas especies tóxicas la peroxidación de lípidos, formándose

aldehídos reactivos capaces de unirse a los grupos sulfhidrilos o aminos de residuos de

aminoácidos de las proteínas quedando un grupo carbonilo libre (145,67, 152,154).

La albúmina de huevo nativa posee lípidos asociados (203, 204) y los metabolitos

reactivos del CC14son capaces de causar la peroxidación de lípidos (14, 85), por lo que en

teoría parte de los grupos carbonilos detectados podrían ser debidos a la peroxidación de

lípidos. Sin embargo, la cantidad de grupos carbonilos formados por la acción de los

metabolitos reactivos del CCl4en la albúmina de huevo nativa y en la albúmina de huevo

delipidada fue similar en ambos casos, indicando que la peroxidación de lípidos por los

metabolitos reactivos del CCl4 no podría ser la causante de la generación de grupos

carbonilos en proteínas en el sistema químico. Esto señalaría que el efecto de los metabolitos

reactivos del CCl4sobre las proteínas se debería a una acción directa de los mismos.

La luz ultravioleta C tuvo un efecto muy importante sobre la formación de grupos

carbonilos en proteínas. Este efecto será analizado con más detalle más adelante.

El efecto formador de grupos carbonilos de los metabolitos reactivos del CCl4 fue

totalmente inhibido por el Trolox (análogo hidrosoluble del a-tocoferol), lo que sugeriría que

dichos metabolitos estarían actuando como radicales libres, dando, por ejemplo, reacciones

de abstracción de hidrógeno o de ruptura de cadenas proteicas. Se sabe que los radicales

libres son capaces de reaccionar de esta forma con las proteínas (121,68).

En cambio, el a-tocoferol no fue capaz de inhibir la acción de los metabolitos

reactivos del CC14.Ambos antioxidantes tiene una capacidad antioxidante similar (204), lo

que los diferencia es que el Trolox es más soluble en agua por no tener la cadena poliprénica

del a-tocoferol. La diferencia de acción de ambos antioxidantes podría ser debida a que la

naturaleza lipídica del a-tocoferol le podría impedir llegar al lugar donde debería actuar por

ser acuoso el medio en el que se desarrolla la reacción.

Esta acción protectora del Trolox también ha sido descripta en la prevención de la

acción de los radicales hidroxilo y superóxido sobre albúmina de suero bovino (94),

sugiriendo que los mecanismos de alteración de proteínas de los radicales libres del CCL;

podrían 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 reacción disminuyó parcialmente la formación de grupos carbonilos en medio aerobio y

anaerobio, lo que sugeriría que parte de la activación del CCl4 en este medio podría ser

debida a la acción de los metales presentes (6). Los metabolitos reactivos del CCL;generados

por acción de metales unidos a proteínas afectarían a los residuos de aminoácidos del

entorno del sitio de unión del metal ya que la gran reactividad de los metabolitos reactivos

del tóxico haría que reaccionen con grupos químicos cercanos al lugar de su formación. Esto

sería similar a lo que sucede en los sistemas de oxidación catalizada por metales (120).

Los metabolitos reactivos del CCL;causaron la formación de grupos carbonilos en los

20 aminoácidos presentes normalmente en las proteínas de las células eucariotas. Resultaron

particularmente afectados la fenilalanina, el triptofano, la cisteína, la leucina, la serina y la
treonina.

Estos resultados coinciden con los de otros sistemas ensayados, por ejemplo, los

radicales hidroxilo serían capaces de causar la alteración de los aminoácidos comúnmente

presentes en las proteínas, en algunos casos con formación de compuestos carbonílicos (147,

150, 67, 68).

Los metabolitos reactivos del CCl4, pero no el CCl4 por sí mismo, también fueron

capaces de causar la formación de grupos carbonilos en proteínas de microsomas hepáticos

de rata en un sistema in vitro. Esto coincide con que, como se indicó anteriormente, los

microsomas serían la fracción subcelular con mayor contenido de sistema activador del CCL;

(3, 14, 70, 73, 74).

En cambio, no se detectó la formación de grupos carbonilos causada por los

metabolitos reactivos del CCl4en proteínas nucleares y mitocondriales de rata en sistemas in

vitro, pese a que en estas organelas existen, aunque en mucha menor proporción que en

microsomas, sistemas de activación del CCL;(74, 75, 76).

En microsomas y núcleos (a las tres horas de incubación en el caso de núcleos), el

NADPH per se causó la formación de grupos carbonilos en las proteínas. Este efecto podría

ser debido a la peroxidación de lípidos causada por el NADPH. Como se indicó

anteriormente, la presencia de NADPH en sistemas de incubación in vitro de microsomas y

núcleos (aunque en mucho menor grado (176)) provoca la peroxidación de lípidos,

probablemente por acción de los citocromos P450, fundamentalmente el cypZEI, el cual al

estar normalmente presente en su estado de alto spín sería capaz de generar en presencia de

su cofactor (el NADPH) especies reactivas capaces de iniciar la peroxidación de lípidos (37,
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41, 91).

No es posible evitar la presencia de NADPH en los sistemas de incubación ya que es

el cofactor necesario para la activación del CC14a sus metabolitos reactivos.

La baja cantidad de sistema metabolizante del CCl4 en núcleos y mitocondrias

permitiría 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 núcleos y las mitocondrias poseen sistemas que les permiten

disponer de las proteínas oxidadas (105, 143), por lo que también podría suceder que de

formarse proteínas oxidadas las mismas fueran degradadas a componentes no detectables.

Para analizar si la baja activación del CCl4a sus metabolitos reactivos podría ser la

responsable de que no se formaran grupos carbonilos sobre las proteínas nucleares se

empleó CBrCla, el cual es activado a los mismos metabolitos reactivos que el CCL¡pero en

mucho mayor grado debido a que la energía del enlace C-Bres mucho menor que la del C-Cl

(42, 72, 7, 55).

