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RESUMEN

En esta tesis se efectud un estudio de los cambios fisicos
producidos en membranas microsomales hepéaticas de ratas, por la
adicién de distintos solutos, asi como también por efecto de un
estrés oxidativo. Estos cambios fueron monitoreados a través de
las propiedades fotofisicas de sondas incorpeoradas a 1la
membrana.

Los resultados indican que la adicidén de CCl,, induce una
fluidificacidén de la membrana microsomal, v un gran aumento de
la solubilidad y/0 movilidad del oxigeno. Estos efectos fueron
sensados por cambios en la depolarizacion de la fluorescencia
de derivados del antraceno y por la desactivacidn de derivados
del pirenc por oxigeno.

La adicidn de n-heptanol y 2,6-dimetil-4-heptancl producen
un aumento de 1a fluidez de la menbrana. Esta fluidificacidn es
linealmente dependiente de la dosis de alcohol utilizada. Ambcs
alcoholes inducen un efecto bifésico en la actividad del uridin
5-difosfoglucoroniltransferasamicrosomal (UDPG-T), dependiente
de la dosis de alcohel. A bajas concentraciones la actividad
disminuye y a concentraciones mayores la actividad aumenta. El
aumento de la actividad de esta enzima correlaciona linealmente
con el aumento de la fluidez de la membrana. El n-heptanol no
induce un cambio significativo sobre la actividad de la N-
desmetilasa, en cambio el alcohol ramificado disminuye 1la
actividad de esta enzima. Se encuentra que esta Udltima, es
menos sensible a los cambios fisicos de la membrana microsomal

que la UDPG-T. Este hecho se podria interpretar como una




2

consecuencia de las diferentes regiones donde se ubican estas
enzimas.

Al someter los microsomas & un estrés oxidativc con Fe™
y acido ascérbico, se observa que a pesar de producirse una
leve rigidizacidn de lz membrana, se inducen cambics notorios
an las actividades de las enzimas UDPG-T v la N-desmetilasa. La
actividad de la primera aumenta y la de la segunda disminuys.

Estos estudios permiten concluir gque tanto la ubicacidn,
como la geometria de los solutos tienen importancia en el tipo
e intensidad de 1los cambios gue éstes producen en las
actividades de las enzimas microsomalss analizadzss.

En 1a eavaluacién de los cambios fisicos y funcicnalas des
las membranas, prcducidos por el procesco de lipoperoxidacidén,
ec necesario considerar el nivel de lipeoperoxidacidn legrado y

el tipc de productos formados.




SUMMARY

A study of the physical changes of microsomal membranes,
induced by the addition of different substrates and oxidative
stress was made. These changes were followed through the
photophysical properties of molecular probes incorporated into
the membrane.

The results indicate that the addition of CCl: induces a
fluidification of the microsomal membrane, and a huge increase
in solubility and/or mobility of oxygen. These effects were
probed by changes in fluorescence depolarization of anthracene
derivatives, and by oxygen quenching of pyrene derivatives.

The addition of n-heptanol and 2,6-dimethyl-4-heptanol
produces an increase in the membrane fluidity. This effect is
directly proportional to the dosis of alcohol used. Both
alcohols induce a biphasic effect on the UDPG-T activity, which
is dependent on alcohol dosis. At low alcohol concentration the
activity decreases, while at higher concentrations the activity
increases. This enzyme activity increase is linearly related to
the ﬁembrane fluidity increase. n-Heptanol does not induce a
significative change on the N-demetilase activity, but the
branched alkanol makes it to decrease. The latter enzyme is
less susceptible to physical changes in the microsomal
membrane. This fact is due to a different topology of both
enzymes.

A microsome submitted to oxidative stress, produced by Fe*?

and ascorbic acid, shows a slight membrane rigidization, and a

big change in the activities of UDPG-T (increase) and N-




demetilase (decrease).

These studies allow to conclude that both the localization
and geometry of solutes determine the intensity and kind of
change produced upon the microsomal enzyme activity.

To evaluate the physical and chemical changes induced by
the lipoperoxidation proccess, we need to consider the level of

lipoperoxidation and the kind of formed products.

w
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

Las membranas celulares, ademds de servir como barreras
selectivamente permeables, poseen un rol fisioldgico
fundamental en el control de la funcionalidad de proteinas
asociadas a ellas, tales como canales idnicos, receptores y
enzimas [1,2]7.

La organizacién y la dindmica de 1los 1lipidos son
influenciadas por las proteinas y a su vez la funcionalidad de
éstas es afectada por el medio lipidico [2]. Al respecto cabe
resaltar una propiedad clave: la fluidez. Esta propiedad no
tiene una definicidén precisa y generalmente se interpreta como
la libertad de movimiento relativo de los constituyentes de
membrana, particularmente los lipidos.

En liquidos isotroépicos homogéneos la viscosidad puede
definirse como la resistencia al flujo en cualquier direccidn
para cualguier punto del ligquido.

Las bicapas lipidicas que constituyen las membranas son
anisotrépicas y heterogéneas en composicidn. La resistencia al
flujo en cualgquier punto de la bicapa es completamente
dependiente de la direccién de la fuerza aplicada y de la clase
de movimiento.

Existen diferentes tipos de movimientos descritos para los
lipidos: a) difusién lateral en el plano de la hemicapa, b)

difusién de la molécula alrededor de un eje perpendicular al
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plano de la bicapa, y c¢) difusidén transversa o "flip-flop"
(desde una hemicapa a otra). Los dos primeros tipos de
movimientos son rédpidos {(en el orden de los 107 - 10° s) en
contraposicién con la difusidén transversa.

La fluidez en una bicapa podria definirse como la suma
ponderada de todos estos movimientos, pero desgraciadamente no
existe ningin método gque dé una informacidn separada de cada
uno de ellos. Dentro de los métodos usados para cuantificar la
fluidez de membranas destacan las espectroscopias de NMR, ESR,
y de fluorescencia. Esta dltima técnica ha sido una de las mas
utilizadas debido a su versatilidad, sensibilidad, vy
simplicidad de instrumentacidn.

1.2 Fluorescencia.

Cuando una molécula alcanza por absorcidén de luz un estado
electronicamente excitado puede perder su energia de excitacién
por numerosos caminos. Uno de estos procesos de desactivacidn
involucra la emisién de luz, desde el primer estado singulete
excitado. Este proceso se conoce como fluorescencia.

La desactivacién de un estado excitado también puede
ocurrir por transformacidn de la energia electrdnica en energia
vibracional, rotacional o cinética. Estos procesos de
desactivacidén se denominan no radiativos e incluyen procesos
unimoleculares dependientes de la estructura de la especie
excitada; y procesos bimoleculares en los cuales participa otra
especie. Esta 1dltima recibe el nombre de desactivador o
"quencher"” y su efecto se manifiesta por la disminucidén en 1la

intensidad de emisién.
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En forma muy simplificada se puede proponer el siguiente

esquema cinético

Absorcidn P + hv ——eeee > P° (1)
Fluorecencia PP mm———— > P + hv' (2)
Desactivacidén P mee——- > P (3)
no radiativa

Desactivacién PP + Q ——=-—= > P + 0 (Q) (4)
Bimolecular

donde P es la molécula en el estado fundamental, P" es la
molécula electrénicamente excitada, Q y Q  representan al
desactivador en el estado basal y excitado respectivamente.

