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Todas las células poseen la capacidad de biosintetizar las porfirinas, conocidas también como
pigmentos vitales, pues participan de los dos procesos fundamentales para la vida, como hemoglobina y
clorofilas, en la respiracion y la fotosintesis respectivamente. Es un metabolismo finamente regulado; si por
causas exdgenas o enddgenas falla alguno de los mecanismos de control, se producen los desérdenes
metabdlicos identificados como Porfirias. Estas fallas llevan a la acumulacién de precursores y/o porfirinas,
responsables de los signos clinicos, agudos y/o cutdneos que caracterizan a estas patologias. Por cuanto
precursores y porfirinas son capaces de generar especies de oxigeno reactivas (ROS), se ha propuesto que
éstas serian los agentes etiologicos de las Porfirias. Se sabe asimismo que las ROS pueden provocar dafios a
nivel del ADN y se ha postulado que, fallas en algunas de las enzimas del camino del hemo, estarian
involucradas en el proceso de iniciacion de la carcinogénesis.

El propdsito de este trabajo ha sido estudiar los cambios bioquimicos, moleculares e
histolégicos que ocurren en las etapas tempranas de la hepatocarcinogénesis inducida quimicamente.

Por cuanto los carcinégenos se metabolizan por medio del sistema metabolizante de drogas y
teniendo en cuenta que en el desarrollo de la hepatocarcinogénesis éste esta alterado, se estudid el
comportamiento de las enzimas metabolizantes de las fases | y |l. Considerando que la familia de
monooxigenasas dependiente del P450 es clave para la metabolizacion de xenobiéticos y que el P450 es una
hemoproteina, se investigo la regulacién de la sintesis y degradacion del hemo en el modelo experimental
elegido.

Para establecer si el proceso de carcinogénesis altera los mecanismos regulatorios del camino
del hemo, se analiz6 la respuesta del modelo a la accién de conocidos agentes porfirinogénicos como la
alilisopropilacetamida y el Veronal .

Considerando que las ROS tienen una participacion importante en la carcinogénesis, se
estudié la relacion entre la formaciéon de estas especies y los componentes del sistema de defensa
antioxidante, asi como el potencial efecto protector de las vitaminas a-Tocoferol (x-T) y [3- Caroteno (}-C),
conocidos antioxidantes.

Se evaluo el dafio hepatico provocado por el carcinégeno a través de las variaciones en las
actividades de las enzimas metabolizantes del Glutation.

Se siguieron los cambios morfolégicos producidos mediante estudios histologicos. Finalmente,
se comprobd la validez del modelo de iniciacién de la hepatocarcinogénesis usado, mediante una evaluacion
de su respuesta a la accién del agente promotor Tamoxifeno.

Los resultados obtenidos en este trabajo han conducido a las siguientes conclusiones: La
administracion durante seis meses, en la dieta, del p-dimetilaminoazobenceno (DAB) no desarrolld
hepatocarcinomas. Los cambios bioquimicos, moleculares e histoldgicos observados, indican que el higado se
encuentra en un estado activante primario, inmediatamente previo a la etapa de iniciacion propiamente dicha.

Durante las primeras semanas de tratamiento con DAB, aumenté el contenido del P450 como
consecuencia de su metabolizacion. Esto requirié un incremento en la sintesis de hemo y por consiguiente, un
aumento en la actividad de la Aminolevilico Sintetasa (ALA-S) y una disminuciéon de la Hemo-Oxigenasa
(HMO).
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La falta de respuesta a diferentes agentes porfirinogénicos, indicd que ocurre una des-
regulacion en el camino del hemo. Se demostré que desde estadios muy tempranos, el higado sufre un dafo
importante, indicado por una actividad aumentada de la Glutatién Transferasa.

La disminucion de las actividades de la sulfatasa y la -Glucuronidasa, sugiere que esta
alterada la metabolizacion del DAB por la via de la conjugacion.

El notable incremento de los TBARS reflejo el alto grado de estrés oxidativo provocado por el
carcindgeno y ese exceso de ROS seria probablemente responsable de la inactivaciéon de las enzimas del
sistema de defensa antioxidante, Catalasa, Superéxido-dismutasa y Glutatién Peroxidasa, lo que a su vez
aumentaria aun mas el estrés oxidativo. Como consecuencia de la disminucion del Glutation reducido (GSH)
se encontré un aumento de la actividad de la Glutation Reductasa .

Los desequilibrios en el mecanismo de regulaciéon del camino del hemo, el metabolismo de
drogas y en los sistemas de defensa antioxidantes provocados por el DAB, se controlaron parcialmente tanto
por el «-T, como por el 3-C, por lo cual se ha propuesto el empleo de estos dos antioxidantes como agentes
protectores de la carcinogénesis en estadios tempranos.

El aumento del ALA-S en los animales tratados con DAB se debi6é a una mayor transcripcion
del ARNm y no a un cambio en la estabilidad del mismo. El DAB también provocé un aumento en el ARNm de
la HMO que no se correlacion6 con la caida de actividad de esta enzima.

Los estudios histolégicos ya mostraron cambios morfoldgicos importantes a partir de las seis
semanas de iniciado el tratamiento con DAB

En base a estos resultados se ha propuesto un esquema que tiene en cuenta los principales
eventos que han conducido a un estado activante del higado, necesariamente previo a la etapa de iniciacion.
Segun este esquema, en una etapa de pre-iniciacion, el carcinégeno DAB inactivo, se metaboliza en el higado,
organo encargado de su detoxificacion, transformandose en una especie reactiva.

El aumento sostenido y prolongado del P450 es la fuente primaria de formacién de especies
reactivas que debilitarian al sistema de defensa antioxidante. En este estado activante o etapa de pre-
iniciacion, el higado experimentaria los profundos cambios en el patron bioquimico que llevarian a la etapa de
iniciacion. Solamente en este estado activante se podria completar la secuencia de cambios que conducirian
finalmente al desarrollo del tumor, como se demostré administrando el Tamoxifeno.

En las ultimas semanas de tratamiento, el patron bioquimico fue inverso al de los primeros
estadios, con una respuesta semejante a la descripta para el modelo del Hepatocito Resistente o del
Carcinoma Hepatocelular.

La presencia continua del carcinégeno provocaria un agotamiento del P450 y de los sistemas
de detoxificacioon, lo que podria conferir a las células iniciadas, una resistencia a los xenobioticos. Es
probable que algun metabolito del DAB estuviera alterando la afinidad del apocitocromo P450 por el hemo,
facilitando la disociacion del pool de hemo libre con los conocidos efectos sobre las actividades del ALA-S y la
HMO. EIl estado permanente de estrés oxidativo provocaria cambios irreversibles ep el sistema de defensa
celular antioxidante.

Buenos Aires, Febrero 15 de 2000
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CONIONT - FCEN, UBA
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Resumen

El principal objetivo de esta tesis ha sido el estudio de los cambios bioquimicos,
histologicos y moleculares, que ocurren en las etapas tempranas de la hepatocarcinogénesis
inducida quimicamente.

Se trabajo con ratones CF/ machos que recibieron p-dimetilaminoazobenzeno
(DAB 0,5% p/p) en la dieta durante un periodo total de 184 dias. En estos animales se
estudio el sistema metabolizante de drogas, la regulacién metabdlica del hemo, y el
equilibrio entre la formacion de radicales libres y los sistemas de defensa antioxidante.

Se observo que a partir de los 35 dias el higado sufre cambios significativos tanto
a nivel molecular como morfolégicos.

La administracion del carcinégeno produjo un gran aumento en el contenido del
P450 con la consecuente induccion de la sintesis y disminucion de la degradacion del
hemo. A su vez, se comprob6 una desregulacion en esta via metabodlica, por la falta de
respuesta a agentes porfirinogénicos.

La disminucién de las actividades de las enzimas de defensa antioxidante aumento
el grado de estrés oxidativo provocado por la metabolizaciéon del carcindgeno. Los
antioxidantes ensayados previnieron parcialmente las alteraciones bioquimicas detectadas.

El modelo experimental mostré dos patrones de comportamiento bioquimico
diferentes segun el tiempo de intoxicacién. Esto nos llevd a proponer un probable
mecanismo para la gestacion del proceso hepatocarcinogénico que considera la existencia
de un estado primario activante del higado en su totalidad, referido como estadio de
preiniciacion, caracterizado por un patrén de alteraciones bioquimicas necesarias para la
instauracion del estadio de iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

Palabras claves: Hepatocarcinogénesis, p-dimetilaminoazobenzeno, hemo, estrés
oxidativo, P450, sistema metabolizante de drogas, agentes porfirinogénicos, antioxidantes.



Abstract

The aim of this thesis has been to study the biochemical, histological and
molecular aspects of the changes occurring during the onset of the chemically induced
hepatocarcinogenesis.

Male CF! mice were fed with a diet supplemented with p-
dimethylaminoazobenzene (DAB, 0.5% w/w) during a whole period of 184 days. Then, the
drugs metabolizing enzyme system, the regulation of heme metabolic pathway, and the
balance between free radicals production and the antioxidant defense system were
investigated.

Significant hepatic changes at the molecular and the morphological level were
detected from day 35 of intoxication onwards.

The carcinogen administration greatly increased P450 content with the consequent
enhancement of heme synthesis and diminution of heme degradation. The lack of response
to some porphyrinogenic agents showed the deregulation of this metabolic pathway in the
animals exposed to the carcinogen.

The decrease in the activities of the antioxidant defense enzymes further increased
the oxidative stress provoked by the carcinogen metabolization. The antioxidants assayed
partially prevented the observed biochemical alteration.

This experimental model showed two different biochemical patterns during the
course of the intoxication. This led us to propose the hypothesis about a probable
mechanism for the onset of hepatocarcinogenesis that considers a primary activating liver
state involving the whole organ, the so-called pre-initiation stage, resulting in a
biochemical aberration which then leads to the actual initiation stage.

Keywords: hepatocarcinogenesis, p-dimethyaminoazobenzene, oxidative stress, P450,
drugs metabolizing enzyme system, porphyrinogenic agents, antioxidants.
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Capitulo I

Carcinogénesis quimica

I.1. Estadios del proceso carcinogénico

Muchos agentes quimicos, los virus y la radiacién tienen la capacidad de actuar
sobre las células normales haciendo que éstas pierdan sus mecanismos de control y se
transformen en tumores capaces de matar a sus huéspedes (Miller, 1994). Varios de los
tumores humanos o de los inducidos experimentalmente son de origen clonal, resultado del
desarrollo progresivo de una unica célula. Este fenomeno de progresiéon tumoral, que
normalmente lleva muchos afios, refleja la operacion de evolucién por mutacién y
seleccion natural entre las células somaticas. La velocidad de este proceso puede acelerarse
por agentes mutagénicos (iniciador tumoral) y por ciertos agentes no mutagénicos
(promotores) que afectan la expresion génica, estimulan la proliferacion celular, y alteran el
balance ecologico entre las células mutadas y no mutadas. Mientras que un tratamiento
quimico puede danar diferentes células, s6lo unas pocas de éstas desarrollan patrones
bioquimicos alterados y s6lo unas pocas de estas células alteradas, bajo apropiado estimulo
proliferativo, desarrollan el fenotipo maligno. Esta secuencia de eventos ha sido
extensamente estudiada en multiples modelos de hepatocarcinogénesis quimica (Peto et al.,

1975; Farber, 1984; Marx, 1989).

El periodo de latencia entre la administracion del carcindgeno y la aparicion del
tumor en los modelos experimentales, se debe probablemente a una transformacion lenta de
la célula normal en célula maligna, a través de una secuencia de poblaciones intermedias
(Schutle-Hermann, 1987a). El tiempo que lleva la aparicion del tumor, desde el primer
contacto con el agente carcinogénico, varia con el tipo de agente, con la dosis y con ciertas
caracteristicas de la célula blanco. En modelos de carcinogénesis quimica experimental
para la induccién de tumores de piel, higado, colon y glaindula mamaria, se observé que en
el desarrollo del cancer estan involucrados varios pasos y que éstos pueden ser identificarse

en tres etapas: iniciacion, promocion y progresion. Varios estudios realizados en raton



permitieron establecer diferencias especificas cualitativas entre dichas etapas (Pitot &

Sirica, 1980).

La iniciacion, en el higado, puede ocurrir después del tratamiento de animales con
una gran variedad de carcindégenos quimicos, llamados iniciadores. Un iniciador es un
agente quimico, fisico o bioldgico que tiene la capacidad de alterar irreversiblemente la
estructura molecular nativa del ADN. La etapa de la iniciacién ha sido estudiada en pocos
sistemas y la razéon de ello es la dificultad de identificar, aislar y caracterizar
especificamente a las células iniciadas. El sistema experimental en el cual el estado de
iniciacion ha sido bien caracterizado y cuantificado es el higado de la rata, donde se pueden
identificar la progenie inmediata de las células iniciadas, en la forma de focos de
hepatocitos alterados (FHA) (Pitot, 1990) o células simples iniciadas putativas (Moore et
al., 1987). En el sistema de la rata, la iniciacion no es el resultado de alteraciones
cromosOmicas, sino que es la causa de una o mas mutaciones, tales como transiciones,
transversiones o pequeiias deleciones (Pitot, 1993). Pareceria que la mayoria de las células
iniciadas no progresa hacia la formacion del cancer, sino que permanece en el organismo,
en forma quiescente, durante toda la vida. Ademas, como las alteraciones genéticas que
llevan a la iniciacion son sutiles y simples, no es sorprendente que organismos adultos
posean numerosas células iniciadas en la mayoria de sus érganos. Asi, la primer etapa del
desarrollo del cancer (iniciacion) es un evento comin que ocurre frecuentemente en forma
espontanea y que puede ser inducido en los animales y en los humanos (Pitot & Dragan,
1991). Experimentalmente, diferentes carcinégenos inducen con frecuencia distintos tipos
de mutaciones en el mismo gen, por ejemplo, dimetilbenzantraceno produce una
transversion (A—T) y el benzo(a) pireno produce una transicion (G—A) en el codén 61 6

12 respectivamente, del gen H-ras (Balmain & Brown, 1988).

En la etapa de promocion, en cambio, no acurren cambios moleculares en la
estructura del ADN, sino que esta afectada la expresion del material genético. Estudios
moleculares de este estadio han establecido la existencia de mecanismos de traduccion de
sefiales del medio ambiente al genoma con la subsecuente alteracién en la expresién
génica. Muchos agentes promotores quimicamente definidos, median este efecto a través de

receptores moleculares. Estos receptores, en combinacion con el agente promotor, se unen



en forma no covalente a regiones especificas del ADN, usualmente “up stream”, de los
genes especificos. La unién del complejo promotor-receptor altera la expresion de los

genes “down-stream”.

La regulacion de la expresion no sélo involucra la interaccion ADN-receptor-
promotor, sino que también depende de la concentracion del receptor y de cualquier
molécula que interactie en el nucleo celular; es facil entender que multiples alteraciones
genéticas resultan de la accién de un agente iniciador que lleva a una expresion alterada de
genes bajo la influencia de un agente promotor. De hecho, es probable que agentes
promotores especificos sean capaces de promover la replicacién y desarrollar sélo un grupo
especifico de células iniciadas, probablemente aquellas con alteraciones genéticas
inducidas durante el proceso de iniciacién, que permiten una interaccion Optima con el

agente promotor para la induccion de la promocion (Dragan & Pitot, 1992).

La etapa de promocion involucraria complejos promotor-receptor que se unen al
ADN celular, por ejemplo: el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato en la piel se une con su
receptor protein kinasa ¢ en una forma no covalente (Ashendel, 1985); el 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina en piel e higado se une al receptor Ah (Poland et al., 1980,
1982), y los esteroides sexuales actuan via receptores de estrégenos y andrégenos en tejido

mamario y hepatico (Yager & Yager, 1980; Knutson & Poland, 1982; Kemp et al., 1989).

Sin embargo, la etapa de promocion no siempre ocurre durante el proceso de la
carcinogénesis, especialmente en ciertos sistemas experimentales. Por ejemplo, cuando la
dosis del agente carcinogénico es suficientemente alta o estan involucrados multiples
factores, la etapa de promocién, y ain la etapa de iniciacion, podrian no detectarse (Pitot et

al., 1990).

La etapa de progresion es el resultado del desarrollo de células en el estado de
promocion. Las caracteristicas de este estado, incluyen la aparicion de neoplasmas
malignos, acompaiiados por alteraciones genéticas que involucran cambios estructurales en
el cariotipo de las células. La progresion se caracteriza por una evolucion de anormalidades
cromosOmicas en las células (Pitot, 1993). Mientras las células normales regulan la

estructura de su genoma Yy cariotipo durante la division celular, las células malignas no



poseen dicha capacidad, entonces, constantemente la estructura de su genoma se ve
alterada. Tales alteraciones no solo permiten el aumento en la divisién celular, invasividad,
capacidad metastasica y anaplasia de neoplasmas malignos, sino que también confieren

resistencia a un gran niumero de drogas (Stark, 1986).

1.2, Lesiones focales hepaticas

La hepatocarcinogénesis se caracteriza por alteraciones sucesivas que sufren las
células normales para dar intermediarios pre-neoplasicos con potencial para desarrollar una
neoplasia maligna (Schulte-Hermann, 1987b; Pitot, 1990). Estas lesiones focales
morfologicamente distintivas exhiben una alteracion en la expresion y funcién de ciertos
genes comparado con el tejido normal, el higado circundante y parecen ser los precursores
del carcinoma hepatocelular maligno, aunque solamente una minoria de estas lesiones
focales se transforma en cancer (Schulte-Hermann, 1987; Pitot, 1990). Las investigaciones
sobre el crecimiento de estas lesiones pre-neopldsicas tempranas pueden ayudar a
comprender aquellas funciones genéticas y epigenéticas que influencian su desarrollo
progresivo en lesiones mas autéonomas. La exposicion crénica a agentes quimicos no
genotoxicos resulta en el disparo del proceso carcinogénico en el higado (Kolaja et al.,
1996a). Estos agentes no interaccionan directamente con el ADN y su mecanismo de
accion se considera epigenético (Williams, 1980). Estudios realizados por varios grupos
demostraron que la exposicion continua a hepatocarcindégenos no genotoxicos después del
tratamiento con un carcinogeno iniciador, favorece el crecimiento de las lesiones focales
hepaticas (Kolaja et al., 1996a) sugiriendo que estos compuestos pueden inducir cancer
funcionando en el estadio de promocién tumoral (Butterworth, 1990; Butterworth &
Goldsworthy, 1991; Klaunig, 1993).

Se ha demostrado que la dieldrina, un pesticida organoclorado, hepatocarcindgeno
no genotoxico, promueve el crecimiento de lesiones focales hepaticas pre-formadas en
ratones pero no en ratas (Kolaja et al., 1996b). Por el contrario el fenobarbital (PB), un
hepatocarcinégeno no genotoxico tanto en ratones como en ratas, promueve el crecimiento

de lesiones focales pre-neoplasicas en ambas especies (Kolaja et al, 1996c). Estas



observaciones indican que estos agentes no genotdxicos inducen el crecimiento de lesiones

focales por mecanismos que son especificos para cada especie.

La relevancia de la estabilidad/inestabilidad de las lesiones hepéticas en el proceso
carcinogénico no es clara. Se ha sugerido que las lesiones focales que persisten después de
la interrupcion del tratamiento con el promotor son las lesiones pre-neoplasicas que tienen
el mayor potencial para convertirse en tumores (Enomoto & Farber, 1982). Ademas,
existen numerosos estimulos promotores endégenos que podrian favorecer el crecimiento
de las lesiones pre-neoplasicas, tales como esteroides sexuales, acidos biliares y hormonas
hipofisiarias (Tsuda et al., 1984; Kemp et al., 1989; Yager et al., 1986). También el estado
nutricional, la ingesta de grasa, la deficiencia de triptofano, metionina o colina y la ingesta
de sacarosa pueden contribuir a la generacion de cambios patoldgicos y a la promocion
tumoral (Kolaja et al., 1996a). Ademas, el estado inmunolégico del huésped, la
susceptibilidad de las especies y la edad pueden contribuir al proceso carcinogénico

(Newbeme & Schrager, 1983; Baldwin & Parker, 1987).

Dado que los promotores tumorales aumentan el nimero y la incidencia de las
lesiones focales, y la interrupcion del tratamiento con el promotor resulta en una
disminucion del nimero de las lesiones que regresa a los valores controles, el aumento en
la incidencia de lesiones pre-neoplasicas y de las lesiones hepaticas neoplasicas inducido
por promotores tumorales podria deberse a la estimulacién sostenida del crecimiento de
dichas lesiones. La presencia cronica del agente promotor aumenta la proliferacion vy,
posiblemente inhibe la apoptosis, incrementando asi la probabilidad de eventos
mutacionales requeridos para la progresion hacia la malignidad (Ames & Gold, 1990;

Cohen & Ellwein, 1991).

1.2.1. El modelo del hepatocito resistente

Existen evidencias indirectas que sugieren que células o poblaciones de células
alteradas pueden evolucionar gradualmente a neoplasmas malignos (Farber, 1973). El
desarrollo de neoplasmas se asemeja a una reaccion en cadena, iniciada por la exposicion a

un carcinégeno, en la cual los intermediarios son nuevas poblaciones celulares con
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propiedades bioquimicas, estructurales y de organizacién alteradas. Estas nuevas lesiones
tienen distribucion focal sugiriendo que s6lo participaria una pequefia proporcién de la

poblacién original del tejido u érgano blanco.

Los focos, poblaciones de células que proliferan lentamente, llamados nédulos
hiperplasicos, que aparecen en el higado antes de la formacién del cancer, adquieren
nuevas propiedades relacionadas con el metabolismo téxico de hepatocarcindgenos y otras
hepatotoxinas que requieren activacién metabdlica. Dichas propiedades incluyen
resistencia a la muerte celular inducida por hepatotoxinas, disminucién de la captacion y/o
activacion de algunos carcinégenos (Farber et al., 1976), disminucion de los diferentes
componentes del sistema de monooxigenasas microsomal de funcion mixta incluyendo el
P450, y adquisicion de la capacidad de proliferacion seguida a la hepatectomia parcial (HP)

durante la administracion del carcinégeno (Becker & Klein, 1971; Kitagawa, 1971).

Ya que la aparicion de los nddulos hepaticos es el primer paso involucrado en la
expansion por proliferacion de las células alteradas durante la iniciacion, es razonable
pensar que la induccion de las células iniciadas podria ser un paso apropiado para la

adquisicion de la resistencia (Solt & Farber, 1976).

Se ha descripto que algunos hepatocarcindgenos tales como, dietilnitrosamina
(DENA) (Farber, 1979), acetato de metilazoximetanol (Farber, 1979), aflatoxina Bl
(Farber, 1979) y el 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) (Cameron et al., 1976) pueden inducir
células resistentes, que son capaces de responder a un estimulo de proliferacion celular en
un ambiente que es inhibitorio de la proliferacion en la mayoria de los hepatocitos (Farber,
1984). El nuevo fenotipo también muestra una resistencia a los efectos necrogénicos del
CCly y dimetilnitrosamina (DMNA) in vivo (Farber et al., 1976) y de la aflatoxina Bl in
vitro (Judah et al., 1977), debido a una disminucion en la metabolizacion del DMNA y del
2-AAF para producir derivados mutagénicos, que tienen la capacidad de unirse a los 4cidos
nucleicos y a las proteinas (Roomi et al., 1985). Entonces, las células iniciadas, con una
capacidad disminuida para la activacién, podrian proliferar rdpidamente, mientras que las
células no alteradas podrian activar el carcinégeno y ademds generar un derivado que

podria inhibir su proliferacién (Farber, 1976).



La proliferacion celular esta involucrada en el desarrollo del cancer producido por
una gran variedad de agentes quimicos (Rajewsky, 1972; Craddock, 1976). Diferentes
carcindgenos que normalmente no inducen cancer de higado en animales adultos, se

vuelven carcinogénicos si se administran después de una HP (Craddock, 1976).

En el modelo de la rata neonatal (Peraino et al.,,1984) y en el modelo de la HP
(Pitot er al., 1978; 1989), la incorporacién del carcinégeno ocurre durante la proliferacion
celular. Ademas, diferentes carcindgenos de higado son necrogénicos e inducen
proliferacion celular compensatoria y, algunos de estos carcindgenos inducen focos

resistentes sin la necesidad de un mitégeno exégeno (Solt & Farber, 1976; Cameron et

al. 1978).

En el modelo del hepatocito resistente (HR) (Solt & Farber 1976; Ito et al.,1988),
el carcindgeno es administrado en dosis necrogénicas (200 mg/kg), seguido por un segundo
estimulo para la proliferacion celular (citotoxicidad o HP) en presencia de un agente
carcinogénico (Figura I.1). Los hepatocitos iniciados con DEN, no adquieren la propiedad
de crecimiento auténomo sino que deben ser inducidos a la division celular en un medio
ambiente apropiado (Farber, 1976). Es evidente, que son necesarios dos episodios de
proliferacion celular para inducir la division de los HR y visualizar los focos neoplasicos
(Solt & Farber, 1976; Cayama et al.,1978; Tsuda & Farber, 1979; Ying et al.,1979). El
primero se requiere para la formacion del HR, donde la proliferacion celular, asociada a la
muerte causada por el agente necrogénico, es suficiente para iniciar la carcinogénesis (Solt
& Farber, 1976; Cayama et al., 1978; Farber & Cameron, 1980). Se necesita un segundo
estimulo mas prolongado, durante el procedimiento de seleccion, para que las células
resistentes sufran proliferacion. Dado que una segunda HP es dificultosa, se produce el

estimulo con una unica dosis de CCly (Farber & Cameron, 1980).
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Figura 1.1. Representacion esquemsitica del ensayo del HR inducido por un carcinégeno
durante la iniciacion.

Al animal se le suministra una dieta que contiene 2-AAF durante 2 semanas y en la mitad de dicho
periodo se induce la proliferacion celular por HP o con una dosis necrogénica de CCl,.

I.3. Accion del tamoxifeno en la hepatocarcinogénesis

El tamoxifeno (Tx), un agente antiestrogénico de eficacia terapéutica comprobada
en el tratamiento del cancer de mama, ha sido caracterizado como un carcinégeno que
actua tanto por un mecanismo genotoxico como por uno no genotoxico (Wogan, 1997).
También se ha demostrado su actividad como agente promotor en un modelo de
carcinogénesis en el higado de rata aumentando el nimero, tamaiio, y progresion de los
focos hepaticos alterados asi como la incidencia de carcinomas hepatocelulares iniciados

con DENA seguida por una HP (Dragan et al., 1996).

Mediante la estimulacion de su propio metabolismo el Tx puede acelerar la
velocidad de su eliminacion y podria aumentar la produccion de metabolitos genotéxicos
reactivos (Smith & White, 1995) ya que se observé que en ratas posee la capacidad de
inducir el P450 (Dragan et al., 1996).