El CBrClano solo no causó la formación de grupos carbonilos en las proteínas, sino

que provocó la disminución del contenido normal de grupos carbonilos. Esto podría ser

debido a que durante su activación se forma también bromo, el cual al ser oxidante podría

oxidar aún más las proteínas, formando especies químicas no detectables por la técnica de

2,4-dinitrofenilhidracina. También podría suceder que el mayor grado de oxidación de las

proteínas favorezca su degradación. Como se indicó en la Introducción, la mayor oxidación

de las proteínas, siempre que no sea excesiva, favorece la degradación de las mismas (105,

159, 92).

En el caso de las mitocondrias, el NADPH no fue capaz de formar grupos carbonilos

sobre sus proteínas. Esto coincide con que la formación de grupos carbonilos causada por el

NADPl-Isería debida a la formación de productos de peroxidación de lípidos ya que no se ha

detectado la peroxidación de lípidos en las mitocondrias in vitro o in vivo(77).

No se detectó la formación de grupos carbonilos en proteínas citosólicas incubadas in

vitro debidas al CCl4,a sus metabolitos reactivos o al NADPH. Esto era esperado ya que en el

citosol no existen los sistemas necesarios para la activación del CCl4o para la peroxidación

de lípidos vía NADPH (14, 77).

En la formación de grupos carbonilos en las proteínas microsomales por activación
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del CCl4contribuirían ambos metabolitos reactivos del CCL;ya que se produjo la formación

de grupos carbonilos tanto en atmósfera de nitrógeno como de aire. El efecto del CCbOz‘ fue

mucho mayor que el del 'CCh, lo cual coincidiría con que tiene una mayor capacidad para

abstraer hidrógenos (14).

En atmósfera de nitrógeno disminuyó el contenido de grupos carbonilos del control,

lo que tal vez indicaría que de alguna manera radicales libres de oxígeno podrían estar
actuando en el medio de incubación.

En atmósfera de nitrógeno se inhibió totalmente la formación de grupos carbonilos

causada por el NADPH, lo que concuerda con que dichos grupos carbonilos pudieran ser

productos de la peroxidación de lípidos, ya que en dicha atmósfera se inhibe la peroxidación

de lípidos por ser necesaria la presencia de oxígeno para la formación de lipoperóxidos (41).

Antioxidantes fueron capaces de proteger contra la acción de los metabolitos
reactivos del CCl4.

El a-tocoferol, el cual se sabe que protege contra la acción de los metabolitos reactivos

del CCl4(6, 183), fue capaz de inhibir en parte la acción de los metabolitos reactivos del CCL;

pero no la del NADPH. Antioxidantes más hidrosolubles como el hernisuccinato de a­

tocoferol o el Trolox fueron mejores protectores. De hecho, el Trolox inhibió totalmente la

formación de grupos carbonilos causada tanto por los metabolitos reactivos del CCl4como

por el NADPH. Se sabe además que el Trolox es capaz de inhibir la peroxidación de lípidos

causada por el NADPH (41).

El que el hernisuccinato de a-tocoferol fuera mejor protector que el a-tocoferol

coincide con que también lo sea en la intoxicación por CCl4,probablemente porque pueda

llegar mejor a las estructuras celulares, siendo transformado a a-tocoferol en el lugar donde

debe actuar (205).

El Trolox también disminuyó el contenido de grupos carbonilos del control, lo que

podría ser debido a que por su presencia se inhiban o reviertan oxidaciones que
normalmente ocurran en las células.

El EDTA inhibió totalmente la formación de grupos carbonilos causada por el

NADPH pero sólo parcialmente la causada por los metabolitos reactivos del CCl4.

Se sabe que el EDTA inhibe totalmente la peroxidación de lípidos causada por el

NADPH y por los metabolitos reactivos del CC14,sin interferir en la activación del CCL;a sus

metabolitos reactivos (206,41, 7, 49).

La inhibición del EDTA de la formación de grupos carbonilos generada por el

NADPH avalaría la idea de que la acción del NADPH sería debida a la peroxidación de
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lípidos.

La inhibición de la acción del CCL; por el EDTA podría ser debida a su efecto

inhibidor de la peroxidación de lípidos generada por el tóxico. También podría producto del

efecto quelante del EDTA, que inhibiría la activación del CCl4a sus metabolitos reactivos por

los metales de transición que pudieran estar presentes. Este efecto quelante permitiría

también explicar la disminución del contenido de grupos carbonilos de los controles causada

por la presencia de EDTAen el medio de incubación.

El que el EDTA no inhiba totalmente la acción de los metabolitos reactivos del CCl4

estaría indicando que parte de los grupos carbonilos generados por los metabolitos reactivos

del CCl4en proteínas microsomales serían debidos a la acción directa de los mismos sobre las

proteínas, lo cual coincidiría con el efecto observado en el sistema netamente químico.

El CCl4fue capaz de producir el aumento del contenido de grupos carbonilos en las

proteínas rnicrosomales hepáticas de rata in vivo. El aumento fue máximo a la hora de

intoxicación, recuperándose las proteínas oxidadas a las 3 horas de la intoxicación. La

recuperación del nivel normal de carbonilos podría ser debida a la acción de proteasas como

el proteosoma, el cual se sabe que degrada preferencialmente proteínas oxidadas y que es

activado después de un estado de estrés oxidativo (105,92)

No se detectó la alteración del contenido de grupos carbonilos en las proteínas

nucleares a una, dos, tres y seis horas de intoxicación, lo cual coincide con los resultados

obtenidos in vitro. Esto podría ser debido a que los niveles de activación en el núcleo del CC14

no serían suficientes como para causar un daño detectable, a que los núcleos estén

protegidos de alguna manera contra la oxidación de sus proteínas o a que las proteínas

oxidadas son eliminadas lo suficientemente rápido como para que no sean detectadas. Esto

último podría coincidir con el hecho de que, como se ha indicado, el sistema de degradación

de proteínas oxidadas (el proteosoma) también puede ser encontrado en el núcleo (143).