La aplicacién de la hip6tesis de estado estacionario lleva
a una relacidn simple entre las razones de las intensidades de
emision de fluorescencia en ausencia (I,) y en presencia (I)
del desactivador y la concentracion de éste. Esta relacion se
conoce como la ecuacién de Stern Volmer y tiene la siguiente
forma

I, /I = 1 + k¢ To [Q] (3)

I, e I son las intensidades de emisién en ausencia y presencia
de una concentracién [Q] del desactivador, respectivamente; k.
es la constante de velocidad para el proceso de desactivaciodn
bimolecular, t. es el tiempo de vida del estado excitado en
ausencia del desactivador.

El tiempo de vida, TtT,, corresponde al inverso de la
sumatoria de todas las constantes de velocidad de los procesos

que desactivan el estado excitado

1
% (6)
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El tiempo de vida se puede determinar experimentalmente por
medidas de fotdlisis de pulso donde se obtiene la intensidad de
emisién en funcidén del tiempo. Un grafico de log I versus t
permite obtener k desde la pendiente.

El tiempo de vida en presencia del desactivador incluye la
constante de velocidad del procesc bimolecular

T o= T, o+ ke [Q] (7)
y por lo tanto

/T = 1 + kg To [Q] (8)
gque es otra forma de la ecuacién de Stern Volmer.

El valor de la constante de desactivacion depende de las
caracteristicas del par dador-aceptor. En el caso que este
proceso sea altamente favorable, su velocidad estara
determinada por el tiempo gue tarda en formarse una pareja
dador-aceptor. Asi la velocidad mdxima de este proceso
dependerd de la velocidad de difusidn de las moléculas, y por
lo tanto serd una funcidn de la viscosidad del medio en que se
encuentran [3]. De este modo 1la evaluacidén de k, para un
proceso de desactivacién controlado por difusidén puede
emplearse para medir la viscosidad (o fluidez) del microentorno
donde ocurre el encuentro [3].

Ademds de la intensidad y el tiempo de vida de la
fluorescencia, existen otras propiedades de ella gque dan
informacidén acerca de las caracteristicas del medio donde se
encuentran. Entre éstas podemos mencionar, la posicidén de la

banda de emisidén, su estructura vibracional y su polarizacidn

[4]. Por ejemplo, en algunas moléculas, la posicidn de la banda
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de fluorescencia y su estructura vibracional dependen de la
polaridad del medio en que se encuentran [4]. Por otra parte,
la polarizacién de la fluorescencia ha sido relacionada con la
viscosidad del medio [3,5,6,7]. Asi estas propiedades han sido
utilizadas para caracterizar fisico-quimicamente microdominios
tales como: micelas [8,9], vesiculas {3,10,11] y membranas
biolégicas [3,5,12,13]. Obviamente, estos métodos requieren de
la incorporacién de una sonda fluorescente al medio en estudio.
Entre las moléculas mas usadas destacan el pireno y sus
derivados (ver Esquema 1, Pag. 74), debido principalmente a que
sus propiedades fotofisicas son muy favorables: absorben en el
UV  cercano; tienen wun alto rendimiento cuantico de
fluorescencia; su tiempo de vida es largo; la forma de sus
espectros de fluorescencia depende fuertemente de las
caracteristicas del microentorno.

Una propiedad importante de las membranas es su
permeabilidad al oxigeno disuelto en la fase acuosa y la
velocidad de difusion de éste en su interior. El oxigeno es un
eficiente desactivador de los estados singulete excitado de
moléculas orgdnicas [12], y la velocidad de éste proceso es
controlada por difusién. Por lo tanto, este proceso puede
usarse para determinar la facilidad con que el oxigeno difunde
hacia las sondas fluorescentes incorporadas a diferentes
profundidades de la bicapa [12].

1.3 Polarizacién de la Fluorescencia.
Este método consiste en una excitacién de la sonda con luz

polarizada y la medicién de 1la emisién a través de
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polarizadores ubicados en forma paralela y perpendicular al eje

de polarizacién de la excitacién.
La informacién se recoge como polarizacién, P, o©

anisotropia de fluorescencia, r. Estos parametros se definen

como
T I
p = 1 2 (9)
I+ L
I, I
r = L~ (10)
I, * 21,

I, v I. son las intensidades de emisién medidas paralela y
perpendicularmente a la direccién de polarizacidén de la luz de
excitacidn, respectivamente.

La polarizacién de fluorescencia depende de la capacidad
de la sonda para rotar durante el tiempo de vida de su estado
excitado. Tanto P como r dan una estimacidén de la movilidad de
la sonda en un determinado microentorno [1,7,13].

En el esquema 2 (Pag. 75) estan representados algunos de
ios fluoréforos liposolubles utilizados para monitorear fluidez
de membranas biolégicas a través de la polarizacidn. La
caracteristica principal de estas sondas es poseer un tiempo de

vida de fluorescencia muy corto.

Las =sondas fluorescentes se clasifican en dos categorias
generales; a) Sondas lineales (DPH y sus derivados), las cuales
son moléculas rigidas que se alinean con las cadenas apolares
de los fosfolipidos. Se caracterizan porque los dipolos de

excitacién y de emisién son colineales con sus ajes
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moleculares. Este hecho hace que s6lo las rotaciones
ortogonales a sus ejes moleculares contribuyan a la
depolarizacién. b) Sondas no lineales, se caracterizan porque
los dipolos de excitacidén y de emisidn no coinciden con el eje
principal de rotacién de la molécula, poseen rotaciones con
depolarizacién en el plano y fuera del plano de la bicapa. Sus
movimientos son complejos y dificiles de interpretar. La
ventaja de estas sondas reside en la capacidad de sensar
fluidez a diferentes profundidades de la bicapa.

El difenilhexatrieno, DPH, se distribuye entre todas las
zonas hidrofébicas de las bicapas, motivo por el cual se ha
constituido en la sonda mas usada en el estudio de sistemas
bioldgicos organizados. El TMA-DPH tiene propiedades
espectrales idénticas al DPH pero, debido a gque posee un grupo
positivamente cargado, se ancla en la superficie de la
membrana.

Las anisotropias de fluorescencia en estado estacionario
entregan informacidén no sélo de la movilidad de las cadenas de
fosfolipidos, sino que también reflejan el angulo de rotacidn
de la sonda en el microambiente donde se ubica. Es decir
proporcionan informacién tanto de la dinamica como de la
estructura de las cadenas de los fosfolipidos (grado de orden).
Por esta razon cada vez que se mencione el término fluidez en

este trabajo se estad refiriendo al grado de movilidad y de

orden de los lipidos de la membrana.
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1.4 FACTORES MODIFICADORES DE LA FLUIDEZ

La movilidad de lipidos de membranas es influenciada por
factores fisicos y quimicos. Entre los primeros destaca la
temperatura, al producirse un aumento en la magnitud de este
parametro se incrementa la fluidez de la bicapa. Entre 1los
factores quimicos se cuentan: a) la razdén
colesterol/fosfolipido, el colesterol disminuye la fluidez
sobre la temperatura de transicién de fase, b) grado de
insaturacidn de las cadenas fosfolipidicas, la introduccidn de
dobles enlaces en posicidén cis induce un marcado aumento de
volumen de la cadena, lo que trae como consecuencia un aumento
de la fluidez [1], c) razdémn lecitina/esfingomielina, a mayor
razon menor viscosidad, d) razén lipido/proteina, las proteinas
producen una rigidizacidén de la bicapa. Tanto el contenido de
colesterol como el grado de insaturacidén estan controlados por
enzimas asociadas a membranas (colesterol-7-a-hidroxilasa,
desaturasas) (1,2,5,55). Las actividades de estas enzimas son,
a su vez, moduladas por cambios de fluidez (1,2).