En los sistemas microsomales de higado de rata in vitro se ha detectado la
presencia de un numero de metabolitos formados a partir del Tx correspondientes
formalmente a la adicion de oxigeno a la droga (Smith & White, 1995). Se observaron
metabolitos del tipo de los N-Oxidos de Tx, 3,4-epoxido y 3’,4’-epoxidos aromaticos del

Tx, que corresponden a reacciones de detoxificacion de fase I (Lim et al., 1994).

Otro posible metabolito activo es el a-hidroximetiltamoxifeno; cuando se sintetizo
quimicamente y se agregé a los hepatocitos de rata en cultivo, el dafio en el ADN fue de
unas 50 veces mayor que el producido con Tx solamente (Colletta et al., 1994). Esta
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observacion experimental indicé que la a-hidroxilacion del grupo etilo es un paso

importante en la activacion de esta droga (Colletta et al., 1994).

El Tx podria causar en la rata la formacién selectiva de aductos con el ADN
hepatico (Han & Liehr, 1992; White et al., 1992), ya que éstos no se detectaron ni en riiion,
pulmoén, bazo o utero de los mismos animales (Smith & White, 1995); el grado de daiio
depende tanto de la dosis como del tiempo de exposicion y declina una vez finalizada su

administracion (Smith & White, 1995; Wogan, 1997).

Para comprobar si el Tx puede actuar como promotor mediante una isomerizacion
a una forma quimica con actividad estrogénica, se compard su capacidad promotora con la
de dos analogos no izomerizables (Dragan et al., 1996). Mientras que los tres compuestos
actuaron como promotores en este sistema, la potencia del Tx fue mayor que la de sus
analogos, sugiriendo que éste posee una actividad promotora intrinseca independiente de su

capacidad de isomerizacion a compuestos estrogénicos mas potentes (Dragan et al., 1996).

I.4. Azo-colorantes: p-dimetilaminoazobenceno

Los azo colorantes se utilizan ampliamente en la manufactura de comidas,
bebidas, productos farmacéuticos, plasticos, tinturas para la madera, papel y cuero,
pinturas, barnices, y cosméticos (Zbaida, 1995). El color deriva de la existencia de dobles
enlaces conjugados en los restos aromaticos a través de una union azo, que permite la

absorcion de energia en el espectro visible.

La mayoria de los azo colorantes usados comercialmente, estin sustituidos con
grandes grupos altamente cargados, por ejemplo sulfonatos, que impiden su absorcion en

forma significativa y su posterior metabolizacion.

El potencial carcinogénico de la mayoria de estos colorantes requiere de una unién
azo intacta (Zbaida, 1995). Asi, la reduccién del p-dimetilaminoazobenceno (DAB) y azo

compuestos relacionados, es la principal forma de inactivacion de los carcinégenos
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(Zbaida, 1995), aunque algunas aminas primarias derivadas de esta reduccion todavia

exhiben efectos toxicos y/o mutagénicos (Degawa et al., 1979; Chung, 1983).

1.4.1. Metabolizacién y eliminaciéon

La reduccion de los azo colorantes a aminas primarias es catalizada por la fraccion
microsomal (Hemandez et al.,1967) y las enzimas citosdlicas del higado (Huang et
al., 1979), las bacterias intestinales (Chung & Stevens, 1992), y otros microorganismos
(Raffi & Cemniglia, 1993). Dependiendo especificamente del compuesto, la azo reduccién
podria resultar en una detoxificacion o en una activacioén (Levine, 1991). La reduccion de
los colorantes carcinogénicos lleva en algunos casos a una disminucion de la actividad
carcinogénica, mientras que la oxidacién de los compuestos azo podria promover la

activacion.

En el higado de la rata, el DAB es demetilado a 4-monometilamino benceno
(MAB) y luego a 4-aminobenceno (AB). La hidroxilacién del anillo en la posicién 4' y la
N-demetilacion son las principales reacciones en la metabolizacion del DAB. Se
encontraron metabolitos oxidativos con la unién azo intacta, principalmente en la bilis,
mientras que los productos de azo reduccién predominaban en la orina (Levine, 1980).
Después de la administracion del DAB se encuentran en la orina, tanto de la rata como del
perro, conjugados glucurénidos y sulfatos de anilina, o-aminofenol, p-aminofenol, y p-
fenil-N-diamina lo cual demuestra que ocurre hidroxilacion, N-demetilacion, reduccion y

conjugacion del anillo, aunque no necesariamente en este orden (Zbaida, 1995).

En la bilis de animales tratados con DAB se identificaron metabolitos hidroxilados
y N-demetilados y se estableci6 la intervencion del P450. El tratamiento con 3 metil-
colantreno (3-MC) o PB, inductores selectivos de la actividad del P450, incrementd la
excrecion biliar de los metabolitos del DAB, mientras que el SKF525-A y el piperonil
butéxido, inhibidores del P450, disminuyeron su excrecién. Aparentemente, las principales
vias de oxidacién del DAB son dos N-demetilaciones sucesivas y una 4'-hidroxilacion, que

son catalizadas por diferentes isoenzimas del P450 (Zbaida, 1995).
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Se observd que el glutation reducido (GSH) cumple un importante rol en la
metabolizacion del DAB. En ratas, se demostro que la disminucién en la excrecion de
derivados del DAB estaba asociada a una deplecién en los niveles del GSH (Levine &
Finkelstein, 1979; Levine, 1983). Este es un efecto especifico sobre el metabolismo del
DAB, ya que el transporte biliar de los compuestos preformados no se impide por la
deplecion del GSH. La identificacion de los metabolitos biliares del DAB y experimentos
in vitro revelaron una marcada disminucién en la formacién y excrecion del derivado
didemetilado AB, sin efectos sobre la hidroxilacién del anillo (Levine & Finkelstein, 1979;
Levine, 1983). En la fraccion microsomal del higado, el GSH estimula tanto la N-
demetilacion como la hidroxilacion del anillo del DAB (Levine & Lee, 1983). El
requerimiento de GSH desde tiempo cero, para estimular el metabolismo oxidativo del
DAB en microsomas de higado de rata, sugiere un efecto protector asociado a una
disminucién en la peroxidacién lipidica (Levine, 1982) la cual es perjudicial para la
actividad del P450 microsomal (Lindstron & Aust, 1984). La participacion del GSH en la
metabolizacién del DAB fue principalmente elucidada por la identificacion en la bilis de un
metabolito del GSH, el N-(glutation-S-metileno)-4-aminoazobenceno (Coles et al., 1983).
Este conjugado se descompone ficilmente a AB y se ha propuesto que es la principal
fuente que da origen a la amina biliar primaria. Este hallazgo confirma que la principal ruta
de activacion metabolica del DAB involucra la formacién de un centro electrofilico sobre
el nitrogeno del grupo amino, capaz de reaccionar con nucledfilos celulares, incluyendo el
GSH. Asi, el GSH regula el destino del DAB a través de la formacion de conjugados y de

la proteccion contra la peroxidacién lipidica.

1.4.2. Potencial carcinogénico

Debido a su potente respuesta hepatocarcinogénica, el DAB y muchos de sus
derivados se han utilizado ampliamente y han sido los primeros carcindgenos quimicos
estudiados mecanisticamente. Modificaciones simples en los sustituyentes del DAB,
resultan en un cambio considerable en la potencialidad carcinogénica. Por ejemplo, 3'-
metil-DAB es mas carcinogénico que el DAB, mientras que 2-, 3-, y 4’-metil-DAB son

carcinogenos débiles. Al respecto, se encontr6 una correlacion entre la actividad
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carcinogénica de una serie de derivados del DAB y la proporcién de N-hidroxilacién de los
derivados correspondientes del MAB (Kimura ef al., 1982). Estos hallazgos sugieren que la
diferente capacidad carcinogénica de estos derivados podria deberse a su distinta
susceptibilidad a la N-hidroxilacion. Por otro lado, el N-etil-N-metilaminoazobenceno, el

3'-nitro y el 3'-cloro-DAB son tan carcinogénicos como el DAB (Levine, 1991).

La incubacion del DAB o MAB con microsomas de higado de rata, genera la
formacion de radicales libres en presencia de la coenzima NADPH (Nagata et al., 1985). El
proceso de reduccion de los colorantes azo requiere el transporte de un electrén desde el
NADPH al complejo P450-azo colorante, a través de la NADPH citocromo P450 reductasa
(Figura 1.2) (Zbaida ef al., 1989). La reduccién del complejo conduce a la formacion de un
radical intermediario que puede reaccionar con el O, generando el anioén superdxido (0,"")
(Figura 1.2). Sin embargo, los intermediarios con un electron reducido pueden ser
temporalmente estables aun en presencia de O, y proceder al agregado de un segundo
electron (Figura 1.2), seguido por protonacién, llevando a la formacion de intermediarios

hidrazo inestables que espontaneamente producen aminas primarias.

Tanto in vivo como in vitro se demostré la formacién de radicales nitréxido a
partir de N-hidroxi-MAB, N-hidroxi-AB y 3’-metil-DAB (Nagata et al., 1985). Se ha
postulado que los radicales nitréxido se unen al ADN y que existe una correlacion entre la
formacion de radicales y la actividad carcinogénica de una serie de derivados del MAB.
Ademas, se postul6 la generaciéon de O,"" y peréxido de hidrégeno (H>O,) a partir del
radical nitr6xido derivado del hidroxi-MAB (Nakayama et al.,1983).

La molécula sintética N-benzoiloxi-MAB reacciona espontineamente con
proteinas y acidos nucleicos y posee mayor potencial carcinogénico que su compuesto
parental (Poirier es al.,1967). La degradaciéon del ADN unido al colorante revelé la
formacion de aductos con guanosina a través del nitr6geno amino (N-guanosin-8-il-MAB)
(Levine, 1991). En animales que fueron tratados con una unica dosis de MAB se

identificaron diferentes aductos ADN-colorante (Beland & Kadlubar, 1985).
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Figura 1.2. Esquema general para representar el mecanismo de la azoreduccién microsomal
hepatica. A-F son estadios del ciclo catalitico.
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Capitulo II

Regulacion de la biosintesis del hemo

I1.1. Biosintesis del hemo

El grupo hemo constituye una familia versatil de grupos prostéticos que contienen
hierro, y que asociados a apoproteinas especificas cumplen un amplio rango de funciones
biolégicas, incluyendo la transferencia de electrones (citocromos), el transporte
(hemoglobina) y el metabolismo (ej.: peroxidasas, oxidasas, catalasas e hidroxilasas) del
O,. La gran variedad de reacciones en las cuales el hemo participa se debe tanto a
variaciones en los sustituyentes [ de los anillos macrociclicos como al entorno y geometria

particular del ligando metalico provisto por la proteina.

Los primeros estudios de la biosintesis del hemo establecieron que todos los
atomos de carbono y nitrégeno del macrociclo hemo derivan de la glicina y de la succinil
CoA. La primera reaccion de esta biosintesis involucra la condensacion de estos dos
precursores para dar el acido &-aminolevulinico (ALA), Unico intermediario de la
biosintesis del hemo y de otros tetrapirroles (Dailey, 1990; Jordan, 1991a; Chadwick &
Ackrill, 1994).

En plantas existe un mecanismo alternativo para la sintesis de tetrapirroles a partir
de glutamato via glutamil ARNt y glutamato 1-semialdheido (Beale & Weinstein, 1991).
También se demostré que el camino del glutamato esta presente en algas y bacterias

(Kannangara ef al., 1988).

Mientras que existen dos rutas para la biosintesis del ALA, los tres pasos
siguientes involucrados en la formacién del tetrapirrol ciclico, Uroporfirinégeno III, son
comunes en todos los sistemas vivientes (Jordan, 1991b). El Uroporfirinégeno I es luego
transformado en hemo, clorofila, vitamina By, y otros tetrapirroles (Dailey, 1990; Jordan,
1991a; Chadwick & Ackrill, 1994). En la biosintesis del hemo las decarboxilaciones del
Uroporfirindgeno III conducen al Coproporfirinégeno I y luego al Protoporfirindgeno IX
(Akhtar, 1991) el que es oxidado antes de su union con hierro ferroso.
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I1.2. Conceptos generales de regulacién

Uno de los sitios regulatorios mas importantes de este camino biosintético se
encuentra a nivel de la enzima 8-aminolevulinico sintetasa (ALA-S) (EC 2.3.1.37) y la
respuesta de su actividad a los niveles de hemo y de hierro tiene gran significado. Existen
dos genes que codifican para el ALA-S : el housekeeping y el eritroide, que estin regulados
por mecanismos diferentes. Evidencias previas sugieren que el gen eritroide en los
eritrocitos en desarrollo es regulado a nivel traduccional por los niveles de hierro, a través
de la interaccion del factor hierro regulatorio con un elemento de respuesta al hierro (IRE),
localizado en la region 5’ no codificante del ARNm del ALA-S eritroide. La secuencia
IRE, que también se encuentra en la region 5’ no codificante de los ARNm especificos de
ferritina y el receptor de transferrina, contiene un “loop” de 6 bases (5° CAGUGN 3’) y una
region “bulge” de 3 bases desapareadas, quedando una citocina no apareada (Henderson e?
al., 1994). Estas regiones formarian una estructura de tallo y asa la cual provee el sitio de
reconociminto para el factor hierro regulatorio. Asi, la interacion del factor hierro
regulatorio con el IRE impide estéricamente la formacién del complejo de preiniciacion y
reprime la traduccion. Sin embargo, cuando los niveles de hierro o hemo son bajos, la
interaccion entre el factor hierro regulatorio y el ARNm eritroide disminuye y la traduccion

se dispara (Bhasker ef al., 1993; Melfors et al., 1993).

La regulacion de la biosintesis del hemo ha despertado el interés de muchos
autores durante afios. Todos los tipos celulares necesitan hemo, algunos en mayor grado
que otros, particularmente en respuesta a factores endogenos y exdgenos, y ademas,
considerando que el hemo puede ser téxico para las células (Balla er al., 1991, Miiller-
Eberhard & Fraig, 1993), la sintesis del hemo estara regulada de acuerdo a los

requerimientos especificos de las mismas.

El camino de biosintesis del hemo esta presente en todas las células excepto en
eritrocitos maduros. El paso final ocurre en la mitocondria y el hemo es utilizado para la
formacion de diferentes hemoproteinas localizadas en las mitocondrias, microsomas,
peroxisomas, citosol y probablemente en el nicleo. Estas hemoproteinas incluyen
hemoglobina y mioglobina, involucradas en el transporte y almacenamiento del O; ; los

citocromos mitocondriales respiratorios como componentes de la cadena de transporte de
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electrones; los P450 mitocondriales y microsomales, requeridos para la sintesis de
hormonas esteroides y para el metabolismo oxidativo de compuestos lipofilicos; la
triptofano pirrolasa, que degrada el triptofano; y la catalasa y la peroxidasa peroxisomales,
las cuales degradan el H,O,. El atomo de hierro central de la molécula del grupo prostético
es crucial para la actividad funcional de las hemoproteinas, existiendo al estado ferroso y
férrico. El estado ferroso puede oxidarse reversiblemente al estado férrico por la
transferencia de un ¢ y el estado ferroso tiene una afinidad alta por el O, Estas
caracteristicas del grupo prostético lo capacitan para funcionar como catalizador de

reacciones redox que involucran al O, y como carrier del mismo (May et al., 1995).

El hemo controla la biosintesis de algunas proteinas. Incluso, regula a nivel
transcripcional y postraduccional su propia sintesis y degradacion, modulando la
produccion de las enzimas involucradas en los pasos limitantes de su biosintesis (May er

al., 1995).

Todas las células animales nucleadas deben sintetizar hemo para su incorporacién
a los citocromos respiratorios, pero las células eritroides y hepdticas son las que tienen las
velocidades de sintesis mas altas de este tetrapirrol. Los eritrocitos inmaduros sintetizan
alrededor del 90% del hemo total del cuerpo para ensamblarlo en la hemoglobina. La
mayor parte del hemo remanente se produce en el higado que se utiliza principalmente para
la formacion de los P450 microsomales, los cuales catalizan la oxidacion de compuestos
hidrofébicos a formas que, previa modificacion, son ficilmente excretadas. Aunque la
mayor parte del hemo hepatico es sintetizado in situ, el higado también puede obtener algo
de este compuesto a partir de los complejos heptaglobina, hemoglobina y hemo-
hemopepsina y por hemolisis intravascular (Smith, 1990). La regulacién del camino
biosintético del hemo en el higado y eritrocitos es de particular interés e importancia, no
sélo porque estos tejidos son los principales sitios de produccién de este compuesto, sino
también porque son los lugares donde la formacion y acumulacion de los intermediarios de
la sintesis del hemo conduce a la expresion de los desérdenes metabélicos especificos,
identificados como porfirias. Por ende, el entendimiento de las bases moleculares de la
produccion del hemo en estos tejidos tiene relevancia clinica. En general, todos los autores

concuerdan en que la primera enzima de la biosintesis del hemo, el ALA-S, determina la
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velocidad de la biosintesis de este tetrapirrol, y la regulacién de esta enzima es el foco
principal de atencion de la mayoria de las investigaciones (Miiller-Eberhard & Fraig,

1993).

IL1.3. Sintesis del hemo en vertebrados superiores y la importancia del ALA-S

En células eucariontes, hay 8 enzimas que estdin comprometidas en la biosintesis
del hemo, el primer paso y los tres ultimos ocurren en la mitocondria, y los pasos
intermedios en el citosol (Figura II.1). No se conoce ain por qué existe esta
compartimentalizacidon de las enzimas entre la mitocondria y el citosol. Los precursores
glicina y succinil CoA, provenientes del ciclo del 4cido citrico y/o del metil malonil-CoA,
son convertidos en pocos pasos en un tetrapirrol ciclico al cual se incorpora el hierro para

formar el hemo en la mitocondria .

La primera enzima, el ALA-S, esta localizada en la matriz mitocondrial, y cataliza
la formacion del ALA a partir de glicina y succinil CoA. La enzima requiere fosfato de
piridoxal como cofactor, el cual forma una base de Schiff con un residuo lisina antes de
iniciarse la reaccion (Ferreira et al., 1993). Después, dos moleculas de ALA son
condensadas en el citosol por la enzima ALA dehidrasa, para dar el pirrol porfobilinégeno
(PBG); cuatro de estas moléculas son unidas por la porfobilinégeno deaminasa, dando un
intermediario inestable, el hidroximetilbilano. Este tetrapirrol lineal es convertido a
uroporfirinogeno III, por la uroporfirinégeno III sintetasa. En ausencia de esta enzima el
hidroximetilbilano se cicla no enzimaticamente dando el isémero I, del cual no se conoce
funcidn bioldgica. La enzima citosdlica uroporfirinégeno III decarboxilasa, decarboxila las
cadenas laterales acetilo del tetrapirrol para dar el coproporfirinogeno III, el cual es

transportado a la mitocondria.

La coproporfirindgeno III oxidasa, en el espacio intermembrana, convierte al
coproporfirindgeno III en protoporfirinégeno IX. Este compuesto es oxidado por la
protoporfirindgeno IX oxidasa, localizada en la membrana mitocondrial interna, para
formar la protoporfirina IX. Finalmente, la ferroquelatasa, también localizada en la
membrana mitocondrial interna, cataliza la insercion del hierro ferroso a la protoporfirina

25



IX dando el hemo, el cual es utilizado para dar los citocromos respiratorios y el P450

mitocondrial, o es transportado fuera de la mitocondria para cumplir otra funcién celular

(Batlle, 1997).
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oxidasa), uroporfirinégeno 111 (UROgen III), uroporfirinégeno decarboxilasa (URO decarboxilasa).
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El mecanismo del transporte del hemo y del coproporfirinégeno IIl a través de la

membrana mitocondrial, ain se desconoce (Smith, 1990; Miuiller-Eberhard e al., 1993). En

cambio, se ha identificado y caracterizado a la permeasa del ALA (Bermidez Moretti et al.,

1993).

No se ha detectado actividad de ALA-S en la mayoria de los tejidos vegetales,
algas y en algunas bacterias como E coli. En estos organismos, el ALA se sintetiza a partir
de glutamato, via la ruta de C-5 (Beale & Weinstein, 1990). La sintesis del ALA es iniciada
con la activacion del glutamato por union a su ARNt. Este glutamil tRNA es reducido a
glutamato-1-semialdehido y subsecuentemente es convertido por transaminaciéon a su

isomero ALA, el cual es utilizado para la biosintesis del hemo y clorofila.

Comparada con otras enzimas de la biosintesis del hemo, el ALA-S exhibe baja

actividad enzimatica en células eritroideas y hepaticas (Bottomley & Muiller-Eberhard,

1988) y asi, representa probablemente el punto de regulacién de dicha biosintesis. E1 ALA-
S se induce rapidamente por PB y otras drogas para suministrar el hemo adicional
necesario para la sintesis de los P450s. Los niveles de otras enzimas de la via del hemo no

son alterados por estas drogas, que estan presentes en cantidades no limitantes.

Ademas se sabe que en el higado, el ALA-S limita la biosintesis del hemo. Los
niveles de ALA-S son controlados por un mecanismo de feedback negativo por el producto

final (Hayashi et al.,1972).

El estimulo inicial para la diferenciacion y proliferacion de las células eritroideas
progenitoras para dar eritroblastos, es la hormona eritropoyetina. En respuesta a esta
hormona, hay un gran incremento en la produccién de hemo y cadenas de globina, y de la
transcripcion de los genes que codifican para las enzimas de la biosintesis del hemo y
globina. Aunque los niveles de la mayoria de las enzimas aumentan, el ALA-S parece ser la
limitante (May et al, 1995). Asi, esta enzima regulatoria es responsable de 1a produccion de

hemo en el higado y en tejido eritroide y, muy probablemente, en todos los otros tejidos.

Hay dos isoenzimas para el ALA-S que son codificadas por diferentes genes, en

cromosomas diferentes. Estos genes son expresados en una manera tejido especifica y
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regulados diferencialmente. El gen del ALA-S “housekeeping” se expresa ubicuamente a
bajo nivel, esta forma es inducible, principalmente en el higado. El otro gen del ALA-S, el
gen eritroide especifico, se expresa sélo en tejido eritroide y se induce por eritropoyetina

durante la diferenciacion eritroide.

I1.4. Comparacion de las isoenzimas eritroide y hepitica del ALA-S y sus genes

Los primeros estudios sobre el ALA-S se focalizaron en la enzima hepitica debido
a que la misma se encuentra muy elevada luego de la administracion de drogas
porfirinogénicas, tales como el PB y el 2-alil-2-isopropilacetamida (AIA) en animales de
experimentacion, incluyendo embriones de pollo, ratas adultas y cobayos (May et al., 1986;
Bottomley & Miiller-Eberhard, 1988). EI ALA-S fue purificada de mitocondria de higado
tratado con estos inductores (Borthwick et al., 1986) y localizada, por medio de métodos
inmunocitoquimicos, del lado de la matriz de la membrana interna mitocondrial (Rohde et
al., 1990). Por microscopia electronica y estudios de crosslinking se demosto que la enzima
es un homodimero (Pirola ef al., 1984). Esta forma enzimatica, inicialmente caracterizada a
partir de extractos hepaticos, se identifica ahora como la isoenzima de ALA-S ubicua o
housekeeping, debido a que, probablemente, se expresa en todas las células. En la literatura

se la designa como ALA-S N (no especifica), ALA-S H (housekeeping) o ALA-S 1.

La forma ALA-S H se sintetiza en el citosol como una proteina precursora con un
péptido sefial N-terminal que conduce la proteina hacia la mitocondria. Este péptido seiial
se pierde al entrar el precursor a la organela para generar la proteina madura. Se aislé el
clon de ADNc para el precursor del ALA-S H de una biblioteca de ADNc preparada a
partir del ARNm de higado de embriones de pollo inducidos con drogas porfirinogénicas;
la identidad de este clon se confirmé por comparacion con la secuencia de aminoacidos de
la proteina purificada a partir de mitocondrias de higado de embrion de pollo (Borthwick et
al., 1985). Posteriormente se prepararon clones de ADNc del ALA-S H provenientes de

ARNmM humano (Bawden et al., 1987) y rata (Sirivastava et al., 1988).

La segunda isoenzima del ALA-S se ha identificado solamente en los tejidos

involucrados en la eritropoyesis. Esta isoenzima se designa como ALA-S E (eritroide) o
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ALA-S 2. El clon del ADNc para la proteina precursora del ALA-S E fue primariamente
aislado de tejidos de pollo (Riddle et al., 1989) y posteriormente los clones se identificaron
a partir de tejidos de ratones (Schoenhaut & Curtis, 1989), humanos (Cox et al., 1991) y
ratas (Ferreira & Dailey, 1993).

El sitio de clivaje proteico para el precursor del ALA-S H humano se encuentra
localizado entre dos residuos de glutamina, mientras que para la isoenzima eritroide de la
misma fuente esta ubicado entre un residuo serina y una glutamina. Los monémeros de la
forma mitocondrial madura del ALA-S H y E tienen un peso molecular de 65 y 60 KD,

respectivamente.

Ambas isoenzimas del ALA-S muestran una homologia del 75% en la region C
terminal. Asimismo, la proteina ALA-S de otras fuentes presenta sustancial identidad en
esta region, por lo que se deduce que contiene el dominio catalitico (Cox et al., 1991). El
residuo lisina del sitio activo, involucrado en la unién del cofactor fosfato de piridoxal,

reside en este dominio (Ferreira et al., 1993).

Una secuencia rica en glicina presente en todas las secuencias del ALA-S se
asemeja a la secuencia GXGXXG presente en el sitio activo de otras enzimas fosfato de
piridoxal dependientes (Marceau et al., 1990). Las secuencias remanentes de las proteinas
precursoras de ambas isoenzimas muestran limitada similitud. La region localizada en el
extremo N terminal de la proteina madura es mas corta en la proteina eritroide, comparada

con su contraparte housekeeping.

IL.5. Regulacion molecular del ALA-S H
I1.5.1. Expresion basal en diferentes tejidos

Se aisl el ARN total de varios tejidos de ratas y los niveles del ARNm del ALA-S
H, se cuantificaron usando como sonda especifica al ADNc del ALA-S de higado de rata
(Srivastava ef al., 1988; Srivastava e al 1992; Yomogida et al., 1993). El ARNm del ALA-
S H contiene 2,3 Kb y se detectd en intestino, rifién, pulmén, corazén, misculo, testiculo y
glandula adrenal, esto demuestra el rol housekeeping de la proteina ALA-S en el suministro
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de hemo para los citocromos respiratorios y otras hemoproteinas. La cuantificacion del
ARNm housekeeping muestra que la glandula adrenal contiene la mayor cantidad, junto a
intestino delgado, corazon, pulmoén y testiculo y el resto se encuentra en higado y rifién
(Srivastava et al., 1992). Variaciones en la especie, edad o dieta producen diferencias en
estas cantidades. De cualquier manera, los niveles del ARNm del ALA-S H, en ausencia de

inductores externos, no varian dramaticamente de un tejido a otro (May et al., 1995).