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis sobre la formación de grupos

carbonilos en proteínas están avalados por estudios realizados sobre la acción del CCl4sobre

proteínas hepáticas totales en intoxicación aguda y cirrosis de ratas preinducidas con

fenobarbital, administrando el CCl4en forma inhalatoria (166).
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>> V.B.II.-Disminución del contenido de grupos sulfhidrilos

Los metabolitos reactivos del CC14,pero no el CCl4 por sí mismo, fueron capaces de

disminuir el contenido de grupos sulfhidrilos de proteínas en el sistema netamente químico

empleado en el estudio de los grupos carbom'los.

La disminución del contenido de grupos sulfhidrilos de proteínas causada por los

metabolitos reactivos del CCl4 no sería atribuible a la presencia de lípidos en la proteína

empleada ya que la albúmina de huevo nativa y la albúmina de huevo delipidada resultaron

igualmente afectadas.

Al estudiar la contribución de cada uno de los metabolitos reactivos del CC14

(empleando una atmósfera de nitrógeno para determinar la contribución del 'CCla y una

atmósfera de aire para la del CC1302°(principalmente)), surgió la dificultad de que la luz

ultravioleta C sola en atmósfera de nitrógeno produjo un notablemente incremento del

contenido de grupos sulfhidrilos.

La albúmina de huevo posee un puente disulfuro, por lo que cabría la posibilidad de

que la luz UVCpudiera causar su apertura, formándose grupos sulfhidrilos. Esta posibilidad

se analizará con más detalle al considerar los efectos de la luz ultravioleta sobre proteínas.

Debido al efecto formador de grupos sulfhidrilos de la luz ultravioleta C no se pudo
evaluar fehacientemente la contribución de cada radical libre del CCl4 en este sistema; los

resultados sugerirían que sólo actuaría el CCbOz', pero no se podría excluir que parte de los

grupos sulfhidrilos detectados hayan sido generados por la apertura del puente disulfuro.

No se detectó que el CCh o sus metabolitos reactivos fueran capaces de alterar el

contenido de grupos sulfhidrilos del aminoácido cisteína, pese a que los grupos sulfhidrilos

de las proteínas provendrían de este aminoácido. El que no afecte a los grupos sulfhidrilos

de la cisteína pero sí a los de la albúmina sugeriría que es el entorno dentro de la proteína lo

que alteraría la capacidad de reacción del aminoácido, permitiendo así su oxidación. Esto es

lo que sucede en el caso de las proteínas sensible a las variaciones redox en las células, la

configuración alrededor del grupo sulfhidrilo sería la que determina si el mismo puede ser o

no oxidado (63).

Los metabolitos reactivos del CCl4 tienen una gran capacidad de abstracción de

hidrógeno. Muchas de las reacciones de estos radicales libres como aminoácidos tales como

metionina, fenilalanina, tirosina, triptofano, prolina e hidroxiprolina, se iniciarían por

reacciones de abstracción (14, 186-189,83)

Dada esta capacidad de abstracción de hidrógeno de los radicales libres del CC14,se

estudió la posibilidad de que se formen productos volátiles a partir de albúmina de huevo
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por acción del tóxico, determinándose la formación productos volátiles (que se comportarían

cromatográficamente como cloroformo y diclorometano), los cuales se podrían haber

originado por abstracción de hidrógeno de la proteína.

El residuo de aminoácido que más fácilmente cedería un hidrógeno sería la cisteína,

por lo que se ensayó la formación de productos volátiles a partir de cisteína, determinándose
la formación de cloroformo.

Como se ha mencionado, en los ensayos con el aminoácido cisteína se determinó la

formación de cloroformo pero no se detectó la disminución del contenido de grupos

sulfhidrilos (lo cual debería ser una consecuencia de la cesión del hidrógeno de grupos

sulfhidrilos). Esto podría ser debido a que la técnica empleada para la detección del HCClaes

más sensible que la determinación de grupos sulfhidrilos.

El Trolox fue capaz de inhibir parcialmente la formación de los compuestos volátiles

a partir de albúmina de huevo, confirmando en cierta medida que podrían estar participando

reacciones de abstracción de hidrógeno.

Los radicales libres generados a partir del CCh serían capaces de causar la alteración

del contenido de grupos sulfhidrilos en proteínas microsomales, pero no en proteínas

nucleares, rnitocondriales y citosólicas.

En el caso de los microsomas se determinó la alteración del contenido de grupos

sulfhidrilos causada por el NADPH y por los metabolitos reactivos del CC14,pero no por el

CCl4solo. A1igual que en el caso de la formación de grupos carbonilos, esto coincide con que

el reticulo endoplásrnico sea el principal sistema de activación del CCl4 a sus metabolitos

reactivos (3, 14, 70, 73, 74). Estos efectos serán considerados en mayor detalle al tratar la

acción de distintas sustancias sobre la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos

causada por los metabolitos reactivos del CCl4en las proteínas microsomales.

En el caso de los núcleos, el NADPH causó la disminución del contenido de grupos

sulfhidrilos en tanto que los metabolitos reactivos del CCL¡no fueron capaces de lo mismo,

Esto podría ser debido a que la activación del CCl4no fue suficiente como para causar un

efecto significativo.

La disminución del contenido de grupos sulfhidrilos causada por el NADPH podría

ser debida a que, como se indicó anteriormente, el NADPH produce la peroxidación de

lípidos en sistemas de incubación de núcleos (176),lo que podría generar aldehídos reactivos

capaces de reaccionar con los grupos sulfhidrilos de proteínas (37,41, 91).
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Al igual que en el caso de los núcleos, no se observó en las proteínas mitocondriales

una alteración del contenido de grupos sulfhidrilos proteicos debida al CC14 o sus

metabolitos reactivos, lo cual podría ser debido a que la activación del CCl4 a sus

metabolitos reactivos no hubiera sido suficiente como para causar una disminución del

contenido de grupos sulfhidrilos detectable con la técnica empleada.