La solubilizacién de moléculas en la bicapa lipidica
produce una perturbacién fisica, la cual en términos
fisioldogicos, es instantdnea. Anestésicos y alcoholes han sido
los perturbadores fisicos mas estudiados con el fin de
dilucidar su mecanismo de accidén [14-18].

En muchas patologias [19-23] e intoxicacién por
xenobidticos [24-27], ocurren ademds cambios quimicos en las

bicapas como consecuencia del fendmeno conocido como

lipoperoxidacién.
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1.5 Lipoperoxidacidn.

Debido a la naturaleza aerdbica del metabolismo celular,
la reduccidén del oxigeno a agua constituye un evento de gran
importancia para los sistemas biolégicos. Esta reaccidn procede
por dos vias alternativas: i) reduccidén tetravalente por
citocromo oxidasa y, ii) reduccidn no enzimdtica univalente. La
primera da cuenta del 95% del consumo de oxigeno por los
organismos vivos.

La reduccidén univalente conduce a 1la formacidén de
intermediarios de naturaleza radicalaria y no radicalaria de

gran reactividad quimica [28].

C. +e& @ e———— > 0 -
0,y- + e + 2H  —-—=—- > H.0,
H,0, + & + H ---—- > OH + H,0
CH  + & + H  —-==—- > H0

donde 0. - es el llamado anidn superdxido.

El H,0, es una especie quimica gque puede reaccionar con
metales divalentes dando origen a radicales oxidrilos (OH') ¥y
anion superdxido (0. -), los cuales son muy téxicos [29]. Estas
son las conocidas reacciones de Haber-Weiss y Fenton [30].
Reaccidn de Haber Weiss

Me™ (quelato) + Oy~ = -—-—-—- > Me'"™ " (quelato) + 0O,

Me*"* (quelato) + H,0, ----- > Me™ {quelato) + OH + OH"
Reaccién de Fenton

Fe* + H,0, =----- > Fe? + OH + OH

OH- + HzOz ————— > H;O + 02 " - + H

En los organismos aerdbicos existe un complejoc mecanismo
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que evita que los radicales OH:, O-+« y H,0. se acumulen,
constituyendo los llamados agentes antioxidantes [29,31]. Entre
éstos se encuentran las engimas superdxido dismutasa (SOD),
catalasa, y glutatién peroxidasa (GP). Las reacciones en las

que intervienen se describen a continuacidn

SOD
O,y=- + O0y=- + 2 H @ —————- > H.0: + O
Catalasa
2HzOz ---------- > Oz + 2 H.O
GP .
2GSH + H,0, —===== > GSSG + 2 H,;0

donde SOD es superdxido-dismutasa; GSH es la forma reducida del
glutatidn; y GSSG es la forma oxidada del glutatidn.

En determinadas circunstancias la produccidn de intermediarios
t6xicos provenientes de la reduccidn del oxigeno puede aumentar
en forma descontrolada, sobrepasando los mecanismos de defensa,
situacidén conocida como estréds oxidativo. Uno de 1los
intermediarios mas t6xicos es el radical OH', el cual es
extremadamente reactivo, su vida media es de millonésimas de
segundo e interactia en forma instantdnea con la molécula mas
proxima, oxidandola y por ende alterando su estructura.
Cualquier molécula que se encuentre en la vecindad del OH se
verd de esta manera afectada y se transformara a su vez en un
radical libre. Se desata asi una reaccidén en cadena, siendo el
proceso de lipoperoxidacidn la consecuencia mas frecuente. Esta
reaccién se caracteriza por ser autocatalitica, y afectaria a

los &cidos grasos insaturados gque son los principales

componentes de la membrana celular [29,31].
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Los &acidos grasos poliinsaturados (PUFA), poseen tres o
mds uniones carbonc-carbono con doble ligadura, lo gue les
confiere una zona de enlace labil gue permite gue una molécula
activa como el OH sustraiga un dtomo de hidrogeno del carbono
bis-alilico.
La primera etapa del procesc de lipoperoxidacidn es la

abstraccién de un hidrdégeno:

donde R-H representa al PUFA, R es el radical del &cido graso
v E° representa una especie radicalaria.

El radical del PUFA (R') sufriria reordenamientcs
moleculares dando origen a dienos conjugados, 1los cualeas
reaccionarian con el oxigeno formando radicales perdxidos:

R+ 0  —-——=--—-—- > R-00O°
donde R-00" &3 =21 radical lipoperdzidoc.

Este radical perdxido puede retirar un nuevo hidrégenc de
otra molécula de acido graso:

'R-00" + R-H —————== > R-OCH + R°
donde R-O0H representa al hidroperdxido formado.

La lipoperoxidacidén sigue propagéndose de esta manera y
llega a su término cuando dos radicales reaccionan entre si o
cuando son neutralizados por alguna molécula atrapadora de
radicales que forma parte del sistema antioxidante, tal como la
vitamina E.

Los hidroperdéxidos pueden dar origen & perdxidos y

endoperéxidos ciclicos, 1los cuales son suceptibles de

fragmentarse y generar compuestos orgdnicos de pequeilo tamafio,
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tales como malondialdehido, etano, y pentano. Ademds de estos
productos terminales se produce una gran diversidad de
productos oxidados gque inducen una considerable variacidn en el
empaquetamiento y orientacién de la membrana [32,33]. La gran
mayoria de los métodos de laboratorio evaldan el dafio por
radicales libres a través de la medicién de los niveles de
formacisén de malondialdehido, dienos conjugados, y consumo de
oxigeno [34,35], asi como también por 1la medicién de 1la
quimiluminiscencia originada [34,35]. Los radicales perdxidos
(ROO") pueden recombinarse entre si, generando estados
excitados tales como el oxigeno singulete y carbonileos en
estado excitado [34]. Estos estados excitados decaen al estado
energético basal, generando luz de longitudes de onda
caracteristicas y cuya emisidon puede ser facilmente detectada.

Aungue estos métodos dan un indice del dafio peroxidativo,
contribuyen poco a la estimacién de los efectos de 1la
lipoperoxidacién en la estructura y funcionalidad de 1la
membrana.

Una informacién detallada de la naturaleza e intensidad
del efecto de la lipoperoxidacidn sobre las propiedades fisicas
de las membranas, ayuda a la comprension de los mecanismos de
citotoxicidad en los que estdn involucrados radicales libres.
Para este tipo de estudios se recurre a métodos fotofisicos
como la polarizacidn de la fluorescencia.