La expresion del gen del ALA-S H se estudié en higado fetal, el principal érgano
hematopoyético, y también en el higado de la rata adulta (Yamogida et al., 1993). El nivel
del mensajero de esta isoenzima era extremadamente bajo en el higado fetal entre los 15 y
20 dias despues de la gestacion, pero aumentaba al maximo antes del nacimiento y luego se
incrementaba en el higado adulto. Estos resultados confirmaron datos anteriores sobre el
perfil del ARNm del ALA-S H durante el desarrollo, aunque las bases de las fluctuaciones
no se conocen (Srivastava ef al., 1988). Las variaciones en funcién del tiempo del ARNm
del ALA-S H se producian de manera paralela al mensajero del P450-2B1. Por otro lado el
mensajero del ALA-S E se encontraba en niveles altos en el higado fetal a los 14 dias de la
gestacion y continuaba elevandose hasta el nacimiento, disminuyendo luego hasta niveles
indetectables a los 180 dias. La poduccién del ARNm de la globina en el higado fetal
seguia un camino similar al del ARNm de la isoenzima eritroide. Estos estudios apoyan la
propuesta de que el ALA-S H suministra el hemo para el P450 y otras hemoproteinas en el
higado de los recién nacidos y de los adultos, mientras que el ALA-S E es responsable del

suministro de hemo para la hemoglobina (May et al., 1995).

I1.6. Induccién por drogas y represion por hemo del ALA-S hepdtica

En sus estudios clasicos (Granick, 1966) demostré6 que una amplia variedad de
compuestos quimicos, incluyendo drogas de uso farmacéutico como el PB, pueden
aumentar significativamente la actividad del ALA-S en higado de embrién de pollo y en
cultivo primario de hepatocitos de embrion de pollo. El mecanismo de induccién del ALA-
S es de considerable interés debido a que el PB y otras drogas que inducen a la enzima

hepitica, precipitan ataques de porfiria en individuos genéticamente susceptibles. Granick
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(1966) demostro que el incremento del ALA-S inducido por drogas porfirinogénicas en
hepatocitos de embriones de pollo, puede ser prevenido por el hemo y que la sintesis del
ALA-S esta sujeta a un mecanismo de control de tipo feedback (Hayashi et al., 1972).
Experimentos similares se realizaron en ratas y se previno la induccién del ALA-S por la
administracion de hemo. La induccion del ARNm del ALA-S H por drogas tales como el
PB y el AIA es especifica del tejido. En ratas adultas ocurre una gran induccion en higado y
en una medida menor en el rifidn (Srivastava ef al., 1988), mientras que en gallinas adultas,
se detectaron niveles similares de induccién en higado, rifién e intestino delgado, pero no
se observo dicha induccion en otros tejidos (Hansen et al., 1989). El tratamiento con hemo
de las ratas previno la induccién por drogas del ARNm del ALA-S H de higado y rifién e
incluso disminuir los niveles basales del mensajero en varios tejidos (tales como corazon,
testiculo y cerebro) (Srivastava et al., 1988). Las drogas que inducen la actividad del ALA-
S también inducen los P450 especificos, particularmente en el higado. Los P450 juegan un
importante rol en el metabolismo de las drogas y, debido a que son hemoproteinas, la
induccion del ALA-S por estas drogas aseguraria un suministro adecuado de hemo para las
apoproteinas. Puede postularse entonces que en respuesta a las drogas, el P450
recientemente sintetizado utiliza el hemo, y por lo tanto los niveles inhibitorios
preexistentes bajan y la represion del ALA-S se reduce. Alternativamente, las drogas
pueden jugar un rol mas directo e inducir al ALA-S independientemente de la induccién

del P450 (May et al., 1995).

I1.6.1. El hemo regula al ALA-S hepatica en miltiples sitios

El hemo actia en multiples pasos para regular el nivel del ALA-S hepitica. Esto
es ejercido a través de dos pooles de hemo, uno en el citosol y otro en el nicleo (Figura
I1.2.). El significado fisiolégico de esta regulacién tan fina por producto final
probablemente se deba a que los niveles altos de hemo pueden ser téxicos. Cuando el hemo
interactia con el H,O,, la cual se forma durante el metabolismo oxidativo normal de la
célula, se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que dailan los lipidos y proteinas

(Balla et al., 1991; Muiller-Eberhard & Fraig, 1993). Ademas, los intermediarios del

camino del hemo acumulados tienen efectos adversos. Los porfirindgenos cuando se
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oxidan a porfirinas, absorben luz y generan radicales libres que producen dafio cutineo
(Dar & Fridovich, 1994), y la produccion excesiva de los intermediarios ALA y PBG puede
contribuir a los disturbios neurolégicos observados en algunas porfirias. Regulando los
niveles del ALA-S a través de la represion por producto final, la cantidad de hemo celular y

de los intermediarios del camino del hemo, se mantienen en valores aceptables.

NUCLEO
Transcri{cién del gen
ALAS-| 3
Estabilidad de|
( oo~ __—" ARNm del ALAS-1
T rte del precursor
\ rangpone el

Pool de Hemo

CITOPLASMA

Figura I1.2. Funciones regulatorias del hemo en el higado.

En el higado, el hemo esta involucrado en la regulacion de una variedad de procesos: reprime la
transcripcion del gen del ALA-S H, inhibe la translocacion del precursor del ALA-S H al interior
de las mitocondrias, y reduce la estabilidad del ARNm del ALA-S H. El hemo, ademas, induce la
transcripcion del gen de la hemo-oxigenasa).

I11.6.2. Inhibicion por hemo de los niveles de ARNm del ALA-S H

Cuando las ratas se inyectan con drogas porfirinogénicas, hay un aumento
importante en los niveles del ARNm del ALA-S H y este incremento puede ser reprimido a
nivel transcripcional mediante la administracién de hemo o del precursor ALA (Srivastava
et al., 1988). Incluso se demostré que la vida media del ARNm ALA-S H en células de
hepatomas es afectada significativamente por el hemo exdgeno (May et al,1995). En
presencia del hemo, la vida media del ARNm del ALA-S H se redujo de 130 a 42 minutos.

El ARNm del ALA-S H no contiene secuencias ricas A+U en la regién 3’ no traducida,

32



como se encontré en algunos ARNm altamente labiles (Sachs, 1993). May et al. (1995)
definieron regiones en el ARNm del ALA-S que son responsables de la inestabilidad
mediada por el hemo. El hecho de que el ARNm del ALA-S H sea de vida media
relativamente corta, ain en ausencia de hemo adicional, estd de acuerdo con el rol

regulatorio del ALA-S H.

Cuando a embriones de pollo de 17 dias tratados con drogas porfirinogénicas se
les administro hemo, el nivel del ARNm del ALA-S H disminuyd. En contraste a lo
observado en ratas, esta respuesta se debe principalmente a un efecto sobre la estabilidad
del ARNm y no sobre la transcripcion del gen del ALA-S H (May et al., 1995). Estos
resultados se corroboran en cultivos de hepatocitos de embrion de pollo, donde el hemo
disminuyé la vida media del ARNm del ALA-S H de 3,5 a 1,2 horas sin afectar la
velocidad de transcripcion del gen (Drew & Ades, 1989; Hamilton et al., 1991). Ademas,
la inestabilidad del ARNm producida por el hemo puede evitarse por tratamiento con
cicloheximida indicando que la accion del hemo es mediada por una proteina labil (Drew &

Ades, 1989; Hamilton et al., 1991).

11.6.3. El hemo inhibe el transporte de ALA-S hacia la mitocondria

La mayoria de las proteinas mitocondriales, incluyendo el ALA-S, son codificadas
en el nucleo y sintetizadas como precursores citoplasmaticos antes de su importe a la
mitocondria, donde dicho precursor es procesado proteoliticamente para dar la forma
madura. La imortacion del precursor del ALA-S en la mitocondria hepatica es inhibido por
hemo (Hayashi et al., 1972). Se demostré que la proteina ALA-S hepitica desaparece
rapidamente de la mitocondria mientras que aumenta en el citosol en respuesta al hemo.
Estudios realizados en higado de rata (Hayashi et al., 1972) confirmaron que la
administracion de hemo previene la transferencia del precursor del ALA-S citosdlica hacia
la mitocondria. Como la vida media de la proteina ALA-S es corta, alrededor de 35
minutos (Hayashi et al, 1980), la inhibicién del transporte del ALA-S por el hemo
conduciria a una rapida deplecion de la enzima en la mitocondria y de esta manera ejerceria

un efectivo mecanismo de control.
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El analisis de la secuencia de aminoacidos de los precursores del ALA-S Hy E
revela tres motivos Cys-Pro (Lathrop & Timko, 1993). Estudios in vitro (Lathrop & Timko,
1993), confirmaron que los motivos Cys-Pro en el precursor del ALA-S E de ratén
intervienen en la inhibicion por el hemo del transporte de dicho precursor a la mitocondria.
Motivos similares, identificados en la secuencia sefial del ALA-S H, son también
responsables de la represion por hemo. El motivo de respuesta al hemo no esta presente en
el precursor del ALA-S de levadura y por ende el importe a la mitocondria no se afecta por
el hemo (Urban-Grimal et al., 1986).

Los detalles mecanisticos a través de los cuales estos motivos previenen el importe
del ALA-S a la mitocondria no se conocen, pero presumiblemente el proceso sea similar al
de las otras proteinas de la matriz mitocondrial (Kiebler et al., 1993). El hemo podria
inhibir el importe del precursor por varios mecanismos, por ejemplo, el tetrapirrol unido al
precursor podria interferir en la interacciéon del mismo con su receptor de superficie
especifico. Alternativamente, el hemo unido podria prevenir la transferencia del precursor a
través de la membrana mitocondrial. Aunque se asume que el hemo se une al precursor, no
existe ninguna evidencia directa de que esto ocurra y no puede descartarse que en este
mecanismo de inhibicion esté involucrada una proteina de unidon a dicho compuesto.
Resumiendo, en el higado de embrion de pollo el hemo inhibe la sintesis del ALA-S
afectando la estabilidad del ARNm y previniendo el importe del ALA-S a la mitocondria;
mientras que en el higado de rata el hemo ademas, previene la formacién del ALA-S por
inhibicion de la transcripcion Figura I1.2. En algunos de estos mecanismos podrian estar

involucradas proteinas de respuesta al hemo (May et al.,1995).

I1.7. Induccién por drogas del P-450 hepatico y de la transcripcién del ALA-S

Como ya se menciono, cuando ratas adultas o embriones de pollo se tratan con
drogas como PB o AIA, se produce un gran aumento en los niveles hepdticos de la proteina
ALA-S, y la administracion de hemo previene dicho aumento (Granick, 1966; Srivastava et
al., 1988). Experimentos de transcripcion nuclear determinaron que las drogas aumentan la

velocidad de transcripcion del gen ALA-S E en el higado de embrién de pollo (Hansen et
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al., 1989; Hamilton er al., 1992; Dogra et al., 1993) e higado de rata (Srivastava et al.,

1988), pero atn no se conoce el mecanismo de esta induccion.

El tratamiento de ratas con hemo (Srivastava ef al., 1988) previene el aumento de
la transcripcion del ALA-S H inducido por drogas porfirinogénicas, pero no tiene efecto en
embriones de pollo. Puede inferirse que en este wltimo caso, las drogas no inducen la
transcripcion del gen del ALA-S por disminucién de los niveles represivos de hemo como
resultado de la sintesis aumentada de P450 hepético. Por lo tanto, en higado de embrién de
pollo las drogas deben aumentar la transcripciéon del gen del ALA-S H a través de un
mecanismo independiente del hemo y de la induccién del P450. Esto se confirmé mediante
experimentos con cicloheximida (Hamilton et al., 1992; Dogra ef al., 1993). Se demostro
que el aumento inducido por drogas de la transcripcion del gen del ALA-S H no se inhibe
por cicloheximida, sino que por el contrario se estimula. Los datos sugieren que la
induccién de la transcripcion del gen del ALA-S H no es dependiente de la sintesis
concomitante de la apoproteina P450, y ademds que esta involucrada una proteina represora

14bil (May ef al.,1995).

En contraste a lo observado en embriones de pollo, la inyeccion de ratas con
hemo inhibe el aumento de la transcripcion del gen del ALA-S H inducido por drogas. Sin
embargo, cuando a las ratas se les administré succinilacetona (un inhibidor especifico de la
biosintesis del hemo) en ausencia de la droga porfirinogénica, hay solamente un pequeiio
aumento en la transcripcion del gen. Esto implica que los niveles disminuidos de hemo per
se no son suficientes para inducir la transcripcion del gen de ALA-S H totalmente y que los
compuestos porfirinogénicos deben cumplir otro rol, quizas por activacion de un factor de
transcripcion. Ademas, la induccién de la proteina ALA-S H observada en el higado de rata
después de la administracion de la droga porfirinogénica debe responder a una
transcripcion aumentada del ALA-S H, junto con estabilidad aumentada del ARNm e
importe incrementado del precursor a la mitocondria, con las dos ltimas respuestas
reflejando una disminucion en los niveles de hemo a través de la sintesis inducida de la

apoproteina P450 (May et al., 1995).

No existe informacion sobre la identidad de los factores de transcripcion o de

elementos de control del ADN que puedan jugar un rol importante en la transcripcion
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inducida por drogas del gen del ALA-S H.

Cuando embriones de pollo se inyectaron con drogas porfirinogénicas, se
indujeron en el higado tres ARNm del P450 de 3,5; 2,5 y 2,2 Kb (Hansen et al., 1989). Los
niveles basales de estos ARNm en el higado son muy bajos, luego del tratamiento con las
drogas hay un gran aumento en las cantidades de los ARN de 3,5 y 2,5, con menor

induccion del ARNm de 2,2 Kb.

Otros datos indican que los factores de transcripcion requeridos estan preformados
y no se necesita sintesis “de novo” de proteinas para la inducién por drogas del P450

(Dogra et al., 1993).

La fosforilacion puede jugar un rol importante en la inducciéon por drogas del
ALA-S H y del P450 2HI1. La 2-aminopurina (un conocido inhibidor de las kinasas
serina/treonina) interfiere con el PB en la induccién de los genes del ALA-S H y P450 2H1
en hepatocitos de embrion de pollo. Quizds el PB activa una quinasa que lleva a la
fosforilacion de un factor de transcripcién que es capaz de activar su promotor blanco (May

et al., 1995).

Recientemente se han identificado varios elementos especificos del higado en el
promotor del P450 2H1 que son los responsables de la expresion tejido especifico de este
gen. Un silenciador putativo puede prevenir la accién de estos factores de transcripcion
especificos, con la droga porfirinogénica actuando a través de un receptor proteico y
revirtiendo la accion del silenciador. El hecho de que el PB puede inducir la transcripcion
de los genes del ALA-S H y P450 2H1 implica que los promotores de estos genes deben

tener regiones comunes de respuesta a las drogas (May et al.,1995).

Dado que drogas estructuralmente no relacionadas inducen estos genes, el receptor
para la droga debe tener un sitio activo relativamente inespecifico que puede acomodar una

amplia variedad de inductores (Waxman & Azarof, 1992).
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I1.8. Degradacién del hemo por la MHO

El exceso de hemo puede ser toxico para las células produciendo daiio en lipidos y
proteinas por oxidacion (Muller-Eberhard & Fraig, 1993), pero las células poseen
mecanismos para degradar el hemo. La hemo-oxigenasa (MHO) (EC 1.14.99.3) es la
enzima clave del catabolismo del hemo, se halla localizada en el reticulo endoplasmatico y,
junto con la NADPH citocromo P450 reductasa, produce el clivaje del hemo, con
eliminacién del puente meteno como CO y la formacion del pigmento biliar, biliverdina. El
hierro liberado se re-utiliza, en tanto que el CO y el pigmento biliar son finalmente

eliminados del organismo.

Se han identificado 2 isoenzimas: la MHO1l y MHO2 (Maines et al., 1986;
Trakshel & Kutty, 1986), productos de genes separados (Cruse & Maines 1988; Mc
Coubrey & Maynes, 1994).

La MHOI se expresa ubicuamente y esta presente en altos niveles en bazo e
higado, donde es responsable de la degradacion del hemo de la hemoglobina. Es inducible
por muchos estimulos y agentes incluyendo el hemo, metales pesados, hipertermia y estres
oxidativo. La induccion de MHO1 por estrés provocado por calor puede servir para destruir
al hemo liberado por proteinas hémicas desnaturalizadas, impidiendo asi cualquier efecto
toxico del hemo (Raju & Maines, 1993). Aunque el rol primario de la MHO sea destruir al
hemo, la enzima puede tener una importante funcién de proteccion celular contra el estrés
oxidativo a través de la generacion de bilirrubina antioxidante que eliminaria las ROS

(Lautier et al., 1993).

La MHO2 no responde a los agentes que inducen la isoenzima 1 y se expresa
constitutivamente en muchos tejidos, con alta concentracién en el cerebro y testiculos
(Trakshel et al., 1986; Sun et al 1990). El rol de MHO2 en el cerebro seria el suministro de
CO que actia como un mensajero neuronal, uniéndose a la unidad hemo de la guanilato-
ciclasa para producir GMPc (Verma et al.,1993). La hibridizacién in situ de cortes de
cerebro revelaron una discreta colocalizacién neuronal de los ARNm del ALA-S H, MHO2
y de la guanilato ciclasa (Verma et al., 1993). La inhibicién de la actividad de la MHO

previene un aumento en el GMPc en las neuronas olfatorias (Verma ef al., 1993) y la
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induccién de la potenciacién de la memoria a largo plazo en cerebro, un proceso ligado al

aprendizaje (Stevens & Wang, 1993).

El hemo y los metales aumentan la trancripcion de la MHO1. Ademads, el aumento
del nivel del ARNm producido por el hemo es inhibido por cicloheximida, sugiriendo que

se requiere un factor labil para dicha induccién (Alam & Smith, 1992).
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Capitulo III

Sistema metabolizante de drogas

II1.1. Reacciones de fase I y Il

Las reacciones involucradas en los primeros pasos del metabolismo de
xenobiodticos han sido cldsicamente llamadas reacciones de la fase I e incluyen
modificaciones oxidativas, reductivas e hidroliticas, mientras que las reacciones
metabdlicas que producen la conjugaciéon han sido llamadas reacciones de la fase II. Estas
ultimas incluyen una variedad de reacciones quimicas tales como alquilaciones,
esterificaciones y acilaciones. La conjugacién puede diferenciarse de otras reacciones en
las que generalmente esta involucrada la combinacién del téxico con una molécula muy
polar o i6nica, y los productos, menos activos biolégicamente, son altamente hidrosolubles

y por lo tanto rapidamente eliminados (Sipes & Gandolfi, 1991).

Ya que en algunos casos las reacciones de la fase II preceden a las de la fase I,
Jenner y Testa (1978) han propuesto referirse a las reacciones de la fase I como las

reacciones de funcionalizacion y las de la fase II como reacciones de conjugacion.

Es importante tener en cuenta que la funcionalizacion puede conducir tanto a la
detoxificacion como a la produccién de sustancias toxicas intermedias, que puede ser

extremadamente daiiinas al organismo (Kasper y Henton, 1980).

Las transformaciones oxidativas son catalizadas por el sistema metabolizante de
drogas microsomal. Este sistema enzimético consiste en una flavoproteina, la NADPH-
citocromo P450 reductasa y una hemo-proteina, el P450. El sustrato y el oxigeno se unen al
P450, mientras que la reductasa sirve como un transportador de electrones desde el

NADPH a dicho citocromo.

Las reacciones catalizadas por el sistema metabolizante de drogas microsomal,
también llamado oxidasas de funcion mixta o monooxigenasas, son las siguientes:

oxidaciones de cadena lateral, hidroxilacion aromatica, N- y O- dealquilacion, S-
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demetilacién, N- y S- oxidaciones, desaminacion oxidativa, formacion de sulféxidos,

desulfuracion, N-oxidacion y N-hidroxilacién (Golstein ef al.,1974).

Aunque este sistema es clasificado como un oxigenasa, también cataliza la
biotransformacion reductiva de ciertos xenobiéticos. Las reducciones incluyen reacciones
en los grupos azo y nitro. Los grupos nitro o azo son reducidos enzimaticamente de la
misma forma en que serian reducidos quimicamente. Los grupos nitro pasan en pasos
secuenciales a nitrona, hidroxilamina y finalmente a amina. La doble unién —-N=N- de los
azo compuestos es reducida progresivamente hasta ser clivada a dos aminas (Golstein et

al., 1974).

Dentro de las actividades enzimaticas relacionadas con las reacciones de
funcionalizacion se halla la epéxido hidrolasa que transforma un epéxido electrofilico a un
diol vecinal, que no es electrofilicamente reactivo (Oesch, 1980). La epdxido hidrolasa es
una enzima microsomal que cataliza la hidratacion de epoxidos producidos por
monooxigenasas (Stout & Becker, 1986). Otra enzima relacionada es la DT-diaforasa
(NADPH deshidrogenasa) que reduce quinonas y pigmentos con grupos azo
potencialmente toxicos y puede estar implicada en la reduccion de algunos metabolitos

producidos por las monooxigenasas (Stout & Becker 1986).

Las reacciones de conjugacién incluyen la sintesis de glucurénidos (UDP-
glucuronil transferasa), reacciones de acilacion (N-acetil transferasa); formacion de acido
mercaptirico (glutation S-transferasas); sintesis de ésteres de 4cido sulfiirico

(sulfotransferasas); N-, O- y S-metilaciones (metiltransferasas) (Golstein et al.,1974).

II1.1.1. P450

El sistema P450 comprende una amplia familia de isoenzimas, cuya funcion es la
activacion del oxigeno molecular para que éste oxide un sustrato organico. La super familia
del P450 esta formada por un minimo de 27 familias de genes diferentes, 10 de los cuales
se encuentran en mamiferos (Gonzalez, 1989; Nebert ef al., 1991). Esta dividida en dos
grupos, uno incluye las enzimas constitutivas que intervienen en procesos vitales como la

sintesis de colesterol, la produccién de esteroides y prostaglandinas, etc. El otro grupo
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incluye a las enzimas inducibles responsables del metabolismo de sustancias endégenas, y
cuya concentracion aumenta en presencia de sustratos especificos tales como herbicidas,
hidrocarburos, insecticidas, etc. Este ultimo grupo a su vez comprende dos subfamilias: la
primera se relaciona con el metabolismo de los hidrocarburos policiclicos, y la otra, de
mayor interés desde el punto de vista clinico, es la responsable de la respuesta polimoérfica
a diferentes drogas tales como el halotano, etanol, nitrosaminas, ciclofosfamidas, etc.
(Rasore-Quartino & Frenquellucci, 1993). Esta ultima familia esta relacionada con
mecanismos de carcinogénesis, ya que el polimorfismo genético es un factor determinante
en el porcentaje de activacion de un procarcinégeno (Nakachi ef al., 1981; Toussaint et al.,

1993).

Diferentes estudios han demostrado que las multiples isoformas del P450
presentes en los microsomas de higado de animales, son inducidas por una gran variedad
de agentes quimicos, por ejemplo, la expresion del P450-1A1 puede ser elevada 100 veces
o mas en el higado y en muchos otros tejidos extrahepaticos cuando los animales son
tratados con agentes tales como 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina, 3-MC, u otros
aromaticos policiclicos (Whitlock & Denison, 1995). La expresion del P450 2E1 en higado
esta aumentada luego de la exposicion a diferentes compuestos tales como etanol, acetona,
isoniazida, imidazol, otras drogas y agentes quimicos (Koop ef al., 1985), mientras que el
clorfibrato y otros proliferadores peroxisomales inducen la expresion de la subfamilia 4A
de los P450s en higado y en rifién (Kimura e al., 1989, Sundseth & Waxman 1992).
Ademas, se observaron inductores efectivos de la subfamilia 3A, que incluyen a los
antibiéticos, esteroides sintéticos (ejemplo, dexametasona) y el PB (Waxman & Azaroff,

1992).

II1.1.2. GST

Las glutation S transferasas (GSTs) (EC.2.5.1.18) constituyen una gran familia de
isoenzimas que catalizan la conjugacion del GSH con diferentes compuestos electrofilicos.
Son proteinas diméricas, y estin compuestas por diversas clases de subunidades que se

clasifican de acuerdo al grado de homologia de sus secuencias (Popp et al., 1994). Las
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reacciones catalizadas por esta enzima previenen en gran medida la reaccion de

xenobidticos electrofilicos con constituyentes escenciales de la célula.

Las GSTs estan involucradas en la detoxificacién hepdtica ya que reaccionan con
intermediarios reactivos producidos por el sistema del P450. Por ejemplo, el
bromobenceno, cloroformo y el acetaminofeno son biotransformados por el sistema de
monooxigenasas microsomal a intermediarios altamente reactivos. Estos intermediarios
podrian unirse covalentemente a varias macromoléculas constituyentes de los hepatocitos o
reaccionar con GSH. La ultima reaciéon evita la unién de dichos intermediarios a

constituyentes celulares vitales.

Ciertas formas moleculares de GST, especialmente la ligandina (GST 1-1) yo
GST-B son inducibles por diferentes agentes quimicos tales como el PB (Ohmi et al.,
1981), el 3-MC (Hales & Neims 1977), el 3'-Me DAB (Ohmi et al, 1981), y el

tetraclorodibenzodioxano (Arias et al., 1976).

Una de las isoformas de la GST, la glutatién S transferasa placentaria (GST-P) se
expresa como homodimero en rifién, pulmén, testiculo, placenta e higado (Farber ef al.,
1994). A diferencia de otras isoenzimas, la GST-P no es inducible por xenobiéticos tales
como los carcinégenos. Sin embargo se han observado variaciones en la expresion de dicha
enzima en distintos modelos de hepatocarcinogénesis (Rao et al., 1988; Sato, 1990). La
identificacion de la GST-P como una proteina cuya expresion se halla alterada durante la
hepatocarcinogénesis, ha llevado al estudio de la misma a lo largo del desarrollo tumoral

hepatico en lesiones focales tempranas, nédulos y carcinomas (Dragan ef al., 1994).
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Capitulo IV

Estrés oxidativo

IV.1. Radicales libres

Los radicales libres son atomos o moléculas con uno o mas electrones no
apareados. Este desbalance electronico hace que estas especies sean altamente reactivas. La
formacion de moléculas reactivas que contienen oxigeno y/o nitrégeno es una

consecuencia normal de un gran naumero de reacciones bioquimicas esenciales.