A diferencia de su efecto en los núcleos, el NADPH no causó la alteración del

contenido de grupos sulfhidrilos de las proteínas rnitocondriales. Esto estaría de acuerdo con

el hecho de que el CCL;no causa la peroxidación de lípidos en las rnitocondrias (76, 77).

En la fracción citosólica se analizaron los grupos sulfhidrilos no proteicos y proteicos.

El CCl4 o sus metabolitos reactivos no causaron la disminución 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 activación del CC14 a sus
metabolitos reactivos.

En cambio, el NADPH causó un muy importante incremento del contenido de grupos

sulfhidrilos tanto en proteínas como en sustancias no proteicas, principalmente en estas

últimas. Esto se podría explicar por la presencia en el citosol de la enzima glutatión

reductasa, la cual reduce grupos sulfhidrilos oxidados. Esta enzima requiere NADPH, por lo

que la presencia de NADPH en el medio de incubación podría 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 atmósfera de nitrógeno inhibió totalmente la

disminución de grupos sulfhidrilos, lo que sugeriría que sería el CChOz' el principal

oxidante de los grupos sulfhidrilos; esto concuerda con que la capacidad de absuacción de

grupos hidrógeno del CClaOz’sea mucho mayor que la del 'CCh (14).

Sin embargo, anteriormente se indicó que en el sistema químico (sobre albúmina de

huevo) se había detectado la formación de HCCla.Esta discrepancia en los resultados podría

ser debida a que la detección por cromatografía gaseosa es mucho más sensible que la de la

técnica de determinación de grupos sulfliidrilos, por lo que no se podría descartar que el

'CCLo,pudiera abstraer hidrógenos de los residuos cisteína con formación de HCCh y que la

disminución de grupos sulfhidrilos resultante no fuera suficiente como para ser detectada

con la técnica de determinación de grupos sulfhidrilos empleada.

El a-tocoferol fue capaz de inhibir parcialmente la disminución del contenido de

grupos sulfhidrilos causada por el NADPH y por los metabolitos reactivos del CC14.El

hemisuccinato de a-tocoferol causó 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 observó que

su presencia aumentó el contenido de grupos sulfhidrilos con respecto al control, lo que

podría ser debido a la inhibición o reversión de la oxidación de grupos tioles. La diferencia

entre ambos antioxidantes podría deberse a la necesidad de que se produzca la ruptura del

enlace éster del hemisuccinato para que este derivado de aT pueda ejercer su acción, lo que

podría limitar su acción antioxidante sobre el conjunto de grupos sulfhidrilos protegido de

alguna manera por el a-tocoferol.

El Trolox inhibió totalmente el efecto del NADPH y casi totalmente el efecto de los
metabolitos reactivos del CCl4.

Todo lo anteriormente indicado sugiere que los antioxidantes serían capaces de

inhibir la acción de los metabolitos reactivos del CCL; y del NADPH sobre los grupos

sulfhidrilos de proteínas.

El EDTA fue capaz de inhibir el efecto del NADPH sobre los grupos sulfhidrilos, lo

cual coincidiría con que probablemente dicho efecto sea generado completamente por la

peroxidación de lípidos causada por el NADPH. Ha sido indicada la disminución del

contenido de grupos sulfhidrilos en microsomas sometidos a la peroxidación de lípidos, en

los cuales los grupos tioles podrían ser atacados por radicales lipídicos y/o por aldehídos

resultantes de la peroxidación de lípidos (218).

El hecho de que el EDTA no inhiba completamente la acción de los metabolitos

reactivos del CCl4sugeriría que la acción de los mismos se debería, al menos en parte, a la

acción directa de dichos metabolitos sobre las proteínas microsomales, lo cual coincidiría con

los resultados obtenidos en el sistema netamente químico.

>>V.C.-Efectos de la luz ultravioleta sobre la oxidación de proteinas

Una consideración aparte merece la acción de la luz ultavioleta C, empleada para la

activación del CCL;a sus metabolitos reactivos. La luz ultravioleta C tuvo un efecto muy

importante sobre la estructura química de proteínas y aminoácidos.

La luz UVC causó la formación de grupos carbonilos en la albúmina de huevo. En

esta acción podrían intervenir especies reactivas de oxígeno ya que se determinó la

disminución de la formación de grupos carbonilos en una atmósfera de nitrógeno libre de
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oxígeno.

La formación de grupos carbonilos en albúmina de huevo por efecto de la luz

ultravioleta C coincide con que se formen grupos carbonilos en proteínas por radiaciones

ionizantes, pese a que la energía de la radiación ultravioleta C sea mucho menor (219).

La acción de la luz ultravioleta sobre la formación de grupos carbonilos no sería a

través de productos lipídicos ya que el efecto causado por dicha radicación sobre la albúmina

nativa y la albúmina delipidada fue similar.

Un antioxidante liposoluble como el a-tocoferol no evitó la formación de grupos

carbonilos por la luz ultravioleta, en cambio, un antioxidante hidrosoluble, el Trolox, sí lo

hizo. La diferencia de acción de ambos antioxidantes podría ser debida a sus distintas

solubilidades, efecto anteriormente explicado.

La acción del Trolox fue similar en atmósfera de aire que de nitrógeno, sugiriendo

que el efecto protector del antioxidante no estaría relacionado con su posible acción sobre

especies reactivas de oxígeno.

La acción de la luz uluavioleta no estaría relacionada con la oxidación catalizada por

metales, ya que no se alteró la formación de grupos carbonilos por la luz ultravioleta en

presencia de EDTA.

La luz ultravioleta C fue capaz de alterar la estructura química de aminoácidos con

formación de grupos carbonilos sobre los mismos. El grado de alteración dependió del

aminoácido, resultando muy afectados triptofano, fenilalanina, histidina, y particularmente
afectados los aminoácidos azufrados.