En sistemas biolégicos el reticulo endoplasmico constituye
el organelo mas suceptible a la lipoperoxidacidn, tanto por ser

un buen sustrato peroxidable, como por poseer actividades
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enzimadticas que jpician el proceso. Como intermediario de las
reacciones de oxidacidén gque ocurren en el metabolismo de
xenobiéticos, se forma un complejo ternario: citocromo P.oFe'?-
0,~ xenobidtico, cuya disociacidn implicaria la liberacidn de
anién supero6xido (0:~), el cual podria dismutar a H:0: [381].
Los estudios de la estructura Y funcion del reticulo
endoplésmico se realizan en 108 microsomas, dJque corresponden
a ia fraccidn subcelular obtenida por ultracentrifugacién del
sobrenadante, proveﬁiente de la centifugacién a 10000 g de
homogenizado de tejido. En asta fraccidmn 1l1as membranas S5
encuentran en forma de vesiculas cerradas [36]-

1.6 Reticulo endoplésmico

Los animales, incluyendo al hombre, han desarrocllado
sistemas enzimaticos que les permiten defenderse del dran
numero de compuestos téxicos de caracter enddégenc y exogeno
(drogas, agentes carcinogénicos, aditivos de alimentos,
pesticidas, contaminantes ambientales) a los gQue Se Ven
expuestos. Estas enzimas catalizan reacclones cuyo objetivo es
aumentar la polaridad del compuesto, facilitando de esta manera
su eliminacidn via urinaria o biliar [36].

L.a mayor parte de estas reacciones se realizan en el
reticulo endoplasmico del hepatocito y se clasifican en dos
tipos de reacciones generalmente secuenciales:

Fase I1: comprende reacciones de oxidacion del sustrato,
reduccién del citocromo Puse ED ellas intervienen dos
flavoproteinas (NADH -citocromo bs reductasa ¥ NADPH citocromo

Paso reductasa) y dos hemoproteinas {citocromo Ds ¥ citocromo
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Pwo). Este sistema enzimdtico recibe también el nombre de
sistema monoxigenasa u oxidativo, ya que 1la reaccion mas
frecuentemente catalizada es la introduccién de un oxigeno en
la molécula del sustrato.

R + 0, + NaDPH + H --————- > RO + H,0 + NADP’
donde R es el sustrato.

Fase II: son reacciones de conjugacién e hidrdlisis, las cuales
tienen por finalidad aumentar la polaridad de los metabolitos.

En las reacciones de conjugacién una molécula
{generalmente, metabolitos procedentes de reacciones de la fase
1) reacciona con substancias enddgenas {agentes conjugantesj),
formando compuestos mas polares y en consecuencia facilitando
su eliminacién. Un ejemplo de este tipo de reacciones es ia
conjugacién del UDPG-A con gran numero de metabolitos de
xenobidticos {(morfina, cloramfenicol, dcido benzoico etc). Esta
reaccion es catalizada por la UDFG-T.

Dentrc de 1las reacciones de hidrdlisis, catalizadas
principalmente por las esterasas, se encuentran las de enlaces
ésteres de los acidos carboxilico y fosférico, entre otros.

1.as reacciones de la fase I pueden producir metabolitos de
mayor reactividad gque el compuesto inicial, gque dan origen a
actividades biolégicas deseables y/o dafiinas [37]. Este efecto
ha sido relacionado con la hepatotoxicidad generada por muchos
xenobidticos [37]. Se han propuesto tres formas de generar
metabolitos potencialmente citotdxicos:

- Produccién de un metabolito mds polar, pero de mayor

reactividad (diclorometano, acetonitrilo, metoxiflurano}.
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- Formacién de radicales libres en el sustrato {CCl,).

- Generacidn de intermediarios reactivos del oxigeno, tales
como el anién superdxido y el perdxido de hidrégeno
(nitrocompuestos, quinonas, paraquat).

De estos metabolitos los radicales libres son
especialmente importantes, ya que en el caso gue sobrevivan a
los mecanismos de defensa antioxidante, podrian reaccionar con
macromoléculas induciendo alteraciones genéticas, inactivacioén
de enzimas y lipoperoxidacidn de membranas [37,38,39].

Considerando gue la membrana del reticulce endoplésmico
posee un alto nivel de Aacidos grasos insaturados, las
reacciones de lipoperoxidacion adquieren especial relevancia y
dan cuenta de muchas de las alteraciones de la actividad de
enzimas microsomales observadas en intoxicacidn con
xenobidticos v en patoclogias asociadas con estrés oxidativo
[40-44]. Estos efectos han sido asociados a los cambios de
fluidez de la membrana [45-46] y/o al dafio oxidativo directo de
las enzimas por los radicales libres generados por el sistema
microsomal [41,43].

Entre los xenobidticos mads estudiados destaca el
tetracloruro de carbono cuya administracién conduce a los mas
variados efectos citotdxicos, tales como disminucidn de las
actividades enzimdticas microsomales, acumulacidén de
triglicéridos y ruptura de membranas celulares [24,25,47,48].
Todos estos efectos se representan en el Esgquema 3 (Pag. 76).

Como consecuencia del metabolismo del CCl;, via citocromo

Pso, Se postula la formacidén del radical triclorometano (CCly).
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Este radical se uniria covalentemente a lipidos ¥ proteinas,
disminuyendo la actividad de enzimas microsomales, tales como
ias del sistema multienzimdtico citocromo P ¥ la UDPG-T
{45,49-52].

Los efectos observados por intoxicacién con tetracloruro
de carbono han sido atribuidos a la accidén directa del radical
triclorometanc sobre macromoléculas y/o a la lipoperoxidacidn
de fosfolipidos de membranas. AGn cuando, el tetracloruro de
carbono posee un reconocido efecto solvente, no se le ha
asignado importancia alguna a la accién solvente o perturbadora
de membrana en la generacién de estos efectos [24,50,511. 5in
embargo, estudios realizados en hepatocitos indican un posible
efecto toxico directo [48]. Estas investigaciones se realizaron

usando marcadores biolégicos para estimar dailo a membranas.
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2. OBJETIVOS GENERALES.
El objetivo principal de esta tesis es hacer un estudio

co-gquimico de membranas microsomales bajo condiciones de

bt

S

e

£
estrés oxidativo, y de incorporacion de aditivos.

En este estudio se incluiran dos enzimas microsomales
obtenidas de hepatocitos de Tatas, cuyas actividades son
alteradas por la intoxicacién con CCl.. Estas son 1la
aminopirina desmetilasa ¥ ia UDPG-T las cuales son enzimas
integrales de membrana microsomal [36]. La primera forma parte
del sSistema multienzimético citocromo Pue v la segunda
participa en la fase II del metabolismo, desempefiando un rol
clave en el proceso de desintoxicacién. LoOsS mecanismnos
regquiatorios de la actividad de la UDPG-T soOn complejos y han

ido b

eto de muchos estudios, especialients Jel electu due
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ejercen 108 fosfolipidos de membrana sobre su actividad [46,53-
56].

Como va se dijo anteriormente la lipoperoxidacion induce
cambios fisicos en ia membrana los cuales redundarian en

cambios en la actividad enzimatica. BEn estudios raalizados er

L

animales G experimentacion intoxicados con CCi, se encontyd
gyna disminucidn de la actividad de la UDPG-T asociada con un
aumento de fluidez de la membrana microsomal [45]. Debido a que

astos estudios fueron realizados in vivo resulta dificil
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ia alteracién de la fluidez descrita. En esta tesis se
compararan los efectos producidos por un estrés oxidativo y los

producidos pol perturbadores fisicos de membrana, tanio exn la
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fluidez de la membrana microsomal como en la actividad de las
enzimas en estudio. De esta forma se podria estimar el efecto
de los cambios fisicos y/o de la lipoperoxidacién a nivel de
las alteraciones de la actividad enzimdtica. Para aumentar la
fluidez de membrana se usaran dos alcoholes de cadena larga y
geometria distinta: n-heptanol y 2,6-dimetil-4-heptanol. Los
alcoholes alifaticos y aromdticos pueden modificar algunas

propiedades de las bicapas lipidicas como la temperatura de

1Y

transicién de fase, y la movilidad de la fase 1lipidic
{5,17,18].