Los ROS en términos generales, incluyen a los radicales de oxigeno [O;,
hidroxilo (OH"), peroxilo (ROO") y alcohoxilo (RO’)], y a ciertas especies no radicales que
son agentes oxidantes y/o son ficilmente convertidos a radicales, tales como el acido
hipocloroso (HOCL), el ozono (Os), el peroxinitrito (ONOO™), el oxigeno singulete ('0y),
y el H,0,. Las especies reactivas de nitrégeno (RNS) incluyen al radical oxido nitrico
(NO’), ONOO™, al radical diéxido de nitrégeno (NO;’), y a otros 6xidos de nitrégeno y

productos que se forman cuando el NO' reacciona con O, , RO’y RO;".

Los radicales libres pueden ser endégenos, originados a través de las reacciones
metabdlicas celulares, o exogenos, provenientes de los componentes del humo del tabaco,
de los solventes organicos, anestésicos y pesticidas, y de la exposicion a la radiacién. Los
radicales libres intracelulares son generados por la auto-oxidacion e inactivacion de
pequefias moléculas tales como flavinas reducidas y tioles, y por ciertas enzimas que tienen
actividad de oxidasa, por ejemplo ciclo-oxigenasas, lipo-oxigenasas, dehidro-oxigenasas y

peroxidasas (Wiseman & Halliwell, 1996).

Ademas, la transferencia de electrones desde los metales de transicion, tales como
el hierro, a moléculas que contienen oxigeno puede iniciar la formacién de radicales libres.
La habilidad de estos iones para desplazar electrones es la base de la formacién y
propagacion de las reacciones toxicas en las que intervienen los radicales. Por ejemplo, el

0O, es relativamente no reactivo en solucion acuosa, sin embargo, en presencia de H,O, y
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metales de transicion tales como el Fe, puede producir radicales HO'. Esta reaccién es

conocida como reaccion de Haber-Weiss:

Fe3+ + 0 =2 Fe2+ + O

Fe* + H,Op, > OH + OH + Fe™

0, + H0, = 0, + OH + OH

Los sitios de generacion de radicales libres incluyen a todos los constituyentes celulares:

mitocondria, lisosoma, peroxisoma, nicleo, reticulo endoplasmatico, membrana plasmatica

y citosol (Figura IV.1) (Kehrer, 1993).

Citocromo P450 y b5
Sistema de transporte
de electrones

[
‘tseTs 4
RETICULO EMDOPLASMATICO

m N CITOPLASMA
PEROXISOMAS @ LIS0SCMAS

O Pots(+) MITOCONMDRIA
Cu+(+)

Xantina oxidasa
Hemoglobina
Catecolaminas
Riboflavina

Mieloperoxidasa

Flavoproteinas
oxidasas

. 0T \ Lipoxigenasa
Metales de Prostaglandina sintetasa
transicion NADPH oxidasa

Figura IV.2. Fuentes celulares de radicales libres.
El metabolismo celular genera radicales libres mediante la accién de varias enzimas solubles y

unidas a membranas. La capacidad para producir radicales libres varia segun el tipo celular, pero
todas las células aerébicas parecen ser capaces de producir un cierto nivel de especies reactivas.
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Entre los blancos de los ROS y los RNS, el ADN pareceria ser el mas importante
en la biologia de los tumores ya que se acepta que el cincer es una enfermedad genética
(Cotran et al., 1989). Los ROS y los RNS poseen muchas caracteristicas carcinogénicas
(Cerutt1, 1994). Las mutaciones producidas por estos radicales contribuyen a la iniciacion
del cancer, ademas de participar en las etapas de promocién y progresion. Por ejemplo, los
ROS y los RNS pueden causar los siguientes efectos: alteraciones estructurales en el ADN,
mutaciones, rearreglos, deleciones, inversiones y autoduplicacion de secuencias. El radical
OH’ es el causante del mayor dafio al ADN, pero el 'O,, los RO, RO, HNO,, Os,
ONOO™ y los productos de descomposicion del ONOO™ también son nocivos (Halliwell,
1999). Los ROS causan alteraciones cromosémicas importantes ademas de mutaciones
puntuales y estan involucrados en la inactivacién o pérdida del alelo salvaje de un
protooncogen mutado o de un gen supresor de tumor que puede ocurrir durante la

promocion y progresion, permitiendo la expresion del fenotipo mutado (Cerutti, 1994).

El éxido nitrico o probablemente sus productos derivados tal como NO;,
ONOO", N,0O3; y HNO; son agentes mutagénicos que producen reacciones de nitracion,

nitrosacion y deaminacion sobre las bases del ADN (Routledge et al., 1994).

La metilacion de las citocinas en el ADN es importante para la regulacién en la
expresion de los genes y el patron normal de metilacion puede ser alterado durante la
carcinogenesis (Weitzman ef al., 1994). La 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) es
uno de los principales productos formados por la oxidacion in vivo de las bases (Halliwell
& Aruoma, 1993) y se encontré que esta modificacion altera la metilacion en las citocinas
adyacentes (Weitzman et al., 1994). Esto permite relacionar el dafio producido en el ADN
con los patrones de metilacion alterados. Los radicales OH' generan miltiples dafios en las
cuatro bases del ADN y estas alteraciones son utilizadas como diagnéstico fingerprint
(Halliwell & Aruoma, 1991). A su vez, el !0, ataca en forma selectiva a la guanina dando
como producto la 8-OH-dG que se utiliza como indice del dafio peroxidativo del ADN
(Epe, 1993; Van den Akker et al.,1994).

Los ROS y los RNS no sélo producen dafio en el ADN sino que también alteran la
funcionalidad de las proteinas. El dafio causado en las proteinas es una de las principales
consecuencias debido al exceso en la generacion de los ROS in vivo (Stadman, 1993) y el

dafio provocado en las ADN polimerasas explicaria la frecuencia en el numero de
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mutaciones dobles que aparecen de manera secundaria en una amplia variedad de
situaciones de estrés genético (Jackson, 1994). Diversos RNS, por ejemplo ONOO™ y
NO,’, pueden atacar proteinas por nitracién de aminoacidos aromiticos y posiblemente
afectar su capacidad para participar en los mecanismos de transduccién de seiiales
(Beckman et al.,1994; Eiserich et al.,1994; Yermilov et al., 1995). Los radicales libres
dafian a las enzimas y a otras proteinas que contienen azufre provocando su inactivacion,
entrecruzamiento, y/o desnaturalizacién. El dafio oxidativo a las proteinas se encuentra
generalmente magnificado por el hecho de que los iones cobre o hierro, a menudo
asociados a las proteinas, favorecen la generacion de radicales OH' que inmediatamente
atacan a los aminoacidos mas préximos. Ademads, inducen la formacion de hidroperéxidos
proteicos, alterando de este modo funciones vitales para la vida celular (Dean et al., 1993;

Winrow et al., 1993; Reiter, 1995).

Otro efecto mutagénico producido por los ROS, es sobre los lipidos, iniciando la
peroxidacion lipidica. Los blancos de ataque oxidativo primario en las membranas
celulares son los acidos grasos poliinsaturados. El primer producto de dicha interaccion es
la pérdida de un atomo de hidrégeno de un acido graso insaturado (LH), para formar un
radical lipidico (L"). En presencia de O, se generan radicales peroxilo (LOO") y lipidos
peroxidados (LOOH), los cuales son destructivos para las macromoléculas, alterando de
este modo muchas de las funciones celulares. La peroxidacion lipidica provoca la pérdida
de la fluidez de las membranas, alineamiento de los receptores, ingreso de Ca’* en el

citoplasma y, potencialmente, la lisis celular.

IV.2. Sistemas antioxidantes

Las células han desarrollado una bateria de defensa que previene y repara el dafio
asociado con los cambios oxidativos sobre el ADN, las proteinas y los lipidos. Este sistema
incluye la superéoxido dismutasa (SOD), la catalasa, GSH, la vitamina E, el 4cido
ascorbico, los uratos, y tal vez otros sistemas diferentes asi como: lipasas que eliminan los
acidos grasos oxidados, las enzimas reparadoras del ADN, y las proteasas que degradan a
las proteinas dafiadas (Machlin & Bendich, 1987; Halliwell & Gutteridge, 1988) (Figura
1V.2).
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Figura IV.2. Sistemas bioldgicos de defensa antioxidante.
Todas las células aerébicas contienen una variedad de antioxidantes quimicos y enzimaticos que
trabajan en forma coordinada para minimizar las reacciones oxidativas indeseables en el interior

celular. GSSG: glutation oxidado.

En las células existe un balance critico entre la generacion de los radicales libres y
la defensa antioxidante. En condiciones fisiolégicas, este sistema antioxidante ayuda a
mantener en estado estacionario las concentraciones de oxigeno activo y la inhibicion de

dicho sistema puede llevar a un estado pro-oxidante (Cerutti ef al.,1994).

Diversas moléculas de bajo peso molecular, principalmente GSH, cisteina y
cisteinilglicina tienen un rol importante en la defensa celular contra el oxigeno activo. Se
comprobd que inhibidores especificos de la sintesis de GSH, incrementan la sensibilidad de

las células tumorales de mama de raton y de las células linfoides humanas a la radiacién

(Arrick et al., 1982).



En un estado pro-oxidante aumenta la demanda para la detoxificacién del oxigeno
activo y de los radicales organicos y como resultado de este proceso, los niveles de GSH
disminuyen y los de nucledtidos oxidados aumentan (Cerutti, 1985). También en este
estado, la concentracion intracelular de las formas activadas de oxigeno esta incrementada,
presumiblemente por la sobre produccién de estas sustancias reactivas o por una
deficiencia para destruirlas. Los estados pro-oxidantes varian, dependiendo del tipo celular
y del mecanismo de induccidn, y pueden dar por resultado daiio celular ubicuo a través de
moléculas fiacilmente oxidables. Las reacciones principales incluyen la iniciacién de los
procesos de auto-oxidacion en cadena por radicales HO' e HOO' y reacciones de
ramificacion por RO’, reacciones de adicién de HO' y 'Oz a dobles enlaces, substraccion
del hidrégeno de los atomos de carbonos alilicos por radicales HO', y oxidacién de
sulfhidrilos, tioéteres y grupos aminos (Cerutti, 1985). Las consecuencias biologicas de
estas reacciones en cadena son mutaciones, intercambio de cromatidas hermanas,
aberraciones cromosomicas, citotoxicidad, carcinogénesis y degeneracién celular

relacionada con el envejecimiento.

En carcinogénesis, el oxigeno activo parece cumplir un rol importante durante la
fase de promocion, en la cual la expresién de los genes de las células iniciadas esti
modulada por genes afectados que regulan la diferenciacién y el crecimiento. Durante la
etapa de progresion, el oxigeno activo induce aberraciones cromosomicas con alta
eficiencia, y ciertos neoplasmas benignos son estimulados a un crecimiento ripido y

pueden derivar en tumores malignos (Cerutti, 1985).

IV.2.1. Sistemas enzimaticos

Las células normales estin protegidas de los efectos téxicos generados por las
altas concentraciones de ROS durante el metabolismo celular a través de una bateria de
enzimas. Si bien las células tumorales generan ROS, bioquimicamente se demostrd que los
niveles de las enzimas antioxidantes se encuentran bajos en la mayoria de los canceres
humanos y animales (Sun, 1990; Oberley & Oberley, 1993, 1994). En unos pocos tipos de
canceres se encontraron elevadas las enzimas antioxidantes, particularmente la SOD

(Westman & Marklund, 1981; Yang et al., 1987). Estudios morfol6gicos de canceres
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humanos y animales confirmaron que aunque la mayoria de los tipos celulares de los
distintos Organos tienen los niveles de las enzimas antioxidantes reducidos, los
adenocarcinomas pueden tener elevados los niveles de SOD y catalasa. Todos los canceres
estudiados hasta hoy presentan un desbalance en los niveles de enzimas antioxidantes
comparado con las células de origen. Usando técnicas inmunoldgicas, en lesiones
tempranas en humanos y canceres animales se demostré que las enzimas antioxidantes se
encuentran bajas, sugiriendo que estas enzimas juegan cierto rol en la génesis del cancer y
en el fenotipo maligno. Los adenomas renales presentan bajos niveles de catalasa y
glutation peroxidasa (GPx), esto indica que la mayoria de los tipos celulares no pueden

detoxificar el H,O, (Oberley & Oberley, 1997).

La SOD convierte al O, en H,0, y O, Esta enzima se encuentra en dos formas,
una en el citosol, y otra en la mitocondria. La SOD citosélica es dependiente del ién Mn*”,
mientras que la enzima mitocondrial es dependiente de Cu’* y Zn**. Ambas formas
enzimaticas se encuentran en altas concentraciones y son muy activas, sugiriendo que el

0, se esta produciendo continuamente durante la reaccién enzimaética del oxigeno.

El H,0,, formado por la SOD y por las oxidasas flavino dependientes, se

descompone en una reaccion catalizada por la enzima catalasa o por la GPx.

La catalasa es una hemoproteina que se encuentra ubicada en los peroxisomas. Es

altamente especifica y emplea el H,O, como oxidante y reductor.

La GPx es una selenoenzima citosélica que puede reducir tanto al H,O; como a

hidroperéxidos organicos, utilizando como agente reductor al GSH.

La glutation reductasa (GRx) es una proteina que se encuentra generalmente en

los peroxisomas y cataliza la conversion de GSSG a GSH.

La acciéon protectora de la SOD y de la catalasa esta favorecida por el acido
ascorbico, el GSH y la vitamina E, que aceptan facilmente electrones y pueden ejercer una

funcién de apoyo eliminando a los radicales libres.
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IV.2.2. Vitaminas

Hay suficiente evidencia que sugiere que los constituyentes de las plantas tienen
un rol preventivo en el desarrollo del cancer (Wattemberg, 1992). Un alto consumo de
frutas y vegetales esta asociado a una baja incidencia de esta enfermedad. No es claro en
que forma la dieta altera el riesgo del cancer, pero se conoce que en este proceso estin
involucrados los micronutrientes antioxidantes como las vitaminas C y E, los carotenoides,

y los flavonoides.

Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de observar los efectos
preventivos de tales componentes dietarios sobre diferentes sistemas experimentales, en los
cuales los antioxidantes fueron administrados durante el estado de post-iniciacion de la
carcinogénesis (Tsuda ef al., 1987; Rao et al., 1993; Tanaka et al., 1993). Diferentes
antioxidantes de origen natural y sintético inhiben el desarrollo de las lesiones focales pre-
neoplasicas en el higado de rata, cuando son administrados después de la etapa de
iniciacion (Ito, ef al., 1984, 1988). Una de las razones de tal inhibicion es la capacidad de
los antioxidantes para neutralizar los ROS, los cuales son generados durante los
tratamientos con agentes carcinogénicos, evitando de esta manera la peroxidacién de las

macromoléculas (Burton & Ingold, 1984).

Los pigmentos carotenoides se encuentran distribuidos ampliamente en la
naturaleza, protegiendo a las células y al organismo de las fotoxidaciones. Se han sugerido
diferentes mecanismos en el modo de acciéon de los carotenoides en los sistemas
biolégicos, los que incluyen desactivacion de las especies 'O, alcohoxilos y peroxilos que
pueden iniciar reacciones oxidativas perjudiciales para la célula. La accién antioxidante de
los carotenoides se demostré en un gran numero de estudios in vifro en los cuales se
utilizaron soluciones homogéneas de lipidos, liposomas, membranas aisladas y células
intactas. Esta actividad antioxidante estd relacionada con la estructura quimica de los
carotenoides y se ha descripto que es efectiva a baja presion de O, (Palozza & Krisky,

1992).

En los modelos in vivo, la accion protectora de los carotenoides se vio que esta
relacionada directamente con su actividad antioxidante, o bien modulando los niveles

antioxidantes de la célula.
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Los carotenoides tienen la capacidad de limitar el dafio oxidativo inducido por
sistemas generadores de radicales de oxigeno. Este efecto protector se ejerce sobre
moléculas lipidicas y nucleares. El caroteno es capaz de reducir el dafio nuclear inducido
por xantina oxidasa‘hipoxantina o por los leucocitos polimorfonucleares activados
(Weitberg et al., 1985), asi como también inhibir la peroxidacion lipidica causada por los
radicales de oxigeno de origen enzimético (sistema xantina oxidasa y NADPH/P450
reductasa) o no enzimatico (sales de metales de transicién) (Miki, 1992; Krinsky &
Deneke, 1982; Kurashige et al., 1990).

Diferentes estudios demostraron una relacion entre la administracion de
carotenoides y el desarrollo de cancer en los animales. Aunque la evidencia de asociacion
no es siempre positiva, los datos permiten sugerir que los carotenoides tienen un claro rol

anticarcinogénico en los diferentes modelos experimentales.

En el modelo del HR, las lesiones pre-neopldsicas inducidas con DEN se
encontraron significativamente disminuidas cuando los animales fueron tratados con B

caroteno (BC) (Moreno ef al.,1991).

Los carotenos, se encuentran particularmente en los vegetales verdes y las frutas.
Una porcion de los carotenos es convertida a retinol, y por lo tanto el consumo de vegetales
y frutas reducen el riesgo de céincer en una forma indirecta, dado que previenen la
deficiencia de los retinoides (Peto et al.,1981). El BC es una de las sustancias mas
eficientes para secuestrar al '0, y ciertos radicales libres orgénicos (Peto ef al., 1981). Se
comprobo que el BC aumenta el intercambio de sustancias a través de los canales de unién
e inhibe la peroxidacion lipidica en células neoplasicas 10T1/2 inducidas quimicamente
(Zhang ef al.,1991). Ademas bloquea la peroxidacion lipidica ya que secuestra los radicales

OH’ (Burton & Ingold, 1984).

El BC es el precursor principal de la vitamina A. Sin embargo, la vitamina A no
puede secuestrar al 'O, y tiene poca capacidad de hacerlo con los radicales libres
(Mathews-Roth, 1993). El BC aln administrado en altas dosis por largos periodos no causa
toxicidad (Hennerkens et al.,1986; Hathcock ef al., 1990). Sin embargo, altas dosis de
vitamina A y retinoides provocan hepatotoxicidad aguda y ademas pueden producir otros

efectos fisiolégicos adversos. En diferentes modelos animales el BC ejerce una accion
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protectora marcada contra los carcinomas de piel, colon, epitelio mamario, glindulas
salivales e higado (Sarkar et al, 1994). Estudios epidemiolégicos indican una relacién
inversa entre el riesgo de contraer diferentes tipos de canceres humanos (particularmente

de pulmon y eséfago) y los niveles de BC en el suero y la dieta (Sarkar et al., 1994).

Se demostré que el BC ejerce un efecto protector principalmente en la fase de
iniciacion, y parcialmente en la fase de promocion, del cancer hepatico inducido por la

administracion cronica de 2-AAF (Sarkar ef al., 1994).

La vitamina E incluye dos familias de compuestos, los tocoferoles y los
tocotrienoles, dentro de los cuales el a-tocoferol (o-T) presenta una alta actividad

biologica.

La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble presente en todas las
membranas celulares que protege a las mismas de la peroxidaciéon lipidica (Liu et al.,
1995). Tiene la capacidad de actuar directamente con una variedad de radicales libres de
oxigeno, que incluyen los radicales ROO’, CCL;, y HO" (Burton et al.,1985; McCay,
1985) asi como el O, (Fukuzawa & Gebicki, 1983; Ozawa et al., 1983). La vitamina E in
vivo actia como antioxidante, dado que altas concentraciones de aldheidos, perdxidos, y
lipofuccinas se encontraron en los tejidos de animales deficientes en esta vitamina.
Ademas, hay un aumento significativo de etano y pentano en el aire exhalado de ratas
deficientes en vitamina E, indicando un incremento en la peroxidacién lipidica por su
ausencia en la dieta (Kunert & Tappel, 1983; Machlin & Bendich, 1987). Su capacidad de
secuestrar radicales libres o reaccionar con sus productos e inhibir la formacién de
nitrosaminas en el estdémago le otorga propiedades anticarcinogénicas (Rautalahti &
Huttunen, 1994). Hay poca evidencia epidemioldgica que sostiene el rol de la vitamina E
en la prevencion del cancer humano, sin embargo, existe una correlacion inversa entre el
consumo de grandes cantidades de vegetales y el desarrollo de algunos tipos de cancer. La
accion de la vitamina E se estudié en diferentes modelos de carcinogénesis quimica. En
ratén, tumores de piel inducidos por dimetilbenzantraceno fueron inhibidos cuando los
animales fueron tratados con vitamina E en forma previa a la aplicacién del promotor
(Perchllet et al., 1985). Ademas, tumores inducidos por el mismo carcinégeno en las bolsas

internas de las mejillas del hamster y en la parte anterior del estdmago del ratén, se
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inhibieron por la administraciéon oral del antioxidante (Wattenberg, 1972; Shklar, 1982;
Weerapradist & Shklar 1982). Sin embargo, en tumores subcutianeos inducidos por

dibenzopireno, la vitamina E no tuvo ningin efecto preventivo (Birt, 1986).

El acido ascérbico es una molécula hidrosoluble que se encuentra en los vegetales,
especialmente en las frutas. El ser humano es uno de los pocos animales que no pueden
sintetizar vitamina C y deben ingerirla en la dieta. Esta vitamina esta involucrada en la
sintesis de hormonas y colageno, en la detoxificaciéon de compuestos exdgenos y en el
metabolismo del colesterol (Levine, 1986). Ademas de secuestrar a los radicales libres y al
'0,, el 4acido ascérbico puede regenerar la forma reducida de la vitamina E (Chan, 1993).
La principal evidencia sobre el efecto anticarcinogénico de la vitamina C es su capacidad
de prevenir la formacién de N-nitroso compuestos (Mirvish, 1981). Su accién depende del
modelo de carcinogénesis utilizado y de la forma (ya sea como acido ascérbico o sal

sodica) en la cual se administra la vitamina (Birt, 1986).
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OBJETIVOS



El principal objetivo de esta tesis es el estudio de los cambios bioquimicos
moleculares e histolégicos, que ocurren en las etapas tempranas de la hepatocarcinogénesis

inducida quimicamente.

Considerando que los carcindgenos son metabolizados a través del sistema
metabolizante de drogas y, que alteraciones en dicho sistema han sido sefialadas como
claves en el desarrollo de la hepatocarcinogénesis, se estudiaran en forma comparativa las

enzimas metabolizantes de las fases de funcionalizacién y de conjugacion.

Dado que el sistema de monooxigenasas dependiente de P450 juega un rol clave
en la metabolizacion de xenobiéticos, y que el P450 es una hemoproteina, se estudiara la

regulacion de la sintesis y degradacion del hemo en este sistema experimental.

A fin de investigar si el proceso carcinogénico altera los mecanismos regulatorios
naturales del camino del hemo, se analizard la respuesta del modelo experimental al efecto

de conocidos agentes porfirinogénicos como el AIA y el 4cido 5,5-dietilbarbiturico (VER).

Considerando la abundante literatura que demuestra la participacion de las ROS
en el proceso carcinogénico, se analizaran parametros bioquimicos que permitan detectar
alteraciones en el equilibrio entre la formacién de especies reactivas y los componentes del
sistema de defensa antioxidante. Asimismo, se evaluaré el efecto quimiopreventivo de las

vitaminas o-T y BC, conocidos agentes antioxidantes, administrados exégenamente a

animales intoxicados con el carcinégeno.

Se evaluara el dafio hepatico producido por el carcinégeno a través de la actividad

de la GST.

Para realizar un seguimiento de los cambios morfolégicos provocados por el

agente carcinogénico, se realizaran estudios histolégicos durante todo el periodo ensayado.

Para corroborar la validez del modelo de iniciacién de la hepatocarcinogenesis
utilizado en estos estudios, se evaluara la respuesta de dicho sistema a la accién de un

conocido agente promotor como el Tx.
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MAT. Ef;IALES
METODOS



Capitulo 1

Materiales

I.1. Equipos

Las centrifugaciones se efectuaron en una centrifuga refrigerada SORVALL RC-
5B (Du Pont Company, Newtown, Connecticut, USA), en una ultracentrifuga SORVALL
OTD-65B (Du Pont Company, Newtown, Connecticut, USA), y en centrifugas de mesa
ROLCO 2036 6 CM-36 (Buenos Aires, Argentina).

Las mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en espectrofotémetros
SHIMADZU modelo UV1203 (Shimadzu, Kyoto, Japan) o en HEWLETT PACKARD
modelo HP8452 A (Hewlett Packard Company, San Jose, CA 95122, USA). Las
mediciones de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorémetro SHIMADZU modelo

RF-510.

Los homogenatos se prepararon con un homogeneizador ULTRA-TURRAX
Janke & Kunkel (IKA-Labortechnik, Staufen, Germany) o en un homgenizador POTTER S
(B. Braun, Melsungen AG, Germany).

Para sonicar las muestras se utilizé un sonicador Heat Systems Ultrasonics W-

185D.

Para cuantificar las placas radiograficas se utilizé un Densitometer E-C Apparatus

Corporation. St Petersburgo, Florida.

1.2. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, provenientes de Merck o
Sigma Chem. Co (St. Louis, MO). El BC utilizado fue donado por Laboratorios ROUX-
OCEFA. El AIA fue adquirida en Laboratorios ROCHE y el VER en Laboratorios Abbott-

Argentina.
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1.3. Animales

Se usaron ratones macho cepa CFI de aproximadamente 25-30 g; los mismos
fueron obtenidos y mantenidos en el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, U.B.A., bajo condiciones cuidadosamente controladas de temperatura e
iluminacién. Los animales dispusieron de agua y comida (Alimento Cooperacion de la
Asociacion de Cooperativas Argentinas) ad libitum. Todos los animales recibieron cuidado

humanitario como se establece en The Guide for de Care and Use of Laboratory Animals.

1.4. Plasmidos

Para la cuantificacion de los distintos ARNm se utilizaron las siguientes sondas:

a) ALA-S: Fragmento EcoRI-EcoRI (1972 pb) correspondiente al ADNc de 3&-
aminolevulinico sintetasa hepatica de rata, inserto en el pldsmido pKRA2c, gentilmente
cedido por el Dr. Masayuki Yamamoto. Dept. of Biochemistry, Toyama Medical and

Pharmaceutical Univ., School of Medicine, Toyama, Japan.

b) MHO: Fragmento EcoRI-HindIll (884 pb) correspondiente al ADNc de hemo
oxigenasa de rata, inserto en el plasmido pRHOI1, gentilmente cedido por el Dr. Shigeki
Shibahara. Dept. of Applied Physiology, Tohoku Univ. School of Medicine, Sendai, Japan.

c) GST-P: Fragmento EcoRI-Sall (750 pb) correspondiente al ADNc de glutation S
transferasa placentaria de rata, inserto en el plasmido pGP5, gentilmente cedido por el Prof.