La luz UVC tendría muy poco efecto sobre los grupos sulfhidrilos proteicos ya que en

medio aerobio casi no se alteró el contenido de los mismos en albúmina de huevo nativa y

delipidada. Esto se corresponde con que cause una leve alteración del contenido de grupos
sulfhidrilos en el aminoácido cisteína.

En cambio, la luz UVC tendría un efecto importante sobre los puentes disulfuro; la

irradiación de albúmina de huevo delipidada en medio anaerobio causó un importante

aumento en el contenido de grupos sulfludrilos, lo que podrían ser explicado por la apertura

de un puente disulfuro con formación de grupos sulfhidrilos. Esto podría ser posible en el

sistema empleado ya que la albúmina de huevo posee un puente sulfhidrilo en su estructura

(200, 201).
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Para estudiar esta posibilidad se ensayó el efecto de la luz UVC sobre el contenido de

grupos sulfhidrilos de glutatión oxidado (que posee un puente disulfuro en su estructura) en

medio aerobio y anaerobio. En ambos medios se determinó un importante aumento del

contenido de grupos sulfhidrilos, siendo el efecto más importante en atmósfera de nitrógeno.

Esto apoyaría la posibilidad de que el efecto de la luz ultravioleta sobre la formación

de grupos sulfhidrilos en la albúmina de huevo en medio anaerobio pudiera ser causado por

la apertura de puentes disulfuro.

Así, la luz ultravioleta podría causar la ruptura del puente disulfuro con formación

de radicales tiilo. En medio aerobio estos radicales podrían oxidarse por la presencia de

especies oxigenadas a sulfenos (9, 87), en tanto que en medio anaerobio tal vez podrían

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 superóxido también

causan la apertura de puentes disulfuro con formación de grupos sulfhidrilos en medio

anaerobio (219, 150).

El poco efecto de la luz UVC sobre los grupos sulfhidrilos de proteína sugeriría que

los mecanismos que intervendrían no serían por abstracción de hidrógeno.

La luz UVC es absorbida en la estratosfera por el ozono, por lo que no llega a la

superficie terrestre. Sin embargo, existe exposición laboral a UVC, por ejemplo, trabajadores

que emplean soldaduras de arco están expuesto a altos niveles de UVC (196,197). Así, parte

del daño causado sobre la piel por exposición a UVC podría ser debido al efecto de dicha

radiación sobre proteínas.

>> V.D.- Consideraciones generales

Las alteraciones provocadas por los metabolitos reactivos del CCL;sobre proteínas

indicadas en este Trabajo de Tesis podrían ser causantes de algunos de los efectos

observados en la intoxicación por CC14.

Un esquema de los efectos del CCL;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 CCl4determinados en este Trabajo de Tesis y sus posibles
consecuencias

La alteración de la llegada de proteínas al núcleo, aunque solo fuera transitoriamente,

podría ser causante de la alteración de mecanismos celulares como replicación del ADN,

control del ciclo celular, así como de factores que regulan la homeostasis celular; todo lo cual

podría llevar a una alteración de la homeostasis celular.

Al mismo tiempo, dichas alteraciones podrían ser las causantes de la estimulación de

mecanismos de protección y reparación celular. De hecho, se sabe que en la intoxicación por

CCL;se inducirían factores similares a los que se producen durante la reparación del hígado

luego de una hepatectomía, los cuales a su vez se han asociado con la apoptosis y la

producción de cáncer (14, 191, 220).

Aunque la alteración de la incorporación de un arninoácido a proteínas nucleares fue

transitoria, habría que tener en cuenta que el que se recupere el nivel de incorporación

normal no significa que las proteínas nucleares sintetizadas sean las mismas; que tal vez

exista una alteración de la clase y/o la cantidad de proteínas sintetizadas en respuesta a la

intoxicación. De hecho, para otras sustancias químicas como la cicloheximida, se ha

determinado que los niveles de síntesis de proteínas nucleares son mayores que los normales

a las 24 h de intoxicación, y que dentro de estas proteínas son mayores los niveles de las no

histónicas, sugiriendo un aumento de la síntesis de proteínas específicas en respuesta a la

situación estresante (221).

En lo que respecta a la alteración bioquímica de proteínas, detectadas como

formación de grupos carbonilos o disminución del contenido de grupos sulfhidrilos, los

resultados obtenidos indicarían que los metabolitos reactivos del CCl4 podrían causar la

oxidación de proteínas por mecanismos distintos a la peroxidación de lípidos o la oxidación
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dependiente de metales. Esto también ha sido sugerido para otras sustancias tóxicas, como el

paraquat (222).

La formación de proteínas alteradas en la intoxicación por CCl4,no atribuibles a la

unión covalente, también ha sido observada en el caso de las proteínas rnicrosomales por

electroforesis bidimensional (184).

I-Iasido sugerido que daños iniciados sobre una proteína por la acción de un radical

libre podrían llevar a la destrucción total de la misma por reacciones de propagación dentro

de la misma proteína, prevenibles por el uso de antioxidantes como el Trolox (94, 68). De

acuerdo a esto, las oxidaciones determinadas en proteínas en la intoxicación por CCl4

podrían ser causantes de la destrucción de las moléculas proteicas.

Se sabe que los metabolitos reactivos del CCl4causan la destrucción del citocromo

2B], que es el citocromo que lo activa a sus metabolitos reactivos en condiciones normales

(14, 82). Ha sido sugerido en otros sistemas que la oxidación del cypZEIpor radicales libres

de oxígeno conducir-íaa la formación de moléculas oxidadas reconocibles por el sistema de

degradación de proteínas (223).Si el CCl4oxidara al cypZEI de la misma manera que lo hace

con las proteínas rnicrosomales en general, este podría ser uno de los mecanismos que

llevara a la inactivación y posterior degradación de dicho citocromo.

La formación de proteínas oxidadas podría alterar los equilibrios intracelulares. Se

considera que la oxidación de proteínas en residuos como cisteína o histidina podría ser

análoga en muchos aspectos a la fosforilación de proteínas, generando respuestas celulares

específicas (224, 63, 112).