Ademds, considerandc que no se ha efectuado {hasta nuestro
conocimiento) ningin estudio destinado a evaluar el efecto
perturbador de membrana del CCl., en este trabajo se realizara
un estudio sistemdtico de este efecto con el fin de determinar
la magnitud vy zona de la bicapa gue se ve mayormente afectada.

utilizand

C

Este estudio se hard por métodos ifotofisicos,
diversas sondas fluorescentes que se ubican en diferentes
regiones de 1la bicapa. Los resultados gue se obtengan
permitiran establecer 1la importancia relativa del efecto
solvente del tetracloruro de carbono en la generacién de su
toxicidad.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analizar el efecto producido en la membrana microsomal
hep&tica por la adicién de CCl, a través de: a) cambios en
la difusién rotacional de los lipidos constituyentes de la

bicapa v b) medida de la difusidén de moléculas pequefias

Omo por ejemplo, el oxigeno.

i
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- Efecto de dosis crecientes de alcoholes de cadena larga de
geometria distinta (lineal y ramificado) sobre la difusidn
rotacional.

- Medicion de las constantes de reparto del CCl, v de los
alcoholes entre los microsomas y el buffer utilizado. De
esta forma se determinaran las concentraciones
intramicrosomales de estos aditivos.

- Medicién en el tiempo del grado de lipoperoxidacidn
inducido por estrés oxidativo.

- Efecto de concentraciones crecientes de alcoholes sobre
las actividades de la UDPG-T y de 1la aminopirina
desmetilasa.

- Efecto de la lipoperoxidacion, inducida por est;és
oxidativo sobre la difusid6n rotacional.

- Efecto de la lipoperoxidacién sobre las actividades de la

aminopirina desmetilasa y de la UDPG-T.

3. MATERIALES Y METODOS.

Como animales de experimentacidn se utilizaron ratas macho
de la cepa Wistar, provenientes del viverc del Departamento de
Biogquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Estas ratas fueron alimentadas ad libitum con una dieta
-balanceada s6lida (Alimentos Cisternas S.A.) y agua. A los 45
dias fueron sacrificadas por decapitaciodn.

3.1 Materiales.
Acido ascérbico, &cido tiobarbitidrico (TBA), 2-(3-

terbutil) 4~-hidroxianisol (BHA), aminopirina, dcido isocitrico,
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deshidrogenasa isocitrica, B-nicotinamin adenina dinucleotido
fosfato (NADP), acetato de amonio, 2,4-pentanodiona, p-
nitrofenol, acido uridin 5-difosfoglucorénico (UDPGA), fueron
obtenidos de Sigma y usados sin mayor purificacidnm.

Las siguientes sondas fluorescentes se obtuvieron de
Molecular Probe Il-metilpireno (MP); (l-pirenil)metilbutil
trimetilamonio (PMTMA); 4-(pirenil)butiltrimetilamonio (PBTMA);
11-({l-pirenil)undeciltrimetilamonio (PUTMA); acido 2-(9-
antroil)estedrico (2-AS); dcido 7-{9-~antroil)estedrico (7-AS);
12-(9~antroil)estedrico (12-AS); 1,6-difenilhexatrieno (DPH);
1-(4-trimetilaminofenil)-6-fenilhexatrieno (TMA-DPH); a&cido 3-
(p-(6-fenil)hexatrienil) fenilpropionico (Pro-DPH).

Tetracloruro de carbono (CCl,); n-heptanol; 2,6-dimetil-4-
heptanol vy el resto de los reactivos utilizados se obtuvieron
de Merck Quimica Chilena, vy fueron wusados sin mayor
purificaciédn.

3.2 Métodos Experimentales.
3.2.1 Preparacién de microsomas.

Se utilizdé la técnica convencional propuesta por Rumbough
v col. [57], los higados procedentes de las ratas fueron
pesados, cortados en pequeilios trozos, lavados varias veces con
una solucicén de KCl al 1,14%. Posteriormente se homogenizd en
4 volumenes de una solucidén 0,01 M de hidroximetil aminometano
(TRIS); 0,25 M de sacarosa pH 7,5. El homogenizado asi obtenido
fue centrifugado dos veces a 10.000 x g durante 10 minutos en
una centrifuga Sorvall modelo RG-53. El1 sobrenadante se

ultracetrifugé a 105.000 x g durante 35 minutos en una
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ultacentrifuga Sorvall modelo OTD-65B usando un rotor T-865.
Todas estas operaciones se realizaron a una temperatura entre
0-4 °C. El1 sedimento ({microsomas) se guardd a -70 °C en una
solucién 0,15 M de KCl1 y 20% de glicerol.
3.2.2 Determinacién de proteinas .

La proteina microsomal se determind por el método de Lowry
et al [58]. Se utilizd como estandard de proteina una solucidn
de sero albiimina de bovino en una concentracidén de 0,5 mg/mi.

3.2.3 Incorporacién de derivados del pireno a la membrana

microsomal.

Los microsomas fueron resuspendidos (1 mg de proteina por
ml de suspensién) en una solucidén 0,05 M TRIS pH 7,5. Se
prepararon soluciones alcohélicas de MP, PMTMA, PBTMA, PUTMA y
BP (benzo-a-pirenco), y se adicionaron alicuotas de estas
soluciones a la suspension microsomal de manera de lograr una
concentracion final de la sonda respectiva en el orden de 1Gs
micromoles. Las membranas se incubaron durante una hora a 37
°C.

Los tiempos de vida de las sondas excitadas fueron medidas
a través del decaimiento de su fluorescencia después de un
pulso de excitacidn por un laser de nitrdgeno modelo Nitronite
LN 100. La intensidad de la emisién en funcidn del tiempo se
registrd en un osciloscopio modelo Tektronix 7633.

Los experimentos de apagamiento de estas sondas con CCl,
se realizaron en estado estacionario midiendo la disminucidn de

la fluorescencia en funcién de la concentracién de tetracloruro

de carbono. Estas medicicones se efectuaron en un




26

espectrofluorémetro Perkin-Elmer modelo LS 50.
3.2.4 Mediciones de la polarizacidén de la fluorescencia

Se prepararon soluciones alcohélicas de 2-AS, 7-AS, 12-AS
v soluciones en tetrahidrofurano de DPH, TMA-DPH y Pro-DPH. Se
adicionaron alicuotas de estas soluciones a la suspension
microsomal (0,20 mg proteina por ml) de manera de lograr una
concentracion final de la sonda en estudic de 0,25 uM. Se
incubaron las membranas durante una hora a 37 °C, las mediciones
fueron realizadas en un espectrofluorémetro Greg 200.

3.2.5 Evaluacioén de la incorporacién total de la sonda & la

membrana microsomal.

La suspensién microsomal, con la sonda incorporada, se
ultracentrifugs a 105.000 x g durante 35 minutos, y se verificd
que no habia emisidén de fluorescencia en el sobrenadante. Otra
forma utilizada para comprobar la incorporacidén total de la
sonda fué a través de la acrilamida, la cual es un apagador
efectivo de la fluorescencia de los derivados del pireno y de
los derivados del &acido S-antroil estedrico en medio acuoso,
pero es totalmente inefectivo en medio lipidico [8].