Masami Muramatsu. Dept. of Biochemistry, Saitama Medical School, Saitama, Japan.

d) GAPDH: Fragmento Sacl-BamHI (316 pb) cormespondiente al ADNc de
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de ratén, inserto en el plismido pTRI-GAPDH,

adquirido en Ambion.
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Capitulo 11

Diseiio experimental

IL.1. Estudios preliminares

Los animales se dividieron en 2 grupos de 42 ratones cada uno. Un grupo recibid
en la dieta el carcinégeno DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz) y el otro grupo
recibié una dieta estandar de laboratorio (DSL, impregnada en aceite de maiz). Una vez
iniciado el tratamiento 6 animales de cada grupo se sacrificaron a diferentes tiempos: 28,

35,42, 57, 84, 140 y 164 dias.

I1.2. Tratamiento con DAB y agentes porfirinogénicos
I1.2.1. AIA

Los animales se separaron en cuatro grupos de seis animales cada uno. Dos grupos
(DAB y DAB+AIA) recibieron una dieta carcinogénica (DAB 0,5% p/p, disuelto en aceite de
maiz) durante un periodo total de 42 dias. Los otros dos grupos (Control y AIA) recibieron
DSL por el mismo periodo. A los grupos AIA y DAB+AIA se les inyecté una dosis de AIA
(357 mg/kg de peso corporal, i.p.) 16 h antes del sacrificio. Los animales de los otros dos
grupos (Control y DAB) recibieron el vehiculo en las mismas condiciones (Figura II.1).



Figura 11.1. Esquema del protocolo del tratamiento de los animales con AIA.

(] 42 dias de tratamiento con DSL (impregnada en aceite de maiz).

Hl 42 dias de tratamiento con DSL + DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz).
v Inyeccion de solucion salina administrada via i.,p. 14 h. antes del sacrificio.

y Inyeccion de AIA (357 mg/Kg de peso corporal) administrada via i.p. 14 h.

antes del sacrificio.

11.2.2. VER

Los animales se separaron en cuatro grupos de seis animales cada uno. Dos grupos
(DAB y DAB+VER) recibieron una dieta carcinogénica (DAB 0,5% p/p, disuelto en aceite de
maiz) durante un periodo total de 42 dias. Los otros dos grupos (Control y VER) recibieron
DSL por el mismo periodo. A los grupos VER y DAB+VER se les inyecté VER en solucién
salina (167 mg/kg de peso corporal, s.c.) cada 24 h durante tres dias después del tratamiento
con DAB. Los animales de los otros dos grupos (Control y DAB) recibieron el vehiculo en las

mismas condiciones (Figura I1.2).



Figura 11.2. Esquema del protocolo del tratamiento de los animales con VER.
[CJ 42 dias de tratamiento con DSL (impregnada en aceite de maiz).
[ ] 42 dias de tratamiento con DSL + DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz).
\ Inyeccion de solucion salina administrada via i.p. cada 24 h..
V¥  Inyeccién de VER (167 mg/Kg de peso corporal) administrada via i.p. cada 24 h.

I1.3. Tratamiento con DAB y agentes antioxidantes

I1.3.1. a-tocoferol

Los animales se separaron en cuatro grupos de seis individuos cada uno. Dos grupos
(DAB y DAB+a-T) recibieron una dieta carcinogénica (DAB 0,5% p/p, disuelto en aceite de
maiz) durante un periodo total de 57 dias. Los otros dos grupos (Control y a-T) recibieron
DSL durante el mismo periodo. A los grupos a-T y DAB+a-T se les adicion6 a-T (0,1% p/p)
en la dieta durante todo el periodo de ensayo (Figura II.3).
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57 dias de tratamiento con DSL (impregnada en aceite de maiz).
57 dias de tratamiento con DSL + a-T (0,1% p/p, disuelto en aceite de maiz).

57 dias de tratamiento con DSL + DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz).

57 dias de tratamiento con DSL + DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz)

+ a-T (0,1% p/p, disuelto en aceite de maiz).

I1.3.2. B caroteno

Los animales se separaron en cuatro grupos de seis individuos cada uno. Dos grupos

(DAB y DAB+C) recibieron una dieta carcinogénica (DAB 0,5% p/p, disuelto en aceite de

maiz) durante un periodo total de 46 dias. Los otros dos grupos (Control y BC) recibieron

DSL por el mismo periodo. A los grupos fC y DAB+BC se les adicioné BC (0,1% p/p) en la

dieta durante todo el periodo de tratamiento (Figura I1.4).
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Figura IL4. Esquema del protocolo del tratamiento de los animales con BC.

i

46 dias de tratamiento con DSL (impregnada en aceite de maiz).

46 dias de tratamiento con DSL + BC (0,1 % p/p, disuelto en aceite de maiz).
B 46 dias de tratamiento con DSL + DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz).
BN

46 dias de tratamiento con DSL + DAB (0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz) +3C (0,1% p/p,
disuelto en aceite de maiz).

I1.4. Tratamiento con DAB y tamoxifeno

Los animales se separaron en cuatro grupos de seis individuos cada uno. Dos grupos
(DAB y DAB+TXx) recibieron una dieta carcinogénica (DAB, 0,5% p/p, disuelto en aceite de
maiz) durante un periodo total de 28 semanas. Los otros dos grupos (Control y Tx) recibieron
DSL por el mismo periodo. A los grupos Tx y DAB+Tx se les administr6 citrato de
tamoxifeno (Lab. Gador, 0,25% p/p) en la dieta a partir del dia 20 de iniciado el estudio.

IL.5. Preparacion de los tejidos

I1.5.1. Homogenatos

Los animales fueron ayunados 16 h antes del sacrificio, que se produjo bajo anestesia

con éter. Posterior e inmediatamente, se extrajo una porcién del higado que se utiliz6 para la
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medicién del ALA-S, al resto del higado se le realizé una perfusién aértica con solucién

fisiologica fria y se lo extrajo para su procesamiento.

La porcién de higado sin perfundir se homogeneizé (1:3, p/v) en una solucion de
NaCl 0,9%, buffer Tris-HCI1 0,1 M pH 7,4 y EDTA 0,5 mM.

Una parte del higado perfundido se homogeneizé (1:3, p/v) en sacarosa 0,25M. El
homogenato obtenido se someti6 a una centrifugacion diferencial. El sobrenadante de 18.000
g se utilizé para medir la actividad de la MHO. Una alicuota de este sobrenadante se
centrifugd a 105.000 g, durante 90 min. El sobrenadante resultante se usé para medir las
actividades enzimaticas de SOD y GPx, y el pellet se utiliz6 para medir el P450.

Otra fraccion del higado perfundido se homogeneizo (1:7 p/v) en KC1 0,14 M pH 7,5
conteniendo de NaOH 2,5 mM y se centrifugé durante 10 min a 9.500 g; este homogenato se

utilizo para determinar la actividad de triptofano pirrolasa.

Otra parte del higado perfundido se homogeneizé (1:10 p/v) en buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 7,4; y se utiliz6 directamente para la determinacién del malondialdehido
(MDA) o se centrifugé durante 15 min a 9.500 g. El sobrenadante resultante se usé para

determinar las actividades de catalasa y GRx.

Otra porcion del higado perfundido se homogeneizé (5% p/v) en buffer Tris-HCI 2
mM pH 8,1 conteniendo manitol 230 mM y sacarosa 70 mM. Se centrifugé a 9.500 g durante
15 min y el sobrenadante se utilizo para determinar las actividades de B-glucuronidasa,

sulfatasa y GST.

11.5.2. Estudios histolégicos

Después del sacrificio los higados de los animales se fijaron en formol 10% (v/v).
Los estudios histolégicos se realizaron sobre los cortes obtenidos de dos secciones de cada
uno de los 16bulos, tomados a diferentes tiempos de la intoxicacién con DAB. Los analisis
morfolégicos se realizaron empleando la técnica de tincién estindar de hematoxilina-
eosina (HE); Pearl’s Blue para visualizar los depésitos de hierro hepético y el tricrémico de
Masson para determinar fibrosis y reticulina.
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Los diagndsticos histologicos se realizaron en el Servicio de Anatomia Patolégica

del Hospital Municipal de Vicente Lépez.



Capitulo III

Determinaciones bioquimicas

III.1. ALA-S

La actividad de ALA-S se determiné segin el método descripto por Marver et al.
(1966). El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 2 ml: buffer Tris-HCI 0,075
M pH 7,4, glicina 0,1 M, EDTA 10 mM y 0,5 ml de extracto enzimético. La incubacién se
llevé a cabo durante 60 min a 37°C. La reaccién se detuvo por el agregado de 0,5 ml de
TCA 25% y posteriormente se centrifug6 a 1.000 g durante 20 min. El ALA contenido en 1
ml del sobrenadante se condensé con acetilacetona en buffer acético/acetato 0,5 M pH 4,6 por
calentamiento a 100°C durante 10 min. Luego de enfriar se agregé el reactivo de Ehrlich
modificado (1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 4cido acético glacial: acido perclérico
70%; 42:8, v/v) en una relacion 1:1 (v/v) y se midio la absorbancia a 555 nm entre los 8-30
min de ocurrida la reaccion. La cantidad de ALA formado se calculé segun la siguiente

ecuacion:

A% x vol fx 10° x dil

nmoles/ml homogenato =
volenzx €

A*®: absorbancia a 555 nm
vol f: volumen final

vol enz: volumen de solucién enzimatica incubada

. ey 1 -1
£ = coeficiente de extincion=58 mM  cm .

111.2. MHO

La actividad de MHO se determiné en la fraccion soluble de los homogenatos de

higado de raton segiin el método de Yoshida y Kikuchi (1978).
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El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 1 ml: hemina 34 uM (2,23
mg de hemina + 2,5 ml de NaOH 0,1 N + 1 ml de Tris 6mg/ml; se ajusta a pH 7,6 por el
agregado de HCI 0,1 N, se lleva a un volumen final de 10 ml con agua destilada), buffer
fosfato de potasio 90 mM pH 7,4 y 0,15 ml de solucion enzimatica. Se pre-incubd durante 2
min a 37°C, luego se agregé NADPH 4,5 uM y se incubd durante 30 min a 37°C. La reaccién
se detuvo por enfriamiento en bafio de hielo y se leyé la absorbancia a 468 nm. Para

determinar la actividad de la MHO se utiliz6 la siguiente ecuacién:

A* x vol fx 10°

nmoles/ml homogenato =
volenzx e

A8 absorbancia a 468 nm
vol f: volumen final

vol enz: volumen de solucion enzimatica incubada

€ = coeficiente de extincién = 30 mM' cm’.

I11.3. P450

La cantidad de P450 se determiné en la fraccion microsomal segun el método de

Omura y Sato (1964).

La fraccion microsomal obtenida se resuspendi6 en buffer fosfato de potasio 0,05 M
pH 7,4 conteniendo glicina 20% y EDTA 1,5 mM hasta obtener una concentracién de
proteinas de 1 mg/ml. A la muestra a analizar se le agrega ditionito de sodio para reducir el
citocromo, y se lee absorbancia a 450 y 490 nm. Estos valores se toman como blanco. Luego
se burbujeé CO durante 20 seg y se volvio a leer las absorbancias a 450 nm y 490 nm. Para el

calculo del contenido de P450 se utilizo la siguiente ecuacion:
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(A™ - A x 10°x dil

nmoles de P450/ml homogenato =
>

A™: (A% — A" de la muestra
A% (A*0 — A*?) del blanco

¢ = coeficiente de extinciéon =91 mM' ecm™.

111.4. GST

La actividad de GST fue medida utilizando una adaptacién del método descripto por
Habig et al. (1974).

El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 2 ml: GSH 1 Mm, buffer
fosfato de potasio 0,1 M pH 6,5, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 1 mM y 0,5 ml de la solucién
enzimadtica. Se incubé 3 min a 25°C y se leyé la absorbancia a 340 nm. Para el célculo de la

actividad enzimatica se utilizo la siguiente ecuacion:

A x vol £x 10° x dil

nmoles/ml homogenato =
volenzx €

A0 absorbancia a 340 nm
vol f: volumen final

vol enz: volumen de solucion enzimatica incubada

. ., -1
¢ = coeficiente de extincion = 9,6 mM’ Tem'.

I1L.5. B glucuronidasa

La actividad de B glucuronidasa se determiné segun el método descripto por El-
Mouelhi et al. (1987).
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El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 2 ml: buffer
acético/acetato 75 mM pH 4,7, albumina bovina 0,02%, 4-metilumbeliferil-B8-D-glucurénido
0,5 mM y 0,5 ml de la solucién enzimatica. Se incubé durante 30 min a 37°C. Luego, la
metilumbeliferona liberada se midié fluorométricamente (A excitacién: 340 nm; A emisién:

420 nm) y se calculo segun la siguiente ecuacion:

UFR = UFR™ - UFR™

UFR™: unidades de fluorescencia relativa de la muestra

UFR>: unidades de fluorescencia relativa del blanco

II1.6. Sulfatasa
La actividad de sulfatasa fue medida segin el método de El-Mouelhi ez al. (1987).

El sistema de incubacién contenia en un volumen final de 2 ml: buffer
acetico/acetato 75 mM pH 4,7, albiimina bovina 0,02%, 4-metilumbeliferil-sulfato 200 pM y
0,5 ml de la solucion enzimitica. Se incubd durante 30 min a 37°C. Luego la
metilumbeliferona liberada fue medida fluorométricamente (A excitacion: 340 nm; A emision:

420 nm) y se calcul6 segun la siguiente ecuaci6n:

UFR = UFR™ - UFR*™®

UFR™: unidades de fluorescencia relativa de la muestra

UFR®®: unidades de fluorescencia relativa del blanco
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I11.7. Triptofano pirrolasa

El nivel de triptofano pirrolasa se determin6 en el homogenato de higado

correspondiente segin el método de Knox modificado por Feigelson & Greengard, (1960).

El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 2 ml: triptofano 2,25 mM,
buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7 y solucién enzimatica. Se incub6 1 h a 37°C en atmoésfera
de O,. La reaccidn se detuvo con el agregado de 1 ml de TCA 15%, se centrifug6 a 2.000 g
durante 15 min y a 1 ml del sobrenadante se le agregé NaOH 0,6 N hasta obtener un pH en el
rango de 6,5-7,5. Se leyo la absorbancia 365 nm, dentro de 1h de finalizada la reaccion. La

cantidad de kirurenina formada se calculé segun la siguiente ecuacion:

A™- A

nmoles kirurenina /ml homogenato =
f

A™: absorbancia de la muestra a 365 nm
A absorbancia de los reactivos a 365 nm
f: factor calculado por Knox (1955) = 0,567 nmoles™ ml

¢ = coeficiente de extincién = 4,53 mM' cm™!

II1.8. Catalasa

La actividad de catalasa se determin6 segun el método cinético de Chance y Maehly

(1955).

El volumen final de la mezcla de reaccién fue de 3 ml. A 2,9 ml de buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 7,4 conteniendo H,O, 30% (suficiente como para obtener una lectura de
absorbancia inicial a 240 nm de aproximadamente 0,500) se le agregaron 0,1 ml de solucién
enzimatica. La actividad de la catalasa se determiné midiendo el tiempo requerido para

conseguir una disminucion en la absorbancia del H,O, desde 0,450 a 0,400.
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pend. x 60 x vol £x 10° x dil

nmoles de H,O, consumidos / min.ml =
volenzx €

pend: valor de la pendiente obtenida con la caida de la absorbancia a 240 nm
vol f: volumen final

vol enz: volumen de solucién enzimatica incubada

£ = coeficiente de extinciéon = 39,4 mM™! cm™!

60: factor de conversion de seg. a min

I11.9. SOD

La actividad enzimatica de la SOD se determiné segun una adaptacién del método
descripto por Paoletti et al. (1986).

La mezcla de reaccion contenia en un volumen final de 1 ml: buffer fosfato de
sodio 35 mM pH 7,4, NADH 4 pM, EDTA/MnCl, (0,03 M/0,015 M) y 0,1 ml solucién
enzimatica. Se lee la absorbancia a 340 nm durante los primeros segundos de la reaccion,
hasta que es constante. Se interrumpe la lectura y se agrega $-mercaptoetanol (10 mM). La
SOD de la muestra inhibe la reaccién, observandose un cambio de pendiente. Este
procedimiento se repite con distintas diluciones de la solucién enzimatica. Luego se
determina la relacion entre la pendiente obtenida con la muestra de referencia (a) y la
pendiente obtenida con la muestra enzimatica (b). Con estos datos se grafica el logaritmo del

cociente entre las pendientes (log a/b) vs el volumen de muestra agregado.

II1.10. GPx

La actividad de la enzima GPx se determin6 segin el método descripto por

Lawrence y Burk (1976).

El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 1 ml: buffer fosfato de
potasio 50 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, NaN; | mM, NADPH 0,2 mM, GSH 1 mM, 1 U.E./ml
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de GRx y de solucion enzimatica. Se incubé durante 5 min a 25°C y se inicié la reaccion con
el agregado de 0,1 ml de H,0, 0,25 mM. Se ley6 la caida de la absorbancia a 340 nm durante
5 min y se calcularon las distintas pendientes. Para el célculo de la actividad enzimaética se

utilizé la siguiente ecuacion:

pend. x 60 x vol £x 10° x dil

nmoles de NADPH oxidados / min.ml =
volenzx €

pend: valor de la pendiente obtenida con la caida de la absorbancia a 340 nm
vol f: volumen final

vol enz: volumen de solucién enzimatica incubada

¢ = coeficiente de extincion = 6,22 10° M"! cm™!

60: factor de conversion de segundos a min

1I1.11. GRx

La actividad enzimatica de la GRx se determind, segun el método descripto por Pinto
y Bartley (1969).

El sistema de incubacidn contenia en un volumen final de 1,25 ml: buffer fosfato de
sodio 62,5 mM pH 7,4, EDTA 1,25 mM, GSSG 3,125 mM, NADPH 7,5 mM y solucién
enzimatica. Se leyo la caida de la absorbancia a 340 nm y se calcularon las pendientes. Para el

célculo de la actividad de la enzima a 340 nm se utiliz6 la siguiente ecuacion:

pend. x 60 x vol fx 10° x dil

nmoles de NADPH oxidados / min.ml =
volenzx €

pend: valor de la pendiente obtenida con la caida de la absorbancia a 340 nm

vol f: volumen final
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vol enz: volumen de solucién enzimitica incubada
€ = coeficiente de extincion = 6,22 10°M! cm™

60: factor de conversion de segundos a min

I11.12. Malondialdehido

El MDA se determiné segun el método descripto por Niehaus y Samuelson
(1968). A 1 ml de volumen de muestra se le agregaron 2 ml de reactivo compuesto por
acido tiobarbitarico (TBA) 0,375% p/v, HCI 0,25 N y TCA 15 % p/v. La solucion se
calent6 durante 15 min en baiio de agua a ebullicion. Luego de enfriar se centrifugé a 1.000
g durante 10 min. En el sobrenadante se determin6é la absorbancia a 535 nm. La

concentracion de MDA se calcul6 empleando la siguiente ecuacién:

(A% - A*) x vol fx 10°

nmoles de MDA/ml homogenato =
volmxe

A%®: absorbancia de la muestra a 535 nm

A absorbancia del blanco de reactivos a 535 nm
vol f: volumen final

vol m: volumen de la muestra

€: coeficiente de extincion = 1,56 x 1°M ' em’!

I11.13. Unidades enzimaticas

Una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que cataliza la
formacion de 1 nmol de producto o la desaparicién de 1 nmol de sustrato en las condiciones

estandar de incubacion.

La actividad especifica se define como el nimero de unidades por mg de proteina.

En el caso de las mediciones fluorométricas, las determinaciones son siempre relativas y se
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expresan en unidades relativas de fluorescencia (UFR)/mg de proteina. Se define una unidad

de SOD a la concentracién de enzima que produce un 50% de la inhibicion de la reaccion.

I11.14. Determinacion de la concentracién proteica

El contenido proteico de las preparaciones enzimaticas se determiné empleando el

método descripto por Lowry et al. (1951).

II1.15. Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos se analizaron usando el andlisis de
varianza (ANOVA) aplicando el test de Tukey o Dunnett, utilizando el Software GraphPad
InStad tm 2.0.
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Capitulo IV
Extraccion de ARN y Northern blot

IV.1. Determinacion de la vida media del ARNm del ALA-S
IV.1.1. Tratamiento con c-amanitina

Los animales se separaron en dos grupos de 18 animales cada uno. Uno de ellos
recibié una dieta carcinogénica (DAB, 0,5% p/p, disuelto en aceite de maiz) durante un
periodo de 42 dias. El otro grupo (control) recibié DSL durante el mismo periodo. Ambos
grupos se inyectaron con a-amanitina (150ug/kg de peso corporal) via i.p. Los animales se
sacrificaron a los 0, 10, 20, 30, 45 y 60 min después de la aplicacion de la misma. El ARN

total se aisld, y se analiz6 por Northern blot.

IV.2. Extraccion de ARN total

La extraccion se realizd en cinco etapas de acuerdo al método de Chomczynski &

Sacchi (1987)

1) El tejido (200 mg de higado) se homogeneizd en 2 ml de una solucién
desnaturalizante (tiocianato de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM, pH 7; B-

mercaptoetanol 0,1 M y lauril sarcosina 0,5% v/v).

2) La extraccion del ARN se realizd por el agregado secuencial de acetato de sodio 2
M pH 4 10% (v/v), un volumen de fenol saturado en agua y cloroformo-alcohol isoamilico

(49:1, v/v). Luego de agitar, se incub6 15 min a 4°C y se centrifugé 20 min a 10.000 g en frio.

3) El ARN contenido en la fase acuosa se precipité con un volumen de isopropanol

durante una hora a -20°C, y se centrifugé a 4°C durante 20 min 10.000 g.
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4) El pellet de ARN se resuspendi6 en 600 pl de la solucién desnaturalizante y se
repitio la etapa 3.

5) El precipitado se lavé dos veces con 800 pl de etanol 75%, realizando dos
centrifugaciones de 5 min a 10.000 g en frio. EL pellet final se secé al vacio y luego se
resuspendié en agua libre de RNAsas. El material resultante se cuantificé y se guardé
inmediatamente a -70°C.

1V.3. Northern blot
1V.3.1. Electroforesis de ARN en geles de agarosa

El ARN total de cada muestra, 20 pg/linea, se corrié en geles de agarosa al 1% en
buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7, y 2,2 M de formaldehido deionizado. Antes de
sembrarse en el gel, el ARN se desnaturalizd en el buffer de siembra (50% formamida
deionizada, 2,2 M formaldehido, 10 mM buffer fosfato pH 7, 25 pg/ml bromuro de etidio,
10% glicerol, 0,1% azul bromofenol) a 65°C durante 5 min. El buffer de corrida utilizado fue
fosfato de sodio 10 mM pH 7. La electroforesis se llevo a cabo aplicando un campo eléctrico
de 5 V/em.

1V.3.2. Transferencia de ARN a membranas de nylon

La transferencia del ARN del gel de agarosa a la membrana de nylon se llevé a cabo
en forma pasiva. Se realizaron dos lavados del gel en 20X SSC (3 M NaCl; 0,3 M citrato de
Na, pH 7) durante 20 min, simultineamente la membrana de nylon se lavé 10 min en agua y
otros 10 min en 20X SSC. Se colocé el gel sobre una banda de papel Whatman 3 MM del
mismo ancho que el gel pero mas larga. El papel con el gel encima se colocd sobre una
plataforma en el interior de una bandeja conteniendo 600 ml de la solucién de transferencia
(20X SSC), de manera que solo los extremos del papel tocaran la solucion. Posteriormente se
colocé sobre el gel la membrana de nylon y se cubrié la superficie no ocupada por la
membrana con parafilm para que toda la solucion pasara a través del nylon y aumentar de esta
manera, la eficiencia de la transferencia. A continuacién se colocé sobre la membrana de
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nylon 3 hojas de papel Whatman 3 MM humedecidas con la solucién de transferencia, 8§ cm
de papel absorbente seco y por ultimo un vidrio sobre el cual se apoy6 un peso de | Kg. La
transferencia se realiz6 en todos los casos por un periodo de 15 h. Una vez finalizada la
transferencia, el entrecruzamiento del ARN a la membrana se realizo utilizando un UV
Stratalinker 1800.

1V.3.3. Hibridizacién

Las membranas de nylon se pre-incubaron en un homo de hibridizacion con 1ml de
solucion (formamida 50%, SSPE 5X, esperma de salmén 0,25 mg/ml, solucion Denhardt’s 2X
y SDS 1%) cada 10 cm® de membrana a hibridizar durante 4 h a 42°C. Después de la pre-
hibridizacion, la solucién se reemplazd por un volumen igual de la misma conteniendo la
sonda marcada en una concentracién de 10° cpm/ml. En todos los casos la sonda se hirvié
durante 5 min de manera tal de disociar las cadenas complementarias. La incubacién con la
sonda se realizd durante 12 h. Posteriormente se retiré la solucién de hibridizacién y se

comenzaron a realizar los lavados.

Se realizaron dos lavados de 15 min cada uno con una solucién SSC 2X; SDS 0,1%
a temperatura ambiente, y a continuacién se hicieron lavados de 15 min cada uno con
soluciéon SSC 1X, SDS 0,1% a 45°C. Se siguio la eficiencia de los lavados mediante la
medicion de radiactividad en los filtros con un contador Geiger-Muller hasta obtener una

relacién sefial/ruido adecuada.

1V.3.4. Exposicién radiogrifica

Para obtener la imagen de hibridizacién, placas radiograficas AGFA se expusieron
a estas membranas de nylon que fueron previamente recubiertas con un film. En todos los

casos la exposicion se realizé a =70°C y el tiempo de la misma dependié de la cantidad de

radiacion emitida por la membrana.
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IV.3.5. Cuantificacién de las seiiales de hibridizacién

Las autoradiografias se cuantificaron en unidades de scanner relativas. Los

resultados se expresan como el % del valor control promedio, tomado como 100%.

IV.4. Cuantificacién de acidos nucleicos

La cuantificacion de ADN y ARN se realiz6 por absorbancia a 260 nm,
considerando que una unidad de D.O equivale a 50 pg/ml de ADN de doble cadena o 40
pg/ml de ARN. En ambos casos como indice de pureza se midi6 la absorbancia a 280 nm y se
midié la relacion 260/280. Se consideré un cociente de 1,7-2 como un indice de pureza

adecuado.