La oxidación de proteínas por el CCl4 podría ser la causante de la activación de

mecanismos protectores celulares, por ejemplo, proteínas de choque térmico se activan

cuando se produce la oxidación de determinados grupos tioles de proteínas (104). El p53

(involucrado en la apoptosis) es regulado por sus grupos tioles (68)y se sabe que es activado

en la intoxicación por CCl4 (14).

Parte de la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos determinado en las

proteínas rnicrosomales podría corresponderse con el aumento detectado de grupos

carbonilos Como se ha indicado anteriormente, productos de la peroxidación de lípidos

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 intoxicación con CCl4se produce la inhibición de la

bomba de calcio así como la apertura de los canales de calcio dependientes de IP3y rianodina
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del retículo endoplásmico; en cambio no se ve alterada la bomba de calcio de las

mitocondrias (106, 116, 3, 114, 164). Además, tanto la bomba de calcio como los canales de

calcio del retículo endoplásmico son proteínas muy sensibles a la oxidación de sus grupos

sulfhidrilos. Así, 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 están oxidados (106,116).

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis indican que los metabolitos

reactivos del CCL;causan la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos en proteínas

microsomales. Esto coincidiría con que se oxiden los sulfhidrilos tanto de la bomba de calcio

como de los canales de calcio, lo que llevaría en el primer caso a la inhibición ((—)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 oxidación de ambos tipos de grupos sulfhidrilos llevaría a un

aumento de calcio citosólico, que es lo que se observa en la intoxicación por CC14.

También se ha indicado que los metabolitos reactivos del CCL;producen la inhibición

de la bomba de calcio del retículo endoplásmico aún si se inhibe la peroxidación de lípidos y

la unión covalente (14, 116). Esto coincidiría con los resultados obtenidos en este Trabajo de

Tesis que indican que los metabolitos reactivos del CCl4pueden actuar directamente sobre

las proteínas, sin la mediación de la peroxidación de lípidos.

El que no haya habido alteraciones debidas a los metabolitos reactivos del CCl4en el

contenido de grupos sulfhidrilos o la formación de grupos carbonilos en las proteínas

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 hidroperóxido de t-butilo o la diamida, producen la apertura de

poros en la membrana mitocondrial con entrada de calcio a la rnitocondria y pérdida de la

función mitocondrial (117).

Ha sido indicado que la oxidación de grupos tioles proteicos, la formación de grupos

carbonilos sobre proteínas y la oxidación de glutatión a glutatión oxidado pueden ser

indicadores de estrés oxidativo fisiológicamente relevantes (97).

En la intoxicación por CCl4no se observa una disminución del contenido GSH y sólo

se observa un leve aumento de la excreción de GSSG (3, 98). Esto podría indicar que no se

desencadenan mecanismos de protección como la tiolación de proteínas, que, como se indicó

en la Introducción, protegería a las proteínas cuando hay un medio oxidante en las células

(104, 115, 112). Esto sugeriría que los grupos tioles proteicos en general no estarían

protegidos contra la acción del tóxico.

El hecho de que los metabolitos reactivos del CCl4 sean capaces de reaccionar
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directamente con las proteínas, en algunos casos por abstracción de hidrógeno, podría causar

la formación de radicales tiilo sobre las mismas. Se sabe que los radicales tiilo son capaces de

causar la peroxidación de lípidos (87),por lo que podría suceder que éste fuera otro camino

de iniciación de la peroxidación de lípidos por parte de los metabolitos reactivos del CC14,lo

cual podría ser posible dado la estrecha relación que existe entre lípidos y proteínas en las

membranas celulares (124,103).

El efecto de abstracción de hidrógeno de los radicales libres del CCL;sobre los grupos

sulfhidrilos permitiría entender, al menos en parte, que los radioprotectores, agentes dadores

de hidrógeno muy eficientes, sean buenos protectores contra la necrosis celular inducida por

el CC14y que de hecho sean mejores protectores que otras sustancias que protegen de la

acumulación de calcio o de la degradación de componentes celulares (3). Así, sustancias

protectoras de los grupos tioles como el tetraacetato de ditiotreitol (que genera ditiotreitol in

vivo)son buenos protectores en la intoxicación por CCl4(190).

Por todo lo anteriormente indicado, las alteraciones causadas por los metabolitos

reactivos del CCl4sobre las proteínas podrían ser las causantes de algunos de los efectos

tóxicos así como de la estimulación de algunos de los mecanismos de reparación observados

en la intoxicación por CCl4.
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VL- CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis se puede concluir que los

metabolitos reactivos del CCL;serían capaces de afectar a proteínas a dos niveles:

.- alterando la incorporación de un aminoácido marcado a proteínas, lo cual sería una

evidencia de que se vería afectada la síntesis de las críticas proteínas nucleares,

.- oxidando proteínas, con formación de grupos carbonilos y disminución del

contenido de grupos sulfhidrilos de las mismas.

El CCl4 causa una disminución transitoria de la incorporación de un arninoácido

marcado a las proteínas nucleares hepáticas de rata. El efecto es máximo a la hora de

intoxicación, recuperándose los niveles de incorporación normales a las 4 h.

El inhibidor de la síntesis proteica cicloheximida también produce una rápida

disminución de la incorporación del aminoácido marcado a las proteínas nucleares y
microsomales.

El efecto de la mezcla cicloheximida-CCh 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 CCl4,dichos polisomas no serían eficientes para la sintesis proteica.

Se ven afectadas todas las fracciones proteicas nucleares de una manera similar, salvo

las histonas que resultan ser las más afectadas. A las dos horas de intoxicación todas las

fracciones nucleares proteicas muestran algún grado de recuperación de la incorporación del
aminoácido marcado.

La recuperación de la incorporación de un aminoácido marcado tanto a las proteínas

nucleares totales como a las distintas fracciones proteicas sugeriría la existencia de

mecanismos celulares que priorizarían la síntesis de las proteínas nucleares.