3.2.6 Determinacion de las constantes de reparto

La constante de reparto del tetracloruroc de carbono enire
la fase microsomal y la fase acuosa se determiné por el método
propuesto por Encinas y Lissi [9], que se describe con mas
detalle en la parte Resultados. Las constantes de reparto de
los alcoholes, n-heptanol y 2,6-dimetil-4-heptanol, se
determinaron por ultracentrifugacién. La suspension microsomal

fue ultracentrifugada a 100.000 x g por 35 minutos, la cantidad
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de alcochol presente en el sobrenadante y en &1l sedimento

romatografia de gases. La constante

L}
[y

de reparto se define como

[alIcohell

R

K [Alcohol] .

(11}

donde [alcoholl. corresponde a la concentracidn de alcohol por
mg/ml de proteina microsomal, y [alcohol]. es la concentracidn
de alcohol en el tampdn.

3.2.7 Incorporacién del heptanol y del 2,6-dimetil-4-heptanol

a la membrana microscomal.

A una suspensién microsomal (1 mg de proteina por ml)
preparada en una solucidén 50 mM TRIS pH 7,5; se le adicionaron
concentraciones crecientes de los alcoholes respectivos. Se
incubé por 10 minutos en un bafdo termorregulado a 37 °C.

3.2.8 Lipoperoxidacidn

La lipoperoxidacidn se indujo por medio de sulfato ferroso
y 4&cido ascoérbico en concentraciones de 0,1 mM y 2 mM
respectivamente [59]. Estos experimentos fueron realizados a 37
°C en microsomas resuspendidos en buffer 50 mM TRIS pH 7,5 (1
mg de proteina por ml). La reaccién se detuvo mediante 1a
adicién de BHA en una concentracién final de 0,5 mM [59].

3.2.9 Determinacién de malondialdehido .

Se determiné la D.C. a 535 nm del producto de la reaccidn
del TBA con los derivados aldehidicos (MDA) provenientes de la
ruptura de los adcidos grasos insaturados por accidn radicalaria
(TBA-RS). Se efectué una precipitacién de cada muestra con

dcido tricloroacético (TCA) al 30%, se centrifugd a 4000 x g
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por 5 minutos. A un ml del sobrenadante se le agregé TBA al
0,67 % v se calenté a bafio maria durante 15 minutos. Se leyd la

.0. del produciv de ésla reaccién a 535 nmm. La concentracidn

c!

je TBA-RS se calculd utilizando el coeficiente de extincidn
molar del MDA (1.560 1/M cm )[60].

3.2.10 Actividades enzimaticas

a) N-desmetilacién de la aminopirina: ésta actividad fué
determinada segdn la técnica de Nash [61], la cual se basa en
ia determinacién espectrofotométrica del formaldehido producido
en la reaccién de N-desmetilacién de la aminopirina.

El medio de incubacién contenia 10 mM de aminopirina

- ~

Cl; 10 m¥ MglCli;; 8 mid

i

sustratoj; 50 mdM TRIS p

~~

isocitrato de sodio; 6,25 U/ml de des

mM NADP; y microsomas en una concentracién de 1 mg/ml de

[y}]
L

proteina en la mezcla de reaccidén. Se incubs a 37 °C durante

[
(a8}

minutos, la reaccidn se detuvo coun TCA al 203, se cealrifuyd

[
VY

minulos a 10.000 rpm, y en el sobrenadante se determind

b) Actividad de la UDPG-transferasa: se delermind segin el

método de Issebacher et al [62]. Esta técnica se basa em medir
la desaparicién del p-nitrofenol, el cual es conjugado por el
UDPGA.

£l medio de incubacién contenia una mezcla de 5 mM de p-
nitrofenol (sustrato); 50 m¥ TRIS pH 7,5; 25 mM de MgCl. y
microsomas en una concentracién de 2 mg de proteina por ml de
la mezcla de reaccién. Se incubé 10 minutos & 37 °C; se detuvo

la reaccién con TCA al 5%; se centrifugdé a i0.060 rpm por 10
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minutos; y en el sobrenadante se determiné la concentracidn

remanente del p-nitrofenol.

Fase I:

N—Desmetiiacidon de la aminopirina

H3C—|—_._—_/.\[N\ ———=1-N—H

CH + H-CHO
~N 3 z /l>

CH; "N" 0 S CH':\N 0

NADPH+H"+ 0,

Aminopirina Monometil-
aminopirina

Fase II:

Glucuronidacion del p-nitrofenol

OH COOH COOH

+ o—UDP o—@—moa+ ubpp
UDPG-T

NO,
Paranitrofenol
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4 RESULTADOS
4.1 Estudio fotofisico de las propiedades fisico—guimicasggg

n

1a membrana microsomal

Las propiedades fotofisicas que se utilizan para 1la
caracterizacidén del microentorno donde se localizan las sondas
son: el tiempo de vida de 1la fluorescencia, las constantes de
apagamiento por moléculas cargadas y/o neutras, y la
depolarizacién de la fluorescencia.

Los derivados del pireéno que poseen un grupo catidnico se
anclan en la superficie de la bicapa, en las zonas en gque esta
cargada negativamente, ¥ sensan a ésta a diferentes
profundidades dependiendo del largo de la cadena algquilica que
une este grupo con el cromdforo. Asi, el PMTMA se ubicaria en
la regidn mas externa, el PBTMA en la zona intermedia y el
PUTMA en la zona mds interna de la bicapa.

En las Tabla 1 y 2 se dan los valores obtenidos para los
tiempos de vida, de los derivados del pireno, en microsomas b4
solventes homogeneos, respectivamente, bajo diferentes
concentraciones de oxigeno. El1 decaimiento de la emisién de
fluorescencia de estos compuestos resultd ser monoexponencial
en todos los casos estudiados. Esto indica que las sondas
utilizadas se incorporaron a un dnico tipo de microambiente.
- En la Tabla 3 se comparan los tiempos de vida bajo
nitrégeno obtenidos en distintos medios. Los valores muestran
que los tiempos de vida de todas las sondas, a excepcidn del
PMTMA, medidos en las membranas microsomales son menores que

los determinados en etanol ¥ en fantasmas.
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Es un hecho conocido que el ioduro y la acrilamida son
eficientes apagadores de la fluorescencia del pireno y sus
derivados, y gque la desactivacidén ocurre por un proceso
bimolecular de transferencia de carga [63]. En presencia de
membranas microsomales la velocidad de apagamiento se ve
drasticamente reducida, llegando a ser indetectable el efecto
en el caso de la acrilamida (Tablas 4 y 5). Esto se debe a gque
tanto el ioduro como la acrilamida se solubilizan
exclusivamente en la fase acuosa. Las constantes de velocidad
de desactivacioén por ioduro se dan en la Tabla 4. El valor de
la constante disminuye considerablemente al aumentar el tamafio
del grupo hidrofébico en el derivado del pireno.

A partir de los tiempos de vida de las sondas bajo
ambiente de nitrégeno (T.) Yy aire (t.), (Tabla 1 y 2), es
posible obtener las constantes de apagamiento por oxigeno a
través de la siguiente relacidn

Eox = 1/Tox - 1/Ts (12)
donde k.. es igual a k.[0.]. Los valores de la k.. de derivados
del pireno en distintos medios se dan en la Tabla 6. En las
membranas microsomales y de gldbulos rojos se observa un
aumento del valor de esta constante a medida que la sonda se
inserta hacia el interior de la bicapa. La magnitud de k, esta
determinada por la solubilidad y/o movilidad del oxigeno. Este
dltimo factor puede relacionarse con pardmetros tales como el
orden vy la microviscosidad del medio, los cuales pueden ser
estimados a través de mediciones, en estado estacionario, de

las anisotropias de la fluorescencia de sondas liposolubles
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[71.