IV.5. Obtencién del ADNc
IV.5.1. Preparacion de las células competentes

Se repicé una colonia de Escherichia coli JM109 crecida en medio M9 (6 g/1 de
Na,HPOy; 3 g/l de KH,POyq; 0,5 g/l de NaCl; 1g/l NH4Cl; 15g/1 de agar, pH 7,4; 2mM de
MgSO0;; 0,1 mM de CaCl; 0,2% de glucosa y ImM de tiamina-HCI) y se creci6 toda la noche
en 5 ml de medio LB (1% de peptona; 1% de NaCl; 0.5% de extracto de levadura; pH 7,5) a
37°C. Luego se diluy6 0,5 ml de medio de cultivo crecido con 50 ml de medio fresco y se
dejo crecer hasta fase exponencial (DOsp nm = 0,375). Se cosecharon las células por
centrifugacion (5 min a 7.000 g a 4°C). El pellet se resuspendié en 10 ml de una solucién de
CaCl, (60 mM CaCl,,15% glicerol, Tris-CIH 1 M pH 7) y luego de incubar 15 min en hielo se
centrifugé nuevamente (5 min a 7.000 g a 4°C). Posteriormente el pellet se resuspendio en 2

ml de CaCl; 0,1 M y se incubd 1 h en hielo. Las células competentes se guardaron a —70°C.
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IV.5.2. Transformacién de las células competentes

Se pusieron en contacto 100 pl de suspension de células competentes con 10 ng de
ADN plasmidico resuspendido en 10-25 pl, durante 10 min en hielo. Luego se incubé 2 min a
42°C y 5 min en hielo. Se agregé 1 ml de medio LB fresco y se incub6é 1 h a 37°C.
Finalmente se sembré en medio LB sélido con el antibidtico correspondiente y se dejé crecer

a 37°C durante 16 h.

IV.5.3. Separacién del plasmido

Se tomo una de las colonias transformadas y se sembré en S ml de medio LB en
presencia del antibiético indicado en cada caso y se dejo crecer con agitacion a 37°C durante

toda la noche.

Las células se cosecharon por centrifugacion a 4.000 g por 10 min a 4°C. El método
de extraccion utilizado fue el de la lisis alcalina de Bimboim & Doly (1979). El pellet se
resuspendié en solucion de lisis (lisosima 4 mg/ml; Tris-CIH 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH
8 y glucosa 50 mM) y se dejé 5 min a temperatura ambiente. Se agregé solucién de
NaOH/SDS (NaOH 0,2 N, SDS 1%). Después de una incubacion de 5 min a 0°C se agregd
solucion de acetato de potasio pH 4,8 (acetato de potasio S M y el pH se ajust6 a 4,8 con 4cido
acético), se mezclo por inversion, y se dejo reposar a 0°C por S min para luego centrifugar a
10.000 g por 10 min a temperatura ambiente. Al sobrenadante se le agregé un volumen igual
de fenol-cloroformo y se centrifugd 2 min a 10.000 g. A la fase acuosa se le agregd 2
voliimenes de etanol absoluto, se dej6 reposar por 2 min y se centrifugé 5 min a 10.000 g.
Finalmente se precipitd con etanol y el pellet resultante se resuspendié en buffer TE
conteniendo ARNasa pancreatica (Tris-CIH 10mM, EDTA 1mM pH 8 y ARNasa pancreatica

20 pg/ml).
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IV.5.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las muestras de ADN se corrieron en geles de agarosa al 1% en buffer fosfato de
sodio 10 mM pH 7, conteniendo 0,5 pg/ml bromuro de etidio. El buffer de siembra utilizado

contenia 0,025% azul de bromofenol y 10% glicerol.

El buffer de corrida utilizado fue fosfato de sodio 10 mM pH 7 y la electroforesis se

llevd a cabo en un campo eléctrico de S V/cm.

IV.6. Aislamiento de la sonda inserta en el plasmido

Los plasmidos se clivaron utilizando enzimas de restriccion, de manera tal de
liberar los fragmentos que luego serian utilizados como sonda. El producto de la reaccion
se corrio en un gel de agarosa LMP (bajo punto de fusién) conteniendo 0,05 pg de bromuro
de etidio por ml. La banda correspondiente al inserto se separ6 del gel, se disolvié en agua
bidestilada (3 ml/g de gel) y se calenté a 65°C para fundir la agarosa. Esta solucion se

utilizé para marcar la sonda utilizando un Kit comercial (Oligolabelling Kit de Bio-Labs).

IV.7. Preparacion de la sonda radioactiva

La marcacion radioactiva de los fragmentos de ADN utilizados como sonda se llevo
a cabo por el método de Random Primming utilizando el Oligolabelling Kit de Bio-Labs. La
reaccién se realizé segin las instrucciones del fabricante, utilizando 1uCi de (a** P) dCTP por

ug de ADN.

IV.8. Referencias
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Capitulo I

Caracterizacion bioquimica y molecular de un modelo experimental de

iniciacion de la carcinogénesis quimica

I.1. Introduccion

Hace ya tiempo que se conoce muy bien la existencia de un periodo de latencia
entre la administracion de un carcindgeno y la aparicion real de la enfermedad neoplasica
manifiesta en forma clinica o patoldgica. Este lapso, que puede comprobarse siguiendo el
tratamiento con carcindgenos quimicos, se ha demostrado que ocurre incluso cuando el
carcinogeno se administra en forma continua a un animal de experimentacién (Pitot, 1993;
Ward et al., 1996). Por lo tanto, este periodo de latencia puede considerarse como un
fenomeno comun en la historia natural de la neoplasia, aunque el tiempo entre el primer
contacto con el agente carcinogénico y el desarrollo del tumor varia con el tipo de

compuesto, con la dosis y con ciertas caracteristicas de las células "target" o blanco.

El proceso tumorigénico incluye las siguientes etapas (Pitot, 1993; Ward et al.,
1996): iniciacidn, que involucra un evento intracelular especifico e irreversible, promocién,
donde las células iniciadas son estimuladas a proliferar y progresiéon con cambios

irreversibles en la estructura del genoma celular.

El cancer de higado suele ser uno de los mejores modelos experimentales para
identificar la progenie temprana de células iniciadas. La principal ventaja del empleo del
modelo de la hepatocarcinogénesis experimental, radica en la abundante informacién
disponible sobre la morfogénesis del carcinoma hepatocelular y sobre la bioquimica y

fisiologia del higado (Dragan et al., 1994).

Durante la administracion de hepatocarcinégenos a roedores, antes de la aparicion
del hepatocarcinoma, se desarrollan en el higado varias lesiones focales distintivas y
nédulos hiperplasicos. Existen algunos marcadores bioquimicos utiles para caracterizar
estas lesiones preneoplasicas. Fue Farber (1984) uno de los primeros autores en enfatizar la
importancia del noédulo hiperplasico como un posible progenitor o precursor preneoplasico

del carcinoma hepatocelular. Una de las caracteristicas de los focos hepaticos
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preneoplésicos es su relativa resistencia a las hepatotoxinas (Eriksson et al., 1983a). Esta
caracteristica ofrece una ventaja selectiva en un medio ambiente toxico tal, que dichas
células pueden proliferar rapidamente en respuesta a la injuria hepatocelular inducida y por
ultimo dar lugar a la formacién de un cdncer (Stout & Becker, 1987). Debido a que la
disminucion de la hemoproteina P450 es una propiedad constante de los nddulos hepaticos
preneoplasicos y de los carcinomas hepatocelulares primarios, se emprendié un trabajo de
investigacion para determinar si existian alteraciones bioquimicas detectables en las
primeras etapas, antes de la apariciéon del nddulo hiperplasico, que fueran la causa del
deficit tipico del P450 en las etapas avanzadas de la carcinogénesis. Por ser el P450 una
hemoproteina, el objetivo de este trabajo fue investigar la regulacion de la biosintesis y
degradacion del hemo durante los estadios tempranos de la hepatocarcinogénesis
quimicamente inducida. Para ello, en base al modelo del HR descripto por Farber (1984), se
examinaron las actividades enzimaticas del ALA-S, recordemos que es la primer enzima
del camino biosintético del hemo y responsable de la regulacién de dicho metabolismo y
de la MHO microsomal, enzima responsable de la regulacion del catabolismo del hemo, en
animales expuestos a una dieta carcinogénica. Se utiliz6 el colorante azoico DAB,
conocido agente iniciador del proceso tumorigénico. En los mismos animales se estudiaron
en forma comparativa las actividades de enzimas de la fase I y II del sistema metabolizante

de drogas, asi como los niveles de P450 y otras hemoproteinas.

I. 2. Observaciones clinicas

Durante toda la experiencia se evalué el peso corporal del animal en funcién del
tiempo, dado que éste es un indicador de la salud del mismo cuando se expone a un agente
quimico. Los animales tratados con DAB comenzaron a perder peso a partir de la quinta
semana y continuaron haciéndolo hasta el final del tratamiento. Durante todo el periodo de

intoxicacion, los animales tuvieron un peso corporal notablemente inferior al de los

controles.

Por otro lado, se registraron las caracteristicas macroscopicas de los higados
extraidos de animales tratados y controles. A simple vista, los higados perfundidos

provenientes de los animales con DAB presentaron un color marrén negruzco, consistencia
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fibrosa y un mayor tamafio (hepatomegalia) que los higados provenientes del grupo control

(Figura I.1).

Figura L.1. Fotografia de los higados provenientes de animales control (izquierda) y tratados
con el agente carcinogénico DAB (derecha).

Los animales recibieron DSL (control) durante 35 dias o bien una dieta suplementada con DAB
0,5% p/p disuelto en aceite de maiz (DAB) durante el mismo intervalo de tiempo.

La Figura 1.2 muestra la relacion peso del higado a peso corporal (PH/PC) en

funcion del tiempo de tratamiento y confirma los cambios clinicos observados.

Durante las primeras 12 semanas la relacion PH/PC experimenté un aumento
(36%) en los animales tratados con DAB con respecto al control, alcanzando su maximo
valor en la semana 20 (139%). En la semana 28 esta relacion de pesos disminuy6 al 110%.
De las observaciones clinicas antes mencionadas se deduce que la relacion PH/PC se vi6
incrementada tanto por el aumento en el peso del higado (hepatomegalia) como por la

disminucion del peso corporal de los animales.
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Figura 1.2. Relacién entre el peso del higado y el peso corporal durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los animales recibieron DSL (® control) o una dieta suplementada con DAB (® DAB) 0,5% p/p
durante un periodo total de 28 semanas, y fueron sacrificados a diferentes tiempos segun se indican.
Los datos muestran el promedio de tres experimentos independientes, realizados por triplicado y se
expresan como el valor medio = D.E. Valor inedio control a tiempo cero: 4,6010,35. Valor medio

tratado a tiempo cero: 4,55+0,30. Diferencias significativas con respecto al control: * (P<0.05),
**(P<0.01). Otras condiciones experimentales se describen en Materiales y Métodos.

I.3. Caracterizacion bioquimica del modelo experimental
1.3.1. Regulacién del pool de hemo: sintesis, catabolismo y utilizacién
1.3.1.1 ALA-S, MHO y P450

Todos los parametros ensayados mostraron alteraciones significativas a partir de

la semana 4.

La actividad del ALA-S en los animales tratados con el carcinégeno aumento6 de
manera significativa a partir del dia 35, mostrando una induccion del 110%, valor que se
mantuvo constante hasta la semana 10 del tratamiento para luego comenzar a disminuir y

llegar a una inhibicién del 50% en la semana 28 (Figura 1.3.a).
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La actividad de la enzima MHO se encontré disminuida en un 60% entre la
semana 5 y 10 del tratamiento, para luego recuperarse hasta alcanzar los niveles basales
(Figura 1.3.b).

300
250 %+
200
150
100 .
* %

50 []
Nigininininin
84 140 164

35 46 57 75

Actividad Especifica (%)

Dias de tratamiento

150 b

125 L T

100

50 %+ b

25

Actividad Especifica (% )
»
»

0 —— ) - A
35 46 57 75 84 140 164

Dias de tratamiento

Figura 1.3. Actividad del ALA-S (a) y de la MHO (b) durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio + D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles: ALA-S (35 dias): (1,14+0,3) 10 U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad
del ALA-S en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no difieren
en mas de un 30% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. MHO (35
dias): 2,2510,11 U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de la MHO en los animales
controles correspondientes al resto de los tieinpos ensayados no difieren en mas de un 20% entre si,
ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. Diferencias significativas con respecto al
control: “(P<0.05), * “(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la leyenda de la
Figura 1.2 y en Materiales y Métodos.
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El contenido del P450 se encontr6 aumentado entre un 100 y 200% entre las
semanas 4 y 10; luego disminuyd gradualmente hasta exhibir sélo un 25% de induccién en

la semana 28 (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Contenido del P450 durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio t D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles (35 dias): 0,34+0,03 nmoles/mg. de proteina. Los valores medios del contenido de P450
en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no difieren en mas de
un 20% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. Diferencias significativas

con respecto al control: (P<0.05), * “(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la
leyenda de la Figura 1.2 y en Materiales y Métodos.

Los resultados indican que el aumento en la actividad del ALA-S es paralelo al
incremento en el contenido del P450 y a la caida en la actividad de la MHO durante las
primeras semanas de intoxicacion. Estudios previos mostraron que un aumento en el
contenido del P450 microsomal estaba acompailado por la estimulacién de las enzimas
metabolizantes de drogas, lo cual requeria un incremento en la sintesis de hemo y por ende
en la actividad del ALA-S (De Matteis & Gibbs, 1972). Ya se habia demostrado que la
actividad de esta enzima esta aumentada en el higado de animales con porfiria inducida por
drogas (Granick & Urata, 1963). El aumento en el P450 microsomal y la induccién del
ALA-S observada después de la administracion de drogas, pueden ser dos aspectos de la
misma respuesta del hepatocito para detoxificar compuestos exégenos (Granick, 1966).
Cuando el PB, un clasico inductor porfirinogénico, se administra a ratas, causa

proliferacion del reticulo endoplasmatico liso, incremento en la sintesis de ARN de
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enzimas metabolizantes de drogas y aumento de la concentracion del P450, que estd
precedido por una mayor velocidad de sintesis del hemo (Peraino et al., 1971; De Matteis
& Gibbs, 1972).

En las ultimas semanas de intoxicacion, se observo una caida en el contenido de
P450 y en la actividad del ALA-S, acompailada por un aumento en la actividad de la MHO.
Debido a que estas alteraciones bioquimicas han sido un hecho constante en lesiones
hepaticas preneoplasicas de rata y carcinomas hepatocelulares primarios de rata y raton, se
ha propuesto que una alteracion en el camino biosintético del hemo seria la causa de la
deficiencia en el contenido de P450 (Stout & Becker, 1986). Los niveles reducidos del
ALA-S y un incremento de la MHO podrian resultar en una disminucion en el pool del
hemo intracelular durante la hepatocarcinogénesis, ya sea por una sintesis reducida, por un
incremento en el catabolismo o por ambos procesos. De ser asi, ademas del P450, podrian

encontrarse alterados los niveles de otras hemoproteinas.

Otro posible mecanismo, que explicaria los cambios bioquimicos observados en
las ultimas semanas del tratamiento, toma en cuenta el hecho de que el hemo no se degrada
directamente sobre el apocitocromo P450, sino que es necesaria su disociacion de la
apoproteina antes de que tenga lugar la degradacion del hemo (Bissel & Hammaker, 1976).
Un xenobidtico o algun metabolito del mismo, podria entonces alterar la afinidad del
apocitocromo P450 por el hemo (Bissel & Hammaker, 1976), de tal forma que se facilitara
la disociacion del holocitocromo, con la consiguiente disminucion en los niveles de P450.
El hemo disociado del apocitocromo P450 contribuiria a aumentar el pool 1abil de hemo
libre (Stout & Becker, 1990), con efectos regulatorios sobre la actividad del ALA-S y de la

MHO, que estarian asi reflejando los niveles de hemo en las células hepiticas.

Ademas, la disminucién de las actividades enzimaticas observada al final del
tratamiento podria explicarse teniendo en cuenta que la estimulacion marcada de algunas
de estas enzimas microsomales, por un periodo de tiempo suficiente, podria causar un
agotamiento de estos sistemas enzimaticos. De esta forma, una célula o su progenie, estaria
eventualmente deprimida de enzimas esenciales para la eliminacién de compuestos
exogenos o de desechos metabolicos. Tal deprivacién, por ende, podria jugar un rol
significativo en el proceso carcinogénico, al dotar a las células iniciadas de resistencia a la
toxicidad causada por xenobidticos.
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1.3.1.2 Triptofano pirrolasa

Estudios previos demostraron que la saturacion de la apo triptofano pirrolasa con
su activador, el grupo hemo, puede modificarse por tratamientos que causan destruccion,
inhibicion de la sintesis, incremento de la utilizacién y sintesis aumentada del hemo en el
higado (Badawy & Evans, 1973). Dado que la triptofano pirrolasa es una hemoproteina
cuya actividad estd regulada por el contenido de hemo (Badawy & Evans, 1973), se

decidio utilizarla como marcadora del pool del hemo.

Como se muestra en la Figura 1.5. la actividad de la triptofano pirrolasa se
encontré aumentada a partir de la semana 5 del tratamiento con el carcindgeno. En la
semana S alcanzo un 50% de induccidn, estos valores se mantuvieron sin variaciones hasta

la semana 20, a partir de la cual la induccion subié al 115%.
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Figura LS. Actividad de la triptofano pirrolasa durante la iniciacién de Ila
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio + D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles (35 dias): (3,41 0,4) 107 U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de la
triptofano pirrolasa en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no
difieren en mas de un 20% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. La
actividad de la enzima correspondiente al dia 84 de tratamiento no fue determinada. Diferencias
significativas con respecto al control: * “(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en
la leyenda de la Figura 1.2 y en Materiales y Métodos.

Estos resultados indican que en el modelo de hepatocarcinogénesis que hemos

empleado, el pool de hemo intracelular no seria un factor limitante en la sintesis de las
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hemoproteinas en general, ya que la actividad de la triptofano pirrolasa, una enzima hemo
dependiente, se mantuvo elevada durante todo el tratamiento. Estos hallazgos apoyarian asi
la hipdtesis de un aumento transiente en el pool de hemo durante las wltimas semanas del

tratamiento como ya hemos discutido en el punto anterior.

1.3.2. Enzimas de la fase 11
1.3.2.1 GST

Las GSTs son una familia de enzimas que catalizan la conjugacion del GSH con
productos electrofilicos derivados de xenobidticos biotransformados, incluyendo

carcindgenos, y se encuentran agrupadas en cuatro clases Alpha, Mu, Pi y Tetha.

En el higado, el GSH y las enzimas relacionadas con su metabolismo, GST, y-
glutamil transferasa, GPx y GRx, han sido identificadas como posibles marcadores de
hepatocitos preneoplasicos (Fiala et al., 1976; Cameron et al., 1978; Sato, 1990). En
nodulos hiperplasicos de higado de rata tratados con 2-AAF, las enzimas involucradas en
la conjugacion, tales como UDP-glucuronil transferasa y GST, se encontraron aumentadas
de 2 a 4 veces (Astron et al., 1983, Eriksson et al., 1983b). En tumores hepiticos de raton
inducidos con DENA, la actividad de la GST se increment6é un 172% (Stout & Becker,
1986).

En nuestro modelo de carcinogénesis hemos realizado un seguimiento de la GST
midiendo su actividad durante todo el periodo de ensayo. Los resultados mostraron que la
actividad de la GST se induce desde la primera semana de tratamiento llegando a un 100%
de incremento respecto a los niveles basales en la semana 3, y estos valores se mantuvieron
durante todo el intervalo de ensayo (Figura 1.6). Este aumento en la actividad de la GST,
marcadora de hepatotoxicidad (Allan et al., 1987), indica que el érgano esta sufriendo dafio

desde los estadios muy tempranos del tratamiento con el agente carcinogénico.
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Figura 1.6. Actividad de la GST durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promnedio + D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles (35 dias): 1,4510,25 U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de Ia GST en
los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no difieren en mas de un
25% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. Diferencias significativas

con respecto al control: * *(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la leyenda de
la Figura 1.2 y en Materiales y Métodos.

1.3.2.2 B glucuronidasa y sulfatasa

Las enzimas asociadas a la conjugacion, B-glucuronidasa y sulfatasa, se
encontraron disminuidas en un 50% y 15% respectivamente, durante los primeros 60 dias
del tratamiento. A partir del dia 75 la inhibicién fue del 20% para la B-glucuronidasa y del

50% para la sulfatasa, y estos valores se mantuvieron hasta finalizar el estudio (Figura 1.7).
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Figura LI.7. Actividad de la 3-glucuronidasa (a) y de la sulfatasa (b) durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio + D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles: B-glucuronidasa (35 dias): 19,86+1,70 URF/mg. de proteina. Los valores medios de la
actividad de la B-glucuronidasa en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos
ensayados no difieren en mas de un 20% entre si,, ni respecto al valor promedio determinado a los
35 dias. Sulfatasa (35 dias): 19,52+2,04 URF/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad
de la sulfatasa en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no
difieren en mas de un 20% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias.
Diferencias significativas con respecto al control: * *(P<0.01). Otras condiciones experimentales se
detallan en la leyenda de la Figura 1.2 y en Materiales y Métodos. Las actividades de [3-
glucuronidasa y sulfatasa correspondientes al dia 84 de tratamiento no fueron determinadas.

El-Mouelhi et al (1987) realizaron un estudio comparativo de las enzimas
involucradas en la metabolizacion de drogas en dos tumores humanos, cancer hepatico
primario y metastasis hepatica de carcinoma de colon. En el tumor hepatico secundario al

adenocarcinoma de colon se encontré que la concentracién de P450 y la actividad de las
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enzimas B-glucuronidasa y sulfatasa no estaban alteradas. En cambio, en el
hepatocarcinoma, la B-glucuronidasa, la sulfatasa y el P450 estaban disminuidos (El-
Mouelhi er al., 1987). Nuestros resultados coinciden con los hallazgos de otros autores y
sugieren que la metabolizacion de xenobiéticos por la via de la conjugacion ya estaria

alterada desde los primeros estadios de la hepatocarcinogénesis.

1.3.3. Estrés oxidativo y enzimas antioxidantes

El aumento en la generacion de radicales libres o la inhibicién de los sistemas de
defensa antioxidantes pueden alterar el equilibrio que existe normalmente entre la
velocidad de generacion y de disipacion de dichos radicales en las células, lo cual
produciria un aumento en las concentraciones de estas especies en el estado estacionario;

que resultaria en un estado de estrés oxidativo.

Existen evidencias experimentales que indican que los radicales libres,
particularmente los ROS y los NOS, pueden estimular el desarrollo del cancer en sus tres
estadios: iniciacion (Hussain et al., 1994), promocion (Nakamura ef al., 1988) y progresién

(Salim, 1993).

Entre los constituyentes celulares que son blancos primarios de la accion de los
radicales libres se hallan los acidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas
biologicas, que son susceptibles de peroxidacion por ROS y NOS. Asi la peroxidacion de
los lipidos de membrana para dar radicales peroxilos organicos, iniciaria una reaccién en
cadena que podria explicar muchos de los efectos que ocurren en las membranas mediadas

por radicales libres (Freeman & Crapo, 1982; Halliwell & Gutteridge, 1984).

El nivel de MDA, formado por la ruptura de acidos grasos poliinsaturados y
expresados como contenido de especies reactivas de oxigeno (TBARS), constituye un
indice conveniente para la medida del grado de peroxidacién lipidica (Niehaus &

Samuelson, 1968).

En nuestro modelo experimental, hemos encontrado que el contenido de TBARS

aument6 un 90% hacia la semana 10 y continu6 en ascenso hasta llegar a un 200% entre las
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semanas 12 y 28 (Figura 1.8). Este incremento significativo en el contenido de TBARS,

esta indicando un alto grado de estrés oxidativo.
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Figura 1.8. Contenido de TBARS durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio t D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles (35 dias): 0.135+0,024 nmoles/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de la
triptofano pirrolasa en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no
difieren en mas de un 30% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias.

Diferencias significativas con respecto al control: "(P<0.05), * *(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la leyenda de la Figura 1.2 y en Materiales y Métodos.

Las enzimas SOD, catalasa y GPx son las mas importantes del sistema de defensa
antioxidante de la célula (Sun, 1994). En ausencia de estrés oxidativo, las ROS se
mantienen en bajos niveles, a través del balance coordinado de estas enzimas (Remacle et
al., 1992). Tanto la caida en la actividad antioxidante como la sobreexpresion no
equilibrada de alguna de estas enzimas, por ejemplo la SOD (Cerutti & Trump, 1991),

pueden incrementar la vulnerabilidad de las células de mamiferos frente a la accion de las

ROS.

En nuestro modelo encontramos que la catalasa disminuy6 en un 20% a partir de
la segunda semana de tratamiento con DAB (datos no mostrados) y alcanzé un 50% de
inhibicion respecto al control en la semana 5. Desde esta semana hasta la semana 10 se

mantuvo sin variaciones adicionales, para luego continuar cayendo hasta perder un 75% de

108



su actividad a la semana 20, recuperdndose parcialmente hacia el final del ensayo, pero

manteniéndose aun significativamente disminuida respecto al valor control (Figura 1.9.a).

La SOD estuvo disminuida entre un 20 y un 40% durante todo el periodo de

intoxicacion, comparada con su actividad en los animales controles (Figura 1.9b).
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Figura L1.9. Actividad de la catalasa (a) y de la SOD (b) durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio + D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles: catalasa (35 dias): (1,910,2) 10° U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad
de la catalasa en los animales controles comrespondientes al resto de los tiempos ensayados no
difieren en mas de un 20% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. SOD
(35 dias): 186110 U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de la SOD en los animales
controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no difieren en mas de un 20% entre si,
ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. Diferencias significativas con respecto al
control: * *(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la leyenda de la Figura 1.2 y

en Materiales y Métodos.
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La actividad de la GPx también estuvo inhibida en un 30% en los animales
tratados (Figura 1.10.a), mientras que la GRx aumenté en un 90% durante el periodo

analizado (Figura 1.10.b).
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Figura 1.10. Actividad de la GPx (a) y de la GRx (b) durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son el promedio + D.E. de los datos obtenidos de por lo menos 6 animales
y se expresan como porcentaje del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios
controles: GPx (35 dias): 6,210,3 U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de la GPx
en los animales controles correspondientes al resto de los tiempos ensayados no difieren en mas de
un 20% entre si, ni respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. GRx (35 dias): 24,1+2,3
U/mg. de proteina. Los valores medios de la actividad de la GRx en los animales controles
correspondientes al resto de los tiempos ensayados no difieren en mas de un 25% entre si, ni
respecto al valor promedio determinado a los 35 dias. Diferencias significativas con respecto al
control: * “(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la leyenda de la Figura 1.2 y
en Materiales y Métodos.

La GPx y la SOD son inhibidas por el H,O,, mientras que la catalasa es inactivada

por los radicales hidroxilos y O,"~ (Pigeolet et al., 1990). Dado que las tres enzimas del
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sistema antioxidante son susceptibles por lo menos a una de las especies de oxigeno
reactivas, en caso de un aumento en el estrés oxidativo, podria tener lugar una inhibicién
llevando a un proceso autocatalitico irreversible, en el cual la produccién de las ROS

incrementaria continuamente conduciendo a la muerte celular (Pigeolet et al., 1990).