Los dos metabolitos reactivos del CCl4 ('CCla y CCbOz') son capaces de oxidar

proteínas en un sistema quimico, formando grupos carbonilos y disminuyendo el contenido

de grupos sulfhidrilos de las mismas.

La oxidación de proteínas causada por los metabolitos reacüvos del CCl4 en este

sistema podría ser por acción directa de los mismos.
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La activación por metales del CCl4 podría intervenir en la formación de grupos

carbonilos sobre proteínas.

Los antioxidantes serían capaces de inhibir la formación de grupos carbonilos sobre

proteínas en el sistema químico.

Parte de los efectos de los metabolitos reactivos del CCl4sobre proteínas podrían ser

debidos a reacciones de abstracción de hidrógeno ya que en el sistema químico se formaría
cloroformo.

Los metabolitos reactivos del CCl4causan la formación de grupos carbonilos en los 20

aminoácidos comunes, pero no son capaces de causar la disminución del contenido de

grupos sulfhidrilos del arninoácido cisteína.

La luz ultravioleta C es capaz de causar la formación de grupos carbonilos sobre

proteínas y aminoácidos en un sistema químico.

Parte del efecto sobre proteínas es inhibible por antioxidantes, lo que podría implicar

que están actuando radicales libres.

El efecto de formación de grupos carbonilos no sería dependiente de metales.

Parte de la acción de la UVC podría ser debida a radicales oxigenados.

La luz UVC afecta poco el contenido de grupos sulfhidrilos de proteínas

En cambio, es capaz de causar la apertura de puentes disulfuro de proteínas y

péptidos con formación de grupos sulfhidrilos, principalmente en ausencia de oxígeno.

Los metabolitos reactivos del CCl4 son capaces de causar la formación de grupos

carbonilos y la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos en proteinas microsomales

hepáticas de rata en un sistema in vitro.

Los mismos metabolitos reactivos no son capaces de causar la formación de grupos

carbonilos ni la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos en proteínas nucleares,

mitocondriales o citosólicas hepáticas de rata en sistemas in vitro.

El efecto sobre las proteínas microsomales podría ser causado entre otros por:

.- acción directa de los metabolitos reactivos del CCl4sobre las proteínas

.- reacción de productos de la peroxidación de lípidos generada por el CCL;con grupos

proteicos.
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Ambos metabolitos reactivos del CCl4 serían capaces de causar la formación de

grupos carbonilos en proteínas microsomales hepática de rata in vitro.

El CCleOz'causa la disminución del contenido de grupos sulfhidrilos en las proteínas

microsomales. El efecto del'CCla no se puede precisar totalmente, no pudiéndose excluir que

el 'CCla pueda reaccionar con los grupos sulfhidrilos de proteínas microsomales.

Tanto la formación de grupos carbonilos como la disminución de grupos sulfhidrilos

serían inhibibles por antioxidantes.

El NADPH es capaz de formar de grupos carbonilos y disminuir el contenido de

grupos sulfhidrilos de proteínas microsomales y nucleares, pero no de las rnitocondriales.

Este efecto sería debido a su capacidad de peroxidar lípidos en microsomas y núcleos pero
no en rnitocondrias.

El CCl4 es capaz de causar la formación de grupos carbonilos en proteínas

microsomales hepáticas de rata in vivo,pero no en las proteínas nucleares.

Este efecto sobre las proteínas rnicrosomales hepáticas de rata es transitorio,

recuperándose los niveles de grupos carbonilos en proteínas normales a las 3 horas de
intoxicación.

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis indicarían que los metabolitos

reactivos del CCL;serían capaces de alterar proteínas de diversas maneras. Esto podría tener
consecuencias a distintos niveles:

.- Inactivación de mecanismos de regulación de la homeostasis cálcica.

.- Alteración la llegada de proteínas al núcleo, con la consiguiente alteración de

mecanismos regulatorios al nivel nuclear.

.- Modificación de mecanismos de regulación intracelulares.

.- Marcación de proteínas para su degradación, con el consiguiente descenso de las

cantidades de proteínas funcionales.

.- Inactivación de proteínas y enzimas, entre otros.

En definitiva, la alteración de proteínas causada por el CCl4 podría desencadenar

procesos que le permitan a la célula protegerse o que le causen finalmente la muerte.
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VIII.- ABREVIATURAS

.- (+): activación

.- (-): inhibición

.- 7? aumento

.- J: disminución

.- ': minuto

.- aT: a-tocoferol

.- aTIP: proteína de transferencia de a-tocoferol

.- pCi: microcuries

.- pl: microliu-o

.- pM: micromolar

.- aa: aminoácido

.- abs: abstracción

.- Ac: ácido

.- Ac: componentes anillares del poro nuclear del lado citoplasmático

.- ADN: ácido desoxirribonucleico

.- ADP: adenosina difosfato

.- AGEs: productos de glicosilaciónavanzada (productos de Maillard)

.- Ala: alanina

.- alb: albúmina de huevo nativa

.- AMPc: adenosina monofosfato cíclico

.- AN: componentes anillares del poro nuclear del lado nuclear

.- Arg: arginina

.- ARN: ácido ribonucleico

.- Asp: ácido aspártico

.- ATP: adenosina trifosfato

.- ATPasa: adenosina trifosfatasa

.- “C: grado centígrado

.- C: citosina

.- CBPs: proteínas de unión al cap

.- 'CCla: radical triclorometilo

.- CC1302': radical triclorometilperoxilo

.- CHX: cicloheximida

.- CIF: factor de entrada de calcio

.- [Cit-S-Pe]: citocromo P450

.- Cis: cisteína

.- CLS: señal de localización citoplasmática

.- cmz: centímetro cuadrado

.- CMP: concentración máxima permisible ponderada en el tiempo

.- CMP-CPT: concentración máxima permisible para cortos períodos de tiempo
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.- CPN: complejo del poro nuclear