Los estudios de depolarizacidén de la fluorescencia se
realizaron empleando una serie de derivados del antraceno y
DPH. En este caso, la localizacidén de los derivados del
antraceno a diferentes profundidades de la bicapa nos permite
obtener informacién acerca de la variacidén de la fluidez de la
membrana en funcién de su ubicacidn. Los derivados del
antraceno (AS) se ubican a diferentes profundidades de la
bicapa: el 2-3AS se ubica en la zona mas superficial; el 7-AS en
una zona intermedia y el 12-AS en la zona més interna. Los
resultados obtenidos se dan en la Tabla 7. En ella se incluyen
los valores de anisotropia en estado =stacionario (r.), el
tiempo de vida de fluorescencia (t), el coeficiente de difusidn
rotacional (R), y el tiempo de correlacidn rotacional, ¢. Estos
pardmetros se relacionan entre si de la siguiente manera:

r,/r - 1 = 6RT @ = 1/6 R (13)
donde r, representa la anisotropia en ausencia de movimiento de
la sonda (se considerd 0,228 para el 2-AS; 0,233 para el 7-AS;
0,230 para el 12-AS [64]; 0,395 para el DPH [65]; ¥y 0,396 para
el TMA-DPH [66]). El andlisis de ia Tabla 7 muestra gque los
valores de las anisotropias, v de los tiempos de correlacidn
rotacional disminuyen desde el 2-AS al 12-AS.

4.2 Efecto del tetracloruro de carbono sobre las propiedades

fisicas de la membrana microsomal.

La incorporaciodn de tetracloruro a la bicapa
necesariamente debe producir cambios en las propiedades fisico-

quimicas de la membrana. La evaluacién de estos efectos
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requiere en primer término de la medicién de la constante de
reparto de esta molécula entre la fase acuosa y la fase
lipidica con el fin de determinar la concentracién de ella en
la bicapa. Estas constantes se midieron usando el método
propuesto por Encinas y Lissi [9] y que se describe brevemente
a continuacidén.

Consideremos el siguiente equilibrio

Q + M ===== MQ

donde Q representa la molécula de apagador que se reparte entre
la fase acuosa y la fase microsomal, M. En el caso que las
moléculas solubilizadas no afecten la incorporacidén de otras
moléculas, ni tampoco alteren las propiedades del microsoma, la
distribucion de moléculas entre las fases corresponde a una
distribucién de Poisson y la constante de reparto puede

definirse como

(M] [Q,] k_
donde [{Qy] ¥ [Qx] denotan las concentraciones de apagador en las
fases acuosa y microsomal, respectivamente y [M! es 1la
concentracicén total de microsoma. k. y K. representan las
constantes de velocidad para los procescos de entrada y salida
del apagador desde el microsoma. Definiendo el nmimero de

ocupacién medio como

5 - [0y

= {
F3] (15)

se puede reescribir la constante de reparto como

K = "n/[G] (16)




34
que con la siguiente relacidn
Q1 = [Q] + [ (17)
lleva a

n =
0,1 0.0 - (04 (18)

sl

que recordenandose da

K [G:] - KI[Q] = n
K[l = 1n + K [Q]
[Q:1 = T/K + [Qu]

y con la definicidn del nimero de ocupacién se tiene

o] = & +7y (19)

Asi un gréafico de [Q:] versus [M] permite evaluar n vy K a
partir de 1la pendiente vy 1la razdn pendiente/intercento
respectivamente. Esto es valido solo si el numero de ocupacidn
permanece constante, lo cual se logra trabajando con una sonda
que esté totalmente incorporada al microsoma, de modo gue el
apagamiento sea producido solo por los apagadores solubilizados
en la fase microsomal. Asi para un conjunto de valores de [M],
un mismo valor de I,/I asegura un Unico valor de n, y de éstos
se obtiene un conjunto de valores de [0y]. La forma mds simple
de trabajar los datos es obtener el grdafico de Stern-Volmer
para distintas concentraciones de microsomas y luego tomar el
inverso de la pendiente como la concentracidén necesaria para
que la fluorescencia disminuya a la mitad. Asi un grédfico del
inverso de la pendiente de Stern Volmer versus la concentracién

de microsomas equivale & 1la ecuacidén (19) que permite
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determinar la constante de reparto. Es importante destacar que
este método es aplicable independientemente del mecanismo de
desactivacién que esté operando. Asi, aun cuando el grafico de
Stern Volmer se curve, debido a la existencia de quenching
estdtico, todavia la razén I,/I refleja un tnico valor de n.

Los experimentos de apagamiento de la fluorescencia se
realizaron con el PUTMA como sonda y con tres suspensiones
microsomales de diferente contenido protéico a 37 °C. En la
Figura 2 se muestran los gréficos de Stern-Volmer obtenidos
para el apagamiento del PUTMA por CCl, en estos sistemas. En la
Figura 3 se muestra el grafico obtenido usande la ecuacidn
(19). La constante de reparto para el CCl, entre la fase acuosa
v la fase microsomal es igual a 1,4 ml/mg, este valor implica
gue el 50% del CCl, se asocia a la membrana cuando la
concentracién de la suspensién microsomal corresponde a 0,71 mg
de proteina por ml.

.En la Figura 1 se muestran los grédficos tipo Stern Volmer
para la desactivacidén de los derivados del pireno por CCl,, en
presencia y ausencia de oxigeno. De la pendiente de Stern
Volmer, k,T, se obtuvieron las constantes de velocidad, k;, para
el proceso de desactivacion por CCl, usando los tiempos de vida
determinados en experimentos de pulso (Tablas 1 y 2). En la
Tabla 8 se dan los valores de k, obtenidos en solventes
homogéneos y en el medio microsomal. En esta tabla se incluyen
también los valores de 1las constantes de velocidad de
desactivacién del metilpireno (MP), y del benzo-(a)-pireno

(BP), en el medio microsomal, las cuales fueron obtenidas de
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igual forma que para los otros derivados del pireno. Las
constantes de velocidad en 1la suspensién microsomal se
obtuvieron en términos de la concentracién analitica de CCl,.
El efecto del CCIl, scbre la fluidez de la membrana se sensé
midiendo las anisotropias de derivados del antraceno y DPH. A
partir de éstas mediciones y de los cambios en los tiempos de
vida de la fluorescencia, se determinaron las razones entre los
tiempos de correlacién rotacional en ausencia (8°) y en
presencia (®) de CCl,. Los valores obtenidos se dan en la tabla
10.

4.3 Efecto del n-heptanol y del 2,6-dimetil-4-heptanocl sobre

las propiedades fisicas de la membrana microsomal.

Las constantes de reparto de los alcoholes se determinaron
por ultracentrifugacién de acuerdo a la forma descrita en
Materiales y Métodos. Los valores encontrados fueron 0,15 para
el n-heptanol y 0,17 para el 2,6-dimetil-4-heptanol.