El alto grado de estrés oxidativo presente en nuestro modelo, evidenciado por el
aumento significativo en el contenido de TBARS, seria, por lo tanto, el responsable de la

inhibicion observada en la actividad de las enzimas del sistema antioxidante.

El aumento de la actividad de GRx, podria explicarse como un intento de la célula
por reponer los niveles de GSH, necesarios para su conjugacion con el DAB, durante los

procesos de detoxificacion y eliminacién del mismo.

1.4. Estudios de expresion génica

A fin de comprender los mecanismos subyacentes a las alteraciones bioquimicas
observadas tempranamente, se realizaron estudios a nivel de la expresion génica de algunas

de las enzimas estudiadas.

1.4.1. ALA-S

Para conocer las bases moleculares de las alteraciones bioquimicas en la actividad
del ALA-S, provocadas por el tratamiento con el carcindégeno, se estudiaron los niveles de
ARNmMm de esta enzima. El objetivo fue dilucidar si el aumento en la actividad del ALA-S
detectado en las primeras semanas de tratamiento, era debido a una mayor estabilidad de la
enzima o a un aumento en su expresion génica. Los niveles del ARNm del ALA-S se
determinaron por Northern blot usando como sonda el ADNc de rata contenido en el
plasmido pKRA2c. Para ello se utilizd ARN total de higado de animales controles y
tratados con el carcindgeno durante 42 dias. El tamafio del ARNm detectado
(aproximadamente 2000 pb) coincide con el descripto para el ALA-S de ratén (Yomogida
etal., 1993) (Figural.11).

111



« ALA-S

« GAPDH

Figura 1.11. Medicién de los niveles de ARNm del ALA-S en animales controles y tratados

con DAB.
Los animales recibieron DSL durante 42 dias (C) o bien una dieta suplementada con DAB 0,5% p/p

disuelto en aceite de maiz (DAB) durante el mismo intervalo de tiempo.

El ARN total (20 pg/linea) extraido del higado de animales pertenecientes a ambos grupos
experimentales se separ6 por electroforesis, se transfiri6 e hibridiz6 con los ADNc
correspondientes a los ARNm de ALA-S y GAPDH, marcados con 32P, como se describié en
Materiales y Métodos. Los datos sobre los niveles d¢ ARNm fueron obtenidos por tres experiencias
independientes. Las flechas indican las posiciones de los ARNm correspondientes al ALA-S y a la
GAPDH. Otras condiciones experimentales se detallan en Materiales y Métodos.

Los resultados demostraron que el ARNm estaba aumentado en un 70%. Esto
podria deberse a una mayor expresion del gen o a un cambio en su vida media. En cultivos
de células hepaticas de embrién de pollo tratados con hemo se ha descripto una
disminucion en la vida media del ARNm del ALA-S (Drew & Ades, 1989), mientras que la
administracion de inhibidores de la biosintesis del hemo en las mismas células produjo un
incremento en la estabilidad de dicho ARNm (Cable et al., 1996). En base a estos datos, se
realizé un estudio cinético para medir la vida media del ARNm del ALA-S en nuestro
modelo experimental. En la Figura 1.12 se observa que, tanto en los animales controles
como en los tratados con DAB, la vida media del ARNm es de 26 minutos lo cual coincide

con la vida media descripta para el mismo ARNm por otros autores (Yamamoto et al.,

1988).
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Figura 1.12. Anailisis de la vida media del ARNm del ALA-S en los animales tratados con

DAB y en animales controles.

Los animales recibieron DSL durante 42 dias (—8— Control) o bien una dieta suplementada con
DAB 0,5% p/p disuelto en aceite de maiz (- - —~@— - — DAB) durante el mismo intervalo de tiempo.
La vida media del ARNm del ALA-S fue determinada usando a-amanitina (150 pg por Kg de peso
corporal), la cual fue administrada por via i.p. Los animales se sacrificaron a los 0, 10, 20, 30, 45 y
60 minutos después de la aplicacién de la a-amanitina. Otras condiciones experimentales se
detallan en Materiales y Métodos.

Por lo tanto, el aumento de la expresién del gen provocaria el incremento
observado en la actividad de la enzima ALA-S. Por otro lado, dado que no se encontraron
variaciones en la vida media del ARNm esto indicaria que durante las primeras semanas

del tratamiento no se estaria produciendo ninguna alteracién significativa en el pool del

hemo.

1.4.2. MHO

En la Figura 1.3.b. se habia observado que el tratamiento con DAB provocaba una
caida en la actividad enzimdtica de la MHO de un 60%. La MHO ha sido identificada
como una proteina marcadora de estrés, inducible por hemo, por otras metaloporfirinas, por
metales de transicion y por estimulos que inducen estrés celular (Elbirt & Bonkouski,

1999). Por lo tanto, se investigo si la disminucion de la actividad de la MHO observada en
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nuestro modelo experimental era debida a una menor transcripciéon de su ARNm. Los
niveles del ARNm de la MHO se determinaron por Northen blot usando como sonda el
ADNCc de rata contenida en el plasmido pRHOI. Para ello se utilizo6 ARN total de higado

de animales controles y tratados con el carcinégeno durante 42 dias.

El tamafio del ARNm detectado (aproximadamente 1800 nucleétidos) coincide
con el transcripto de la MHO de ratén (Kurata & Matsumoto, 1992). Debe seiialarse que en
contraste a lo medido enzimaticamente, se observo un aumento del 170% en el contenido
del ARNm (Figura 1.13), ésto podria deberse a un aumento en su transcripcién o a un
aumento en su estabilidad ya que se ha demostrado que ambos puntos de regulacion
influyen sobre los niveles del ARNm de la MHO en estado estacionario (Hartsfield et al.,
1997). Existen buenas evidencias que establecen que la formacion de ROS o condiciones
que llevan a los tejidos a estrés oxidativo, como la hiperoxia, actian como disparadores de
la expresion génica de la MHO (Takahashi et al., 1998, Rensing et al., 1999). En nuestro
modelo experimental, hemos encontrado seilales de estrés oxidativo desde las primeras
etapas del estudio (ver punto 1.3.3.). Por lo tanto, una causa posible del aumento observado
en los niveles de ARNm de la MHO, seria la formacion en exceso de especies reactivas
que estarian provocando una respuesta celular adaptativa, dentro de la cual se hallaria la
sintesis de la MHO como generadora de bilirrubina, un importante agente antioxidante. Por
lo tanto, la disminucion de la actividad de la MHO no se deberia a una disminucion en el
contenido del ARNm sino a que otros factores estarian regulando su actividad enzimatica.
Al respecto, estudios previos realizados en higado de ratén, demostraron que se producia
un incremento en la actividad enzimatica como respuesta a la administracion del factor de
necrosis tumoral o interleuquina I (Cantoni et al., 1991). Sin embargo, este aumento era
significativamente menor al observado en los niveles del ARNm. Resultados similares se
obtuvieron con la MHO de cerebro de ratén cuyo ARNm fue inducido entre 2 y 3 veces
por la administracion de endotoxinas bacterianas mientras que la proteina permaneci6
indetectable en los ensayos de Western blott realizados sobre las mismas muestras (Sun ef
al., 1990). Esta discrepancia se deberia probablemente a eventos post-transcripcionales,
tales como estabilidad del ARNm y/o estabilidad de la proteina activa (Rizzardini et al.,
1993).
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Figura 1.13. Medicién de los niveles de ARNm de la MHO en animales controles y tratados

con DAB.
Los animales recibieron DSL durante 42 dias (C) o bien una dieta suplementada con DAB 0,5%

p/p disuelto en aceite de maiz (DAB) durante el mismo intervalo de tiempo. El ARN total (20
pg/linea) extraido del higado de animales pertenecientes a ambos grupos experimentales se
separd por electroforesis, se transfirid e hibridizé con los ADNc correspondientes a los ARNm de
MHO y GAPDH, marcados con *’P, como se describi6 en Materiales y Métodos. Los datos sobre
los niveles de ARNm fueron obtenidos por tres experiencias independientes. Las flechas indican
las posiciones de los ARNm correspondientes a la MHO y a la GAPDH. Otras condiciones

experimentales se detallan en Materiales y Métodos.

1.4.3. GST-P

La GST-P es una isoenzima no inducible por xenobidticos, como los
carcindgenos, pero que se expresa constitutivamente en todos los nddulos hiperplasicos,
carcinomas celulares y en células iniciadas que aparecen en los estadios muy tempranos de

la hepatocarcinogénesis.

Dado el aumento en la actividad de la GST observado a lo largo de todo el
tratamiento con el carcinégeno (Seccién 1.3.2.), y que la isoforma GST-P es considerada
uno de los marcadores mas confiable de las lesiones preneoplésicas en el higado de ratas
(Dragan ef al., 1994), se determind el contenido de su ARNm para caracterizar el estado de

iniciacion de los animales tratados con DAB.

Para la extraccion del ARNm se utilizaron los higados de los animales tratados

con el carcindgeno durante 42 dias y éste fue analizado por Northern blot usando el inserto
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contenido en el plasmido pGPS. La Figura [.14 muestra una banda de 750
nucleétidos, que es la medida esperada para el ARNm de la GST-P (Suguoka et al., 1985).

Como se muestra en la Figura 1.14. el contenido de ARNm en los animales
tratados con DAB se encontré disminuido en un 33%, comparado con el ARNm de los

animales controles.

« GAPDH
« GST-P

Figura 1.14. Medicion de los niveles de ARNm de la GST-P en animales controles y tratados

con DAB.
Los animales recibieron DSL durante 42 dias (C) o bien una dieta suplementada con DAB 0,5% p/p

disuelto en aceite de maiz (DAB) durante el mismo intervalo de tiempo. El ARN total (20 pg/linea)
extraido del higado de animales pertenecientes a ambos grupos experimentales se separé por
electroforesis, se transfiri e hibridizé con los ADNc correspondientes a los ARNm de GST-P y
GAPDH, marcados con *’P, como se describié en Materiales y Métodos. Los datos sobre los
niveles de ARNm fueron obtenidos por tres experiencias independientes. Las flechas indican las
posiciones de los ARNm correspondientes a la GST-P y a la GAPDH. Otras condiciones
experimentales se detallan en Materiales y Métodos.

L.5. Estudios histolégicos

Para determinar posibles cambios morfolégicos de las células hepéticas en los
animales tratados, se realizaron estudios histolégicos a diferentes tiempos. A partir de la
semana 6 de tratamiento las células mostraron variaciones en las medidas de los nticleos y
pleomorfismo. Ademas, se encontraron células multinucleadas y presencia de neutréfilos.
También se observd hemosiderosis en las células de Kupffer (Figura 1.15). Estas
alteraciones no fueron observadas en los cortes de los higados controles (Figura 1.16). Solo

mostraron vacuolizacion como consecuencia del contenido de aceite en la dieta.
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Figura 1.15. Analisis histolégico del higado de ratones tratados con DAB.

Se seccionaron los higados de animales que recibieron una dieta suplemantada con DAB 0.5% p/p
durante 6 semanas. Los cortes se tifieron con HE. a (100X): las flechas indican el dafio al tracto
portal (1); hemosiderosis en las células de Kupffer (2); variaciones en el tamafio nuclear,
pleomorfismo (3); y neutréfilos (4). b (250X): ampliaciéon de la seccion correspondiente al
recuadro dibujado en la figura a. ¢ (250X): parénquima con neutréfilos. Otras condiciones
experimentales se detallan en Materiales y Métodos.
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Figura 1.16. Analisis histolégico del higado de ratones controles

Se seccionaron los higados de animales controles que recibieron una dieta DSL embebida en aceite
de maiz durante 6 semanas. Los cortes se tifieron con HE (100X). Otras condiciones
experimentales se detallan en Materiales y Métodos.

Las secciones histologicas de 6/6 animales tratados con DAB (14 semanas)
muestran arquitectura hepatica globalmente conservada destacindose hiperplasia de
hepatocitos en el centro del lobulillo, presencia de trombos biliares y abundante depdsito
de hemosiderina intrahepatocitaria y en las células de Kupffer (Figura 17.a). Ademas, se
destacaron focos de necrosis, con una frecuencia de 3/6, distribuidos irregularmente,

rodeados por leucocitos (Figura 1.17.b). No se observaron cambios displasicos ni

neoformacion.
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Figura 1.17. Analisis histolégico del higado de ratones tratados con DAB.

Se seccionaron los higados de animales que recibieron una dieta suplemantada con DAB 0.5% p/p
durante 14 semanas. Los cortes se tifieron con HE. a (160%): hiperplasia en el centro del lobulillo;
b (160%): las flechas sefialan depositos de hemosiderina en las células de Kupffer y zona de
necrosis. Otras condiciones experimentales se detallan en Materiales y Métodos.
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Capitulo II

Efecto de inductores porfirinogénicos sobre el contenido de P450 y la
regulacion del camino biosintético del hemo en animales tratados con el

carcinoégeno

Se estudiaran los mismos parametros bioquimicos detallados anteriormente en
animales sometidos a agentes porfirinogénicos después de establecido el estado de
preiniciacion, a fin de investigar si dicho estado altera los mecanismos regulatorios
naturales de la via biosintética del hemo. Los agentes porfirinogénicos seleccionados para
este fin son: AIA cuya accion se centraliza en la reduccion del pool de hemo regulatorio
por destruccion del P450 y VER que produce reduccion del pool de hemo libre por
aumento de la sintesis de apocitocromo P450, y el consiguiente incremento de las oxidasas

microsomales.

I1.1. Efecto del AIA

Se habia encontrado (Seccidn I), que la actividad del ALA-S estaba aumentada un
100% en los animales tratados con DAB. Como se esperaba el tratamiento con AIA
provoco la conocida induccion del ALA-S (70%). Sin embargo, el agente porfirinogénico
no causoé ningun efecto aditivo sobre la induccién del ALA-S observada por el tratamiento

con DAB (Figura I1.1.a).

En los animales tratados con AIA la MHO se inhibié el 30%; mientras que en los
animales tratados con DAB la inhibiciéon fue del 60%. Nuevamente se observé que la
administracion de AIA a los animales alimentados con DAB no provocd efectos

adicionales sobre la actividad de la MHO (Figura II.1.b).
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Figura IL.1. Efecto del AIA sobre las actividades del ALA-S (a) y de la MHO (b) durante la
iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

A un grupo de animales se les administr6 una dieta suplementada con DAB 0,5% p/p durante 35
dias, mientras que los animales controles recibieron DSL durante el mismo periodo. Algunos
animales de ambos grupos fueron tratados con AIA, 357 mg/Kg. de peso corporal, o solucién
salina, en una unica dosis i.p., 16 h antes del sacrificio. Los valores presentados son promedios +
D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como % del valor control promedio, tomado como
100%. Valores medios controles: ALA-S: (1,310,2) 10* U/mg. de proteina; MHO: 2,1740,13
U/mg. de proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras
condiciones experimentales se indican en Materiales y Métodos.

La falta de respuesta frente a la accion del agente porfirinogénico AIA en el
higado de animales tratados con DAB, estaria evidenciando una desregulacion del

metabolismo del hemo en dicho drgano.



En los animales tratados con DAB el P450 se encontré incrementado 100%
(Figura I1.2). Como era de esperar el tratamiento con AIA disminuyé en un 70% el
contenido de P450 y también redujo a la mitad la induccién del P450 en los animales

previamente tratados con DAB resultando sélo en un aumento del 50% con respecto a los

controles (Figura I1.2).
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Figura IL.2. Efecto del AIA sobre el contenido de P450 durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: 0,33+0,02 nmoles/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB:
"(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la Figura Il.1 y en Materiales y
Meétodos.

A pesar de la disminucion del P450 en los animales tratados con DAB y AIA
respecto a los niveles encontrados en el grupo tratado con DAB, ya observamos que no
hubo diferencias significativas en la induccién del ALA-S entre ambos grupos. Estos
resultados estan de acuerdo con la hipétesis de una desregulacion del metabolismo del

hemo en el modelo bajo estudio.

En los animales tratados con AIA no hubo alteraciones en la triptofano pirrolasa;
mientras que en los grupos DAB y DAB+AIA se encontr6 una induccién del 35% (Figura
I1.3.a). Badawy & Evans, (1973) demostraron que el AIA provoca una induccion de la
expresion de la apoenzima triptofano pirrolasa, aunque no induce la actividad de la
holoenzima, llevando asi, a una disminucién en el porcentaje de saturacion de la enzima
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por hemo. El incremento inducido por el porfirinégeno en los niveles de apoenzima podria

atribuirse a mecanismos de estrés o estar mediado por corticosteroides, mientras que la

concomitante disminucion en la saturacién por hemo de la apoenzima seria causada por la

pérdida de hemo del higado.
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Figura IL.3. Efecto del AIA sobre las actividades de triptofano pirrolasa (a) y catalasa (b)

durante la iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: triptofano pirrolasa:
(3,640,3) 10? U/mg. de proteina; catalasa: (1,840,2) 10° U/mg. de proteina. Diferencias
significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.05). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura II.1 y en Materiales y Métodos.
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La actividad de la catalasa se redujo en un 20% como resultado del tratamiento
con AIA, mientras que en los animales tratados con el carcinégeno la inhibicién fue del
60%. En tanto que en los animales tratados con DAB+AIA, la inhibicion fue del 80%
correspondiendo a un efecto aditivo de las dos drogas (Figura I1.3.b). La administracién de
AIA genera una caida en los niveles de hemo hepiticos producida por un aumento en la
degradacion en los microsomas, en el citosol o en ambos (De Matteis, 1971; 1972). Dado
que la catalasa es una hemoproteina, los niveles de la misma podrian estar afectados por la
caida o disminucién en el pool del hemo causada por la administraciéon del AIA. Estos
resultados muestran entonces el efecto aditivo del AIA sobre la inhibicién de la catalasa

causada por el carcinoégeno.

La actividad de la GST aumentada 100% en los animales tratados con DAB se
incrementé aun mas (200%) por el subsecuente tratamiento con AIA. Sin embargo, el
agente porfirinogénico no provocd alteraciones en la actividad enzimatica basal (Figura
I1.4). El aumento de la actividad de la GST observado en los animales tratados con DAB y
AIA estaria reflejando un incremento de la hepatotoxicidad causado por la combinacion de
ambas drogas. Si bien el AIA por si solo no tuvo ningun efecto sobre la actividad de la
GST, la alteracién producida en el higado por el tratamiento previo con DAB podria estar

aumentando la susceptibilidad del 6rgano a la accidn citotéxica del AIA.
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Figura I1.4. Efecto del AIA sobre la actividad de la GST durante la iuiciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: 1,55+0,27 U/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB:
(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la Figura II.1 y en Materiales y

Meétodos.
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Cuando se midieron las enzimas de la fase II, 8 glucuronidasa y sulfatasa el AIA
no tuvo ningun efecto. En el grupo tratados con DAB, la inhibicién de la 8 glucuronidasa
fue del 50% mientras que la de la sulfatasa fue del 20% y no se observo efecto adicional en

el grupo DAB+AIA (Figura IL.5).
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Figura IL.5. Efecto del AIA sobre las actividades de 3 glucuronidasa (a) y sulfatasa (b)
durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios * D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: B glucuronidasa:
21,86+£1,50 URF/mg. de proteina; sulfatasa: 20,52+1,57 URF/mg. de proteina. Diferencias
significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en
la Figura II.1 y en Materiales y Métodos.
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I1.2. Efecto del VER

En los animales que fueron tratados con VER el aumento de la actividad
enzimatica del ALA-S fue del 63%. Sin embargo, en los animales tratados con DAB+VER
no se observé ningun efecto aditivo sobre el incremento del 100% ya provocado por el

agente carcinogénico solo (Figura I1.6.a).
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Figura IL.6. Efecto del VER sobre las actividades del ALA-S (a) y de l]a MHO (b) durante la
iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

A un grupo de animales se les administré una dieta suplementada con DAB 0,5% p/p durante 35
dias, mientras que los animales controles recibieron DSL durante el mismo periodo. Animales de
ambos grupos fueron tratados con VER, 167 mg/Kg. de peso corporal, o solucion salina, en tres
dosis i.p., una cada 24 h y se sacrificaron 18 h después de la ultima dosis. Los valores presentados
son promedios * D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como % del valor control
promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: ALA-S: (1,510,3) 10* U/mg. de
proteina; MHO: 2,29+0,11 U/mg. de proteina. Diferencias significativas con respecto al control: -
**(P<0.01). Otras condiciones experimentales se indican en Materiales y Métodos.
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La MHO, se encontr6 disminuida entre un 40-60% en todos los grupos. El VER
tampoco produjo cambios adicionales en los animales tratados previamente con DAB
(Figura 11.6.b).

El contenido de P450 se encontré aumentado en todos los grupos. En los animales
tratados con VER el aumento fue del 200%, mientras que en animales tratados con DAB y

DAB+VER la induccion fue menor (100%) (Figura I1.7).
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Figura IL.7. Efecto del VER sobre el contenido de P450 durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: 0,361+0,04 nmoles/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura I1.6 y en Materiales y Métodos.

Se sabe que las drogas del tipo PB producen un aumento en el contenido de P450
(Waxman & Azaroff, 1992), que se debe a la sintesis aumentada de la apoproteina (Jover et
al., 1996). Esta induccion esta precedida por un incremento en la biosintesis del hemo

(Brady, et al., 1993). Nuestros resultados concuerdan con estos efectos del PB.
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En forma similar a lo observado en los animales tratados con AIA, el VER
tampoco modifico las actividades del ALA-S y de la MHO en los animales tratados con
DAB lo cual estaria reforzando nuestra hipétesis sobre una desregulacion del metabolismo

del hemo en el higado de estos animales.

La actividad de la hemoproteina triptofano pirrolasa aumenté en un 35% en los
grupos tratados con DAB o VER; mientras que en los animales tratados con DAB+VER se
observo un efecto adicional del 60% (Figura I1.8.a).
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Figura IL.8. Efecto del VER sobre las actividades de triptofano pirrolasa (a) y catalasa (b)
durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: triptofano pirrolasa:
(3,340,5) 107 U/mg. de proteina; catalasa: (2.1540,13) 10° U/mg. de proteina. Diferencias
significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura I1.6 y en Materiales y Métodos.
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Estos resultados coinciden con los descriptos previamente por otros autores
mostrando que la administracion de andlogos del PB en ratas causa un incremento en la
actividad de la holoenzima triptofano pirrolasa, sin modificar la concentracién de la
apoenzima, lo cual estaria indicando que el PB y sus andlogos ejercen un efecto sobre la

utilizacion del hemo por parte de esta enzima (Badawy & Evans, 1973).

No hubo cambios en la actividad de la catalasa en los animales que recibieron
VER, que se encontr6 disminuida en un 60% en los grupos tratados con DAB vy
DAB+VER (Figura I1.8.b).

El VER no produjo ningin efecto sobre los niveles de la actividad de la GST ni en
los animales que recibieron la dieta estandar (VER: 100%) ni en aquellos a los que se les
suministro el agente carcinogénico (DAB: 210%; DAB+VER: 190%) (Figura I1.9).

250 .
T * W
$ 200 T
3
S 150
&
&
o 100 T
o
9
2
5 50
0 -
VER DAB DAB+VER

Figura IL9. Efecto del VER sobre la actividad de la GST durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios * D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: 1,401+0,24 U/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura I1.6 y en Materiales y Métodos.

Estos resultados indicarian que la administracién de VER no provocaria efectos

hepatotoxicos adicionales a los ya producidos por el carcinégeno.
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Nuevamente, en los grupos que recibieron DAB y DAB+VER las actividades de
B glucuronidasa y sulfatasa disminuyeron en un 50% y 15% respectivamente, mientras que

en el grupo tratado solo con VER no hubo cambios (Figura I1.10).
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Figura I1.10. Efecto del VER sobre las actividades de 3 glucuronidasa (a) y sulfatasa (b)
durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: B glucuronidasa:
18,96+1,21 URF/mg. de proteina; sulfatasa: 18.45t1,98 URF/mg. de proteina. Diferencias
significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en
la Figura I1.6 y en Materiales y Métodos.
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Se ha investigado entonces el efecto de dos agentes porfirinogénicos que actian
por diferentes mecanismos y provocan la induccién de la enzima regulatoria de la
biosintesis del hemo. Con nuestro modelo de iniciacién, ambos agentes no produjeron
alteraciones adicionales a las ya provocadas por el carcinégeno. Estos datos apoyan nuestra
hipétesis, a cerca de que los cambios metabdlicos que ocurririan en el higado de los
animales tratados con DAB, seria la consecuencia de un mecanismo de respuesta primaria
que conduciria a un gran aumento en los niveles del P450. Estas alteraciones metabdlicas
sensibilizarian a la célula, produciendo un modelo bioquimico caracteristico y diferente al

que se ha descripto para el modelo del HR.
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Capitulo III

Estudio del efecto preventivo de los antioxidantes en los estadios

tempranos de la hepatocarcinogénesis quimica

Se ha demostrado que el estrés oxidativo puede inducir mutaciones en el ADN
(Ames & Gold, 1991). Cada vez son mas las evidencias que establecen que el dafio
peroxidativo estd involucrado en el desarrollo de un numero de enfermedades
degenerativas incluyendo el cancer, por lo cual son predecibles los efectos benéficos de los

antioxidantes en el tratamiento y la prevencion de estas enfermedades.

Se ha comprobado que el riesgo de desarrollar cancer humano se correlacionaba
inversamente con el contenido de retinol sanguineo y con el BC de la dieta (Peto et al.,
1981). La vitamina A y derivados del acido retinoico parecen prevenir varios canceres
inducidos por hidrocarburos aromdticos policiclicos y tienen un efecto protector contra
canceres de piel, tracto respiratorio y vejiga, inducidos experimentalmente (Ong & Chytil,

1983).

La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble, que actia protegiendo a los
lipidos tisulares del dafio de la peroxidacion (Rautalahti & Huttunen, 1993). Se demostrd
que el o-T previene la peroxidacion lipidica tanto in vitro (May & McCay, 1968) como in
vivo (Levine et al., 1973). Se ha sugerido que si se aumenta la ingesta de vitamina E sobre
los niveles requeridos para prevenir su deficiencia, puede impedirse el dafio de células y
tejidos a largo plazo (Clemens, 1990). Incluso se ha demostrado que, si bien la ingesta de
vitamina E por si misma no estd relacionada con el riesgo de contraer cancer, niveles
séricos bajos de la misma acoplados con niveles bajos de selenio pueden aumentar la

incidencia de esta enfermedad (Horvath & Ip, 1983).