.- Ctl: control

.- cypZB: citocromo 2B

.- cyp2E1=CYPZEI: citocromo 2E1

.- D: sustancia a ensayar

.- DAG: diacilglicerol

.- d-alb: albúmina de huevo delipidada

.- DOPA: 3,4-dihidroxi-fenilalanina

.- DTNB: ácido ditiobis-(Z-nitrobenzoico)

.- e’: electrón

.- EDTA: ácido etilendiamino tetraacético, sal disódica

.- eEF: factor de elongación eucariota

.- eIF: factor de iniciación eucariota

.- EPA: Environmental Protection Agency

.- eRF: factor de liberación eucariota

.- FAD: flavínadenina dinucleótido

.- Fc: fibras citoplasmáticas del poro nuclear

.- Pen: fenilalanina

.- FMN: flavina-mononucleótido

.- PP1:citocromo P450 reductasa dependiente de NADPH

.- FPz: citocromo bs reductasa dependiente de NADH

.- Prac: fracción

.- g: gramo

.- G: guanina

.- CDP: guanosina difosfato

.- Gli: glicina

.- Glu: glutamina

.- GS’: radical libre del glutatión

.- GSH: glutatión reducido

.- GSSG: glutatión oxidado

.- GIP: guanosina trífosfato

.- h: hora

.- HEPES: ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico

.- His: hisüdina

.- HIV: virus de inmunodeficiencia adquirida

.- HNE: 4-hidroxinonenal

.- hnRNP: partículas ribonucleoproteicas nucleares

.- HO': radical hidroxilo

.- HOz': radical hidroperóxido

.- Hsp: proteínas inducidas por choque térmico

.- IARC: International Agency for Research on Cancer

.- ICDH: isocitrato deshidrogenasa

.- ip: intraperitoneal
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.- ICDH: isociu'ato deshidrogenasa

.- ip: intraperitoneal

.- IPs: inositol h'ifosfato

.- isoc.: isocitrato de sodio

.- IN: jaula nuclear

.- kg: kilogramo

.- l: litro

.- L’: radical lipídico

.- Leu: leucina

.J4C-Leu: leucina marcada uniformemente con 14HC

.- L-["C(U)]-Leucina: leucina marcada uniformemente con 14C

.- LDL: lipoproteina de baja densidad

.- LH: ácido graso poliinsaturado

.- Lis: lisina

.- LO’: radical alcoxilo

.- LOO': radical lipoperoxilo

.- LOOH: hidroperóxido de lípido

.- m: metro

.- M: molar

.- mARN: ARN mensajero

.- mCi: milicuries

.- MCO: oxidación catalizada por metales

.- MDA: malondialdehído

.- Me: metal

.- Memb.: membrana

.- Met: metionina

.- Met-tARN; aminoacil tARN iniciador

.- MFO: oxidasa de función mixta

.- mg: miligramo

.- mia microsomas

.- mín: minuto

.- mit: mitocondrias

.- ml: mililitro

.- mm: milímetro

.- mM: milirnolar

.- MNE: membrana nuclear externa

.- MNI: membrana nuclear interna

.- mW: miliwatt

.- N: normal

.- NAD’: nicotinamida adenina dinucleótido, forma oxidada

.- NADH: nicotinamida adenina dinucleótido, forma reducida

.- NADP“:fosfato de nicofinamida adenina dinucleótido, forma oxidada

.- NADPH: fosfato de nicotinamida adenina dinucleótido, forma reducida
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.- NES: secuencia de exportación nuclear

.- NLS: señal de reconocimiento nuclear

.- nm: nanometro

.- nmoles: nanomoles

.- NO’: óxido nítrico

.- NOS: óxido nítrico sintasa

.- 021: radical superóxido

.- ¡02: oxígeno sing-ulete

.- ONOO ': peroxinitrito

.- p/v: peso en volumen

.- P: poro nuclear

.- PEST: secuencia Pro-Glu-Ser-Tre

.- P.-: fosfato inorgánico

.- PL: peroxidación de lípidos

.- PLAz: fosfolipasa A2

.- PLc: fosfolipasa C

.- poli A: poliadenilato

.- (poli A)"mARN: mensajero con cola de poliadenina

.- PPO: 2,5-difeniloxazol

.- Pr: proteína

.- Pr’: radical proteico

.- Pro: prolina

.- PrO': radical alcoxilode proteína

.- PrOO’: radical alqujlperoxilo de proteína

.- PrOOH: hidroperóxido de proteína

.- prat: proteina

.- PlH-"A: ácidos grasos poliinsaturados

.- R: rueda del poro nuclear

.- rad: radical

.- rARN: ARN ribosomal

.- Rc: receptor

.- RE: retículo endoplásmico

.- RH: sustrato reducido

.- RNP: ribonucleoproteínas

.- 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



.- Sen serina

.- SH: grupos sulfhidrilos

.- snARNs: ARNs nucleares pequeños

.- snoRNPs: pequeñas ribonucleoproteínas nucleolares

.- snRNPs: pequeñas ribonucleoproteínas nucleares

.- SRP: partícula de reconocimiento de señales

.- STKM: solución de sacarosa de la concentración indicada en TKM

.- tARN: ARN de transferencia

.- TCA: ácido tricloroacético

.- TKM: solución de Tris 50 mM; KC] 2,5 mM y MgClz5 mM llevada a pH 7,5 con HCl.

.- TOPA: trihidroxifenilalanina

.- Tór sustancia tóxica

.- Tre: treoru'na

.- Tris: (hidroximetíl) aminometano

.- Trolox: ácido 2-carboxi-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameülcromano

.- UE: unidades enzimáticas

.- U: uracilo

.- UC: unión covalenbe

.- UDP: uridina difosfato

.- UVC: luz ultravioleta C

.- Val: valina

.- vol: volumen

.- vs:

.- W:

.- X‘:

.- Xb:

.- xg:

versus
Watt
radical libre
xenobiótico

aceleración de la gravedad
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