En ias Tablas 11 y 12 se muestran los efectos de
concentraciones intramicrosomales crecientes de estos alcoholes
sobre la anisotropia (r) vy polarizacidén (P) de la fluorescencia
de las sondas TMA-DPH y DPH. Los datos demuestran que ambos
alcoholes inducen una depolarizacidén de la fluorescencia de las
sondas, siendo el efectoc mayor para el DPH.

La anisotropia de la fluorescencia, en estado
estacionario, se puede relacionar con la microviscosidad del
medio usando la ecuacién de Perrin en la forma propuesta por

Shinitzky y Barenholz [5]:

M = 2.4(r./T.) - 1. (20)
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donde 1 es la microviscosidad, r. ¥ r. son las anisotropias
definidas en la ecuacidén 13.

Ademds se ha demostrado [7] que la anisotropia de
fluorescencia, en estado estacionario, de una sonda incorporada
a una membrana bioldgica tiene dos componentes, rs = rr +r.. El
primero, r,, representa el decaimiento rapido o componente
cinético, y el segundo, r., representa el decaimiento lento. EI
compenente cinético da cuenta de la microviscosidad, mientras
el otro componente estd determinado por el grado de empaque de
las moléculas que forman la bicapa (grado de 6rden).

Datos empiricos obtenidos con la sonda DPH incorporada a
una gran variedad de membranas bioldégicas [7] demuestran que la
contribucién de r. a rs es cero para valores pequeiios de r;s y se
aproxima al 100% para valores muy altos de éste parametro.
Ademds se comprobd gque en toda la zona de valores de I
comprendidos entre 0,13 a 0,28 se cumple la siguiente ecuacidn:

r. = 4/3 rs - 0,1 (21)
El parametro de orden, S, para el DPH y sus derivados
corresponde a la raiz cuadrada de la razdén entre r. v I, :

S = (r./ro)”?

En la Tabla 13 se dan los valores de la razén de los
parametros de orden, 5/8°, y viscosidad, 1/M° en presencia y
ausencia de alcoholes, para TMA-DPH y DPH. A medida gue la
concentracién intramicrosomal de alcohol aumenta se produce una
disminucién de ambos parémetros. Como las sondas utilizadas

sensan la bicapa a distintos niveles, el TMA-DPH se ubica en la

zona mas externa y el DPH en la regién mas interna de la
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membrana, los resultados de la Tabla 13 indican que la zona mds
afectada por los alcoholes corresponde al interior de 1la
membrana microsomal.

La incorporacidén de n-heptancl a la fase microsomal
produce también un efecto sobre las constantes de velocidad de
desactivacién de derivados del pireno por oxigenc y por
tetracloruro de carbono. Este efecto estd evaluado por la razdén
de las constantes de desactivacién en presencia y en ausencia
del alcohol. Los valores obtenidos se dan en la Tabla 14. La
presencia de n-heptanocl aumenta la velocidad de estas
reacciones.

En la Figura 4-A se grafican 1las anisotropias de
fluorescencia de las sondas DPH Y TMA-DPH versus la
concentracion intramicrosomal de n-heptanol. Para ambas sondas
se encuentra una relacidén lineal entre estos pardametros
(coeficiente de correlacidn de 0,995), con una pendiente de
-0,07 para el DPH y de -0,03 para el TMA-DPH. En la figura 4-B
se observa que también existe una relacién lineal entre los
valores de r, ¥ las concentraciones intramicrosomales de 2,6-
dimetil-4-heptanol. Los valores de las pendientes son en este
caso -0,07 vy -0,02 para el DPH y TMA-DPH respectivamente. Los
valores de los coeficientes de correlacidn son de 0,99 para la
primera sonda y de 0,88 para la segunda.

Una vez cuantificado el efecto de los alcoholes sobre el
grado de orden de la membrana se procedié a utilizarlos para
inducir cambios fisicos en la membrana y evaluar la influencia

de estos cambios en la actividad enzimatica.
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4.4 Efecto del n-heptanol vy del 2,6-dimetil-4-heptanol sobre la

actividad de las enzimas asociadas a membrana microsomal: UDPG-

T v N—-demetilasa.

En las figuras 5-A y 5-B se observa que ambos alcoholes
presentan una conducta bifasica en relacion al efecto sobre la
actividad de la UDPG-T. A concentraciones intramicrosomales muy
bajas de alcohol la actividad disminuye y a medida que aumenta
la concentracion el efecto se revierte hasta lograr sobrepasar
en gran medida la actividad que posee la enzima en ausencia de
alcohol. El1 efecto del 2,6-dimetil-4-heptanocl sobre la
actividad enzimdtica es mas intenso (Figura 5B).

En la Figura 6 se observa gque el n-heptanol produce una
leve disminucidn de la actividad de la N-desmetilasa, mientras
que el 2,6-dimetil-4-heptanol induce una disminucidn
significativa de su actividad.

En las figuras 7-A y 7-B se demuestra la existencia de una
correlacidn lineal entre los valores de la anisotropia de
fluorescencia del DPH y la actividad de la UDPG-T al utilizar
n-heptanol {(Figura 7-AR) o 2,6-dimetil-4-heptanol (Figura 7-B}),
en concentraciones superiores a 0,2 nmoles de alcohol/gr prot,
como promotor de cambio en los valores de ambos parametros. El
valor del coeficiente de correlacién y la pendiente en el
grdafico 7-A corresponde a 0,995 y -4602 respectivamente. En el
grdfico 7-B se calculdé una correlacidn de 0,998 y una pendiente
de -7929.

En la Figura 8 se grafica la actividad de la N-demetilasa

versus r, del DPH, observandose que la correlacidn entre estos
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pardmetros es menor gue en los casos anteriores (0,800).

De todos éstos resultados se infiere que la alteracidn en
ia fluidez de 1la membrana microsomal, inducida por 1los
alcoholes, afecta principalmente a la actividad de la UDPG-T.
4.5 Efecto del estrés oxidativo sobre las propiedades fisicas
de la membrana v las actividades de las enzimas UDPG-T y N-

demetilasa.

En la Figura 9-A se muestra 1la variacién de 1la
lipoperoxidacifn en funcién del tiempo. Como indice del nivel
de lipoperoxidacién, alcanzado a un tiempo dado, se usdé 1la
formacidén de TBA-RS, el cual se expresa come nmoles MDA/mg
prot. En la Figura 9-B se grafican los valores de anisotropia
de las sondas DPH y TMA-DPH, a distintos tiempos. En ella se
observa un ligero aumento en la anisotropia de la sonda DPH
como efecto de la lipoperoxidacidén, y en cambio la anisotropia
del TMA-DPH permanece casi constante.

En la Figura 10 se observa el grado de correlacidon (0,93)
entre r. del DPH y el indice de TBA-RS, la pendiente de este
grdfico corresponde a 0,003.

En las Figuras 11-A vy 11-B se muestra el efecto del estrés
oxidativo sobre las actividades de la UDPG-T y la N-desmetilasa
respectivamente. Se observa un aumento en la actividad de 1la
UDPG-T v una disminucién en la actividad de la N-desmetilasa

con el grado de lipoperoxidacion.
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5. DISCUSION

5.1 Estudio fotofisico de las propiedades fisico-gquimicas de la

membrana microsomal.

Los tiempos de vida de los derivados del pirenoc en
ausencia de oxigeno dependen de la polaridad del solvente [64],
i.e. a medida que aumenta la polaridad del solvente los tiempos
de vida se acortan. Los resultados gue se dan en la Tabla 