Sobre estas bases, resulté de interés investigar el efecto de la administracion de los
antioxidantes BC y o-T sobre el proceso de iniciacion de la carcinogénesis, regulacion del
camino del hemo e interaccion con el sistema metabolizante de drogas y susceptibilidad al

dafio peroxidativo.
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Se midieron entonces diferentes marcadores del estrés oxidativo asi como las
enzimas relacionadas con el camino del hemo, el contenido del P450 y enzimas de la fase

II.

II1.1. B caroteno.

La actividad del ALA-S se encontr6 aumentada en un 116% en los animales
tratados con el carcindgeno; mientras que no se modific6 en los animales que solamente
recibieron BC (Figura IIl.1.a). Sin embargo, cuando el carcindgeno y el BC se

suministraron en forma conjunta, la inducciéon del ALA-S disminuyé cerca de un 50%.
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Figura II1.1. Efecto del BC sobre las actividades del ALA-S (a) y de la MHO (b) durante la
iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

A un grupo de animales se les administr6 una dieta suplementada con DAB 0,5% p/p durante 46
dias, mientras que los animales controles recibieron DSL durante el mismo periodo. Otros dos
grupos de animales, tratados y no tratados con DAB, recibieron BC 0,1% p/p administrado en el
alimento. Los valores presentados son promedios t D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan
como % del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: ALA-S: (1,6
+0,4) 10™ U/mg. de proteina; MHO: 2,7140,12 U/mg. de proteina. Diferencias significativas con
respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.01). Otras condiciones experimentales se
indican en Materiales y Métodos.

La actividad de la MHO disminuyé un 50% en el grupo tratado con el carcindgeno
pero no hubo cambios en los grupos 8C o DAB+BC (Figura II1.1.b).

El tratamiento con BC revirtié parcialmente la induccion del ALA-S provocada por

el DAB, mostrando asi un rol antagénico al efecto desregulatorio del carcinégeno sobre la
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via del hemo. Por otro lado, el BC no tuvo efecto alguno sobre la disminucién de la MHO
en los mismos animales. Los bajos niveles d¢ MHO podrian indicar una respuesta
compensatoria de la célula al aumento en la demanda de hemo provocado por el

incremento del contenido de P450.

Como se esperaba el contenido de P450 aumentd un 190% en el grupo DAB. En el
grupo tratado solamente con BC, la induccion fue del 350% mientras que en el grupo
DAB+AC el contenido de P450 se increment6 ain mas (400%) (Figura I11.2.a).
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Figura II1.2. Efecto del BC sobre el contenido de P450 (a) y la actividad de la triptofano
pirrolasa (b) durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: P450: 0,31+0,04
nmoles/mg. de proteina; triptofano pirrolasa: (3,20,3) 102 URF/mg. de proteina. Diferencias
significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB: "(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura III.1 y en Materiales y Métodos.
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La induccién del P450 por BC en animales sometidos a una dieta carcinogénica ya
habia sido descripta por otros autores y representaria una respuesta tendiente a controlar la

accion citotoxica del carcindgeno (Sarkar et al., 1994).

La actividad de la triptofano pirrolasa inducida en un 50% en el grupo tratado con
el carcindgeno, no sufrid alteraciones adicionales respecto a los controles correspondientes

ni en el grupo BC ni en el grupo DAB+BC (Figura II1.2.b).

El aumento observado en la actividad de la triptofano pirrolasa de los animales
tratados con BC podria deberse a un efecto del antioxidante sobre la utilizacion del hemo
hepatico por parte de la hemoproteina, que ya ha sido descripto para otras drogas
inductoras del P450 (Badawy & Evans, 1973).

La actividad de la GST se incrementé un 118% en los animales tratados con DAB,
mientras que el tratamiento con BC no provocé cambios. Sin embargo, en el grupo tratado
con DAB+BC la induccién de la GST se redujo a solamente un 50% (Figura I11.3), lo cual
podria reflejar una accién preventiva del antioxidante contra la hepatotoxicidad causada

por el carcinégeno.
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Figura IIL3. Efecto del BC sobre la actividad de la GST durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: 1,3410,21 U/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB:
(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la Figura IIl.1 y en Materiales y
Métodos.
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Las actividades de las enzimas antioxidantes, catalasa y SOD, se encontraron
significativamente disminuidas en los animales tratados con el carcinégeno (53% y 37%
respectivamente), mientras que no sufrieron cambios en el grupo que recibi6 el
antioxidante. En tanto que en el grupo tratado con BC+DAB, la actividad de la catalasa, no
vario con respecto a los animales tratados con DAB, aunque se observo cierta recuperacion
en la actividad de 1a SOD (17%) (Figura II1.4).
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Figura II1.4. Efecto del BC sobre las actividades de la catalasa (a) y de la SOD (b) durante la
iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: catalasa: (1,7710,3) 10°
U/mg. de proteina; SOD: 198114 U/mg. de proteina. Diferencias significativas con respecto al
control: **(P<0.01), y al grupo DAB: "(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en
la Figura III.1 y en Materiales y Métodos.
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Nuestros resultados muestran que el BC provocé una recuperacion parcial del
sistema de defensa antioxidante natural de las células hepaticas, lo cual se deduce del
aumento observado en la actividad de la SOD en los animales tratados con DAB+ BC

respecto al grupo tratado con DAB.

La actividad de la GPx se inhibi6 en un 26% en los animales que fueron tratados
con DAB, en tanto que en los animales que recibieron DAB+BC se aprecié una ligera

estimulacion (14%) (Figura I11.5a). El BC solo, no provocé ningiin cambio en esta enzima.
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Figura IILS. Efecto del BC sobre las actividades de la GPx (a) y de la GRx (b) durante la
iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: GPx: 6,710,4 U/mg. de
proteina; GRx: 22,142,7 U/mg. de proteina. Diferencias significativas con respecto al control:
**(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la Figura
111.1 y en Materiales y Métodos.
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La actividad de la GRx aumenté un 80% en los animales tratados con DAB,
mientras que en el grupo DAB+BC el incremento fue menor (54%). El BC solo, no provocéd

ninguin cambio en la actividad de esta enzima (Figura IIL.5b).

Este efecto protector del BC frente a la accién del carcinégeno sobre la GPx y GRx
ya habia sido observado por otros autores (Sarkar et al., 1995), y apoya la propuesta de que

este antioxidante jugaria un rol protector en las etapas tempranas de la carcinogénesis.

El contenido de TBARS aumenté en un 91% en los animales tratados con DAB;
mientras que el BC no provocé cambios cuando se administré solo o conjuntamente con el

DAB (Figura IIL.6).
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Figura IIL6. Efecto del BC sobre el contenido de TBARS durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: (120+26) 10° nmoles/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura II1.1 y en Materiales y Métodos.

A pesar de que el tratamiento con BC tuvo efectos importantes en el sistema de
defensa antioxidante como los ya descriptos para SOD, GPx y GRx, su presencia no logré

prevenir ni revertir el dafio oxidativo causado por el tratamiento con el carcinégeno.
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II1.2. Vitamina E

Como se mostré en la Seccion I, en los animales tratados con DAB, el ALA-S se
indujo 116%, este efecto se revirtio totalmente cuando el DAB se administré en forma
conjunta con e! o-T, aunque la administracion sola de o-T no modificé los niveles basales

de esta enzima (Figura II1.7.a).
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Figura IIL.7. Efecto del a-T sobre las actividades del ALA-S (a) y de la MHO (b) durante la
iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

A un grupo de animales se les administré una dieta suplementada con DAB 0,5% p/p durante 57
dias, mientras que los animales controles recibieron DSL durante el mismo periodo. Otros dos
grupos de animales, tratados y no tratados con DAB, recibieron a-T 0,1% p/p administrado en el
alimento. Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan
como % del valor control promedio, tomado como el 100%. Valores medios controles: ALA-S:
(1,740,4) 10™ U/mg. de proteina; MHO: 2,30+0,12 U/mg. de proteina. Diferencias significativas
con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.01). Otras condiciones experimentales
se indican en Materiales y Métodos.
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La actividad de 1a MHO disminuida alrededor del 50% en los animales tratados con
DAB no cambié por la administracion de a-T, aunque el o-T por si mismo provocé una

inhibicion del 40% (Figura I11.7.b).

El suplemento de a-T en la dieta revirtié completamente la induccion del ALA-S
provocada por el DAB, y parcialmente el efecto desregulatorio del carcinégeno sobre la via
del hemo. Sin embargo, el antioxidante no modificé la disminucién de la MHO en los
animales tratados con DAB lo cual podria deberse al aumento observado en el contenido

del P450, como se discute a continuacion.

El contenido de P450 se encontré dramaticamente incrementado en todos los
grupos. En los animales tratados con DAB el aumento fue del 200%, mientras que fue ain
mayor (300%) en el grupo DAB+a-T. En tanto que en el grupo tratado solamente con o-T
el aumento del P450 fue también del 200% (Figura II1.8.a). Es bien sabido que las
monooxidasas de funciéon mixta hidroxilan un gran nimero de xenobidticos y son
particularmente importantes en la inactivacién de carcinégenos quimicos, representando la
primer barrera metabolizante contra los xenobiédticos (Waxman & Azaroff, 1992). Por lo
tanto, los inductores del sistema de monooxigenasas actuarian como protectores en el
desarrollo de cancer, mientras que los inhibidores de estas enzimas potenciarian los efectos
carcinogénicos (Birt, 1986). Se ha demostrado que la administracion a ratas de vitamina E
en la dieta produce un aumento en el contenido de P450 microsomal hepatico (Murray,
1991). Nosotros también hemos encontrado que el a-T incremento el contenido de P450, y
que estos niveles fueron aun mayores en los animales expuestos a la dieta carcinogénica,

respondiendo asi a un mecanismo inicial de defensa.

La actividad de la triptofano pirrolasa se encontr6 aumentada en un 50% en los

animales tratados con DAB, este aumento no se modific6 cuando los animales fueron

tratados con DAB+a-T (Figura II1.8.b).
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Figura IIL8. Efecto del a-T sobre el contenido de P450 (a) y la actividad de la triptofano
pirrolasa (b) durante la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: P450: 0,3610,03
nmoles/mg. de proteina; triptofano pirrolasa: (3,6£0,4) 102 URF/mg. de proteina. Diferencias
significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB: "(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura I11.7 y en Materiales y Métodos.

Analogamente a lo ya discutido para el caso del B8C, un incremento en la utilizacion
del hemo hepitico por parte de la triptofano pirrolasa podria dar cuenta del aumento
observado en la actividad de dicha enzima en los animales tratados con el antioxidante

solamente (Figura II1.8.b).

El contenido de la GST aument6 en un 118% en los animales tratados con DAB;

esta induccién se revirti6 completamente cuando los animales se trataron con o-T,

indicando que este antioxidante protegeria al hepatocito de los efectos citotoxicos del
DAB. La administracion sola del a-T no tuvo ningin efecto (Figura II1.9).
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Figura IIL9. Efecto del a-T sobre la actividad de la GST durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: 1,49+0,28 U/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01), y al grupo DAB:
*(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en la Figura I111.7 y en Materiales y

Métodos.

Las actividades de la catalasa y la SOD se encontraron significativamente
disminuidas (55% y 37% respectivamente) por el carcinégeno, el a-T revirtié parcialmente

este efecto (Figura II1.10).
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Figura IIL.10. Efecto del a-T sobre las actividades de la catalasa (a) y de la SOD (b) durante
la iniciacién de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: catalasa: (2,010,2) 10°
U/mg. de proteina; SOD: 185t11 U/mg. de proteina. Diferencias significativas con respecto al
control: **(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan en
la Figura II1.7 y en Materiales y Métodos.
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La actividad de la GPx disminuy6 un 30% mientras que la de GRx aument6 un 87%
en los animales tratados con DAB. Cuando los animales recibieron DAB+aT se observé
un aumento de la GPx del 25% sobre los niveles basales. Por otro lado, la induccién de la
GRx sufrié una reversion del 25% cuando los animales recibieron DAB+a-T. Sin embargo

la administracion sola del antioxidante no provocé cambios en estas enzimas (Figura
II.11).
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Figura IIL.11. Efecto del o-T sobre las actividades de la GPx(a) y de la GRx (b) durante la
iniciacion de la hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios + D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valores medios controles: GPx: 6,010,2 U/mg. de
proteina; GRx: 25.142,0 U/mg. de proteina. Diferencias significativas con respecto al control:
**(P<0.01), y al grupo DAB: *(P<0.05), "(P<0.01). Otras condiciones experimentales se detallan
en la Figura II1.7 y en Materiales y Métodos.
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El contenido de TBARS aumenté un 91% en los animales tratados con DAB

incremento que no se modific cuando los animales recibieron DAB+a-T (Figura II1.12).
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Figura II1.12. Efecto del a-T sobre el contenido de TBARS durante la iniciacién de la
hepatocarcinogénesis.

Los valores presentados son promedios * D.E. de por lo menos 6 animales, y se expresan como %
del valor control promedio, tomado como 100%. Valor medio control: (152+22) 10> nmoles/mg. de
proteina. Diferencias significativas con respecto al control: **(P<0.01). Otras condiciones
experimentales se detallan en la Figura II1.7 y en Materiales y Métodos.

La expresion génica de la catalasa estd negativamente regulada en las células de
hepatoma humano (Sato et al., 1992). Las células tumorales presentan bajos niveles de
SOD y catalasa. La actividad de GPx y GRx es altamente variable (Toyokuni ef al., 1995).
Consecuentemente, los niveles de H,O, y O,- deberian estar aumentados en las células
tumorales (Sun, 1990). Nuestros resultados muestran que en los animales alimentados con
DAB las actividades de SOD, catalasa y GPx estan inhibidas, mientras que el contenido de
TBARS y la actividad de 1a GRx se encuentran aumentados. Este patron de actividades es
indicativo de un dafio peroxidativo. La administracién de o-T no modificé el grado de
peroxidacion lipidica aunque increment6 levemente la actividad de SOD y catalasa, y

redujo parcialmente la actividad de la GRx.
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Capitulo IV

Efecto promotor del Tx sobre el modelo de iniciacion inducido por DAB

IV.1. Introduccion

Debido al uso generalizado del Tx en humanos (Fisher & Redmond, 1991), a sus
antecedentes como agente promotor en el higado de rata (Dragan et al., 1994) y,
considerando que la historia natural de la enfermedad neoplasica hepatica en humanos y
roedores es similar, se decidié investigar la accién del Tx, para confirmar la instauracion
del proceso de iniciacion, mediante la accién de un promotor, en el modelo de iniciacién de

la carcinogénesis quimicamente inducida con DAB.

IV.2. Estudios bioquimicos

La relacion peso del higado / peso corporal (dato no mostrado) no varié en el
grupo Tx respecto al control, y tampoco el co-tratamineto con DAB y Tx modifico
significativamente el incremento provocado por la dieta carcinogénica detallado en el

Seccion 1.2.

Los parametros bioquimicos analizados se muestran en la Tabla IV.1. Se observa
que el Tx por si mismo, en un tratamiento prolongado, produjo alteraciones significativas
sobre los parametros estudiados respecto tanto al grupo control como al tratado con DAB.
Sin embargo, las alteraciones detectadas en el grupo DAB+Tx respecto al grupo sometido
solo al agente carcinogénico, no cambié el modelo de respuesta observado en las ultimas

semanas de tratamiento y presentado en el Capitulo I.

White et al. (1992) sugirieron que el Tx puede inducir su propia activacion in
vivo. Se propuso que el Tx ejerce su efecto tumorigénico por mecanismos no genotoxicos
(Yager & Yager, 1980). Este compuesto es un potente promotor tumoral hepatico en el

modelo de multiples etapas de la hepatocarcinogénesis en ratas (Dragan et al., 1994).
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Tabla IV.1. Efecto del Tx en el modelo de iniciacién de la carcinogénesis inducida por DAB.

Tratamiento
Parametro

Bioquimico Control Tx DAB DAB+Tx

ALA-S x 10° 1,8240,30 1,09+0,3" 0,9110,3" 1,1840,3°

MHO 1,80£0,13 1,1410,10* € 2,1610,12° 2,1610,11*
P450 0,270+0,04 0,162¢0,04%° | 0,337:0,03° | 0,265:0,04%¢
GST 1,8110,26 3,08+0,29" 2,90+0,20" 2,260,25> ¢
TBARS 0,16540,03 0,247+0,04> € 0,528+0,04* 0,453£0,04% ¢

Catalasa x 10° 2,0£0,2 1,5¢0,2%¢ 0,8£0,1° 1,240,2%¢

SOD 19748 295+9* ¢ 15810° 24610 €

Las actividades enzimaticas estan expresadas en U/mg de proteina, TBARS y P450 como nmol/mg,.
de proteina. Significativamente diferente del grupo control, * p<0.01, ® p<0.05; y del grupo DAB ©
p<0.01, ¢ p<0.05.

Bajo nuestro protocolo, el Tx no produjo un efecto adicional sobre las actividades
de las enzimas relacionadas con la biosintesis y degradacion del hemo, cuando se
administré conjuntamente con el carcindgeno. Sin embargo, para explicar el efecto
detectado sobre el contenido de P450 y la actividad de la GST debe tenerse en cuenta el
metabolismo del Tx. Se sabe que el Tx es un inductor mixto de las enzimas de fase 1, de
accién débil semejante al PB (White ef al., 1993) y que afecta la expresion de las enzimas
de fase II, lo cual podria tener implicancia en su actividad promotora (Nuwaysir et al.,
1996). El Tx requiere activacion metabdlica para la formacion subsecuente de aductos
unidos a proteinas (Pathak & Badell, 1994). Lim et al. (1994) sugirieron que una velocidad
metaboélica mayor y, la produccion de metabolitos polares, podrian indicar la capacidad del
rat6n para eliminar rapidamente los productos de detoxificacion cuando es comparado con

humanos y ratas. En nuestros experimentos comprobamos la producciéon de ROS y la
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alteracion de los mecanismos de defensa. Estas modificaciones también podrian estar

relacionadas a su acciéon como promotor.

El Tx también provoca alteraciones en la homeostasis de la célula hepatica y por
ende, desencadena daifio hepatico. Los antiestrégenos, como el Tx, son inductores de la
actividad de monooxigenasas mediadas por el P450; y sus efectos sobre el estrés oxidativo

aun deben ser elucidados.

Asi, es posible que el Tx actuando como un agonista/antagonista de receptores de
estrogenos, produzca alteraciones en el medio hormonal del animal lo que facilite y/o
antagonice la induccion del sistema metabolizante de xenobiéticos. Por lo tanto, los
cambios provocados por el Tx sobre las actividades enzimaticas hepaticas pueden ser

relevantes para el metabolismo y disposicién de esta misma droga e incluso de otras.

IV.3. Estudios histolégicos

Los estudios histologicos de secciones del higado de animales tratados con DAB
durante 28 semanas mostraron la misma arquitectura hepatica, con las alteraciones ya
detalladas para las secciones de higados tratados con DAB durante 14 semanas (Seccion

LS).

El estudio histolégico comparativo de los cortes hepaticos de los animales tratados
con DAB+Tx mostraron cambios significativamente diferentes al del grupo DAB.
Macroscopicamente, en el higado de animales tratados con DAB+Tx por 28 semanas,
aparecieron, con una frecuencia 4/6, nédulos blandos de 0,3-0,4 cm de didmetro en la
periferia del 16bulo izquierdo. Microscépicamente, las secciones de los nédulos mostraron
hepatocitos atipicos, con un patrén de crecimiento sélido, trabecular, y pseudoglandular.
Citologicamente, las células tumorales eran poligonales, con abundante citoplasma
granular eosinofilo, y con mas de un nucleolo prominente. Las células neoplésicas

mostraron abundante pigmento biliar intracitoplasmatico (Figura IV.1).
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Figura IV.1. Secciones histolégicas de los nédulos.

Se seccionaron los nddulos hepaticos de los animales que recibieron una dieta suplementada con
DAB (0,5% p/p) y Tx (0,025% p/p) segiin se detalla en Materiales y Métodos. Los cortes se tifieron
con HE (160X). En el corte se observan hepatocitos atipicos que adoptan un patrén de crecimiento
solido, trabecular y pseudoglandular.

El resto del higado mostré arquitectura globalmente conservada con hepatocitos
con cambios displdsicos, intensa colestasis con pigmento biliar intrahepatocitario en
células de Kupffer y en los canaliculos, y presencia de esteatosis microvacuolar (Figura

IV.2).

Es importante resaltar que, a diferencia de lo observado para el tratamiento con
DAB+Tx, no se encontraron nédulos hiperplasicos en el higado de los animales que

recibieron dichas drogas en forma separada durante el mismo periodo.

La importancia de este trabajo ha sido comprobar, mediante la accion promotora
del Tx, el estado de iniciacion instaurado en los animales adultos, por la administracion del
DAB. Los estudios histopatoldgicos han confirmado la presencia de carcinoma sélido

trabecular y acinar, sélo en los animales tratados con DAB+Tx.
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Figura IV.2. Secciones histologicas del higado tratado con DAB+Tx que rodea los nédulos.

Se seccionaron los higados de los animales que recibieron una dieta suplementada con DAB 0,5%
p/py Tx 0,025% p/p segin se detalla en Materiales y Métodos. Los cortes se tifieron con HE. En
los cortes se observa: a (160X): displasia y colestasis y b (160X): displasia, colestasis y esteatdsis
microvesicular.
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CONCLUSIONES



Andlisis de las primeras semanas de tratamiento

La administracién del carcinégeno produjo un gran aumento del contenido del
P450 como resultado de la metabolizacién de este xenobiético. Esto requiere un aumento
de la sintesis de hemo y, por ende, un incremento de la actividad del ALA-S y una
disminucion de la actividad de la MHO. El aumento en el consumo del hemo no indica una
disminucion de los requerimientos de este compuesto para hemoproteinas en general, como

se confirmé por el aumento de la actividad de la triptofano pirrolasa.

El aumento detectado en la actividad de la GST indica que el organo esta

sufriendo dafio desde estadios muy tempranos del tratamiento.

La disminucion de la actividad de las enzimas sulfatasa y B glucuronidasa

sugieren que esta alterada la metabolizacién del DAB por la via de la conjugacion.

El gran aumento del contenido de TBARS refleja el alto grado de estrés oxidativo
provocado por el agente carcinogénico. La produccién de ROS probablemente seria
responsable de la inactivacion que se encontré en las enzimas de defensa antioxidante
catalasa, SOD y GPx, lo que generaria, a su vez, un mayor estrés oxidativo, credndose asi,
un ciclo deletéreo para el metabolismo celular. Dicho estado conduce a un aumento de la

actividad de la GRx probablemente debido a una disminucién del GSH celular.

Se comprob6 la desregulacion en el camino biosintético del hemo por la falta de

respuesta a diferentes agentes porfirinogénicos.

Se estudio el efecto quimiopreventivo de dos agentes antioxidantes sobre la
hepatocarcinogénesis inducida con DAB. La regulacién del camino del hemo, el
metabolismo de drogas y los sistemas de defensa antioxidantes naturales, profundamente
modificados por el agente carcinogénico, fueron parcialmente controlados tanto por el fC
como por el a-T. Por ende, podria pensarse en el uso de estas drogas para prevenir la

carcinogénesis, en estadios muy tempranos.
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En los animales tratados con DAB se comprobd, que el aumento en la actividad
del ALA-S se debe a una mayor transcripcion del ARNm y no a un cambio en la

estabilidad del mismo.

El agente carcinogénico provocé un gran aumento en el ARNm de la MHO que no
se correlaciona con la caida en la actividad de la enzima. Como respuesta celular
adaptativa al gran aumento de las ROS, se induciria la sintesis de la MHO. Pero la

actividad enzimatica se veria disminuida por otros factores regulatorios.

Los estudios histoldgicos mostraron cambios morfolégicos significativos a partir

de las seis semanas de tratamiento.

Andlisis de las ultimas semanas de tratamiento

En las ultimas semanas de intoxicacion el patréon bioquimico observado era el
inverso al manifiesto en los primeros estadios y esta respuesta tiene semejanza con las
alteraciones en las vias metabolicas descriptas para el modelo del HR y/o carcinomas

hepatocelulares.

Estos resultados no descartan la probabilidad de alcanzar la malignidad a un

mayor tiempo de exposicion con el agente iniciador solo.

La presencia continua del agente téxico provocaria un agotamiento del P450 y de
los sistemas de detoxificacion, lo que podria jugar un rol significativo al dotar a las células
iniciadas de resistencia a la toxicidad por xenobidticos. Probablemente, algiin metabolito
del DAB podria estar alterando la afinidad del apocitocromo P450 por el hemo, facilitando
la disociacion del holocitocromo y, por lo tanto, caerian los niveles de P450, contribuyendo
a un aumento del pool de hemo libre con efectos regulatorios sobre la actividad del ALA-S
y de la MHO. El aumento transiente del pool de hemo se confirmé por el importante

aumento de la triptofano pirrolasa al final del tratamiento.

El estrés oxidativo permanente llevaria a cambios irreversibles en el sistema de

defensa celular.
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El importante dafio provocado a las células se corroboré por el aumento sostenido
de la actividad de la GST.

Todos estos procesos condujeron a alteraciones en el estroma hepético indicativo

de hepatitis no viral.

Se demostré por primera vez que el Tx tiene accion promotora en el higado de

ratones iniciados con DAB.

Conclusiéon

En este trabajo se observé que la administracion de DAB a ratones CFI, por
tiempo prolongado y en forma continua, no condujo al desarrollo de hepatocarcinomas. Las
alteraciones bioquimicas, moleculares e histolégicas detectadas indicarian que el drgano se
encuentra en un estado activante primario, necesario para entrar en la etapa de iniciacién

propiamente dicha.

En una etapa de preiniciacion, el carcinégeno inactivo se metaboliza en el higado,

6rgano encargado de la detoxificacion, transforméndose en una especie reactiva.

El aumento sostenido y prolongado del contenido de P450 es la fuente primaria de
la formacion de especies reactivas, las cuales debilitarian al sistema de defensa
antioxidante. En este estado activante, etapa de preiniciacion, el é6rgano sufre profundos
cambios en el patron bioquimico, necesarios para que se alcance la etapa de iniciacion.
Sélo en este estado, el higado es capaz de completar la secuencia transformante que

llevaria al desarrollo del tumor, como se demostré cuando se administr6 el agente

promotor.

En el modelo de iniciacion propuesto en este trabajo, las alteraciones provocadas
por el carcinégeno serian fijadas a través de la proliferacion celular, que se manifiesta por
el aumento en el tamaifio del higado (hepatomegalia) y en respuesta a la necrosis observada

en los estudios histolégicos.
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Considerando todos estos aspectos, proponemos el siguiente esquema en el cual se
resumen los principales eventos que llevarian a un estado activante del higado, necesario

para alcanzar la etapa de iniciacion.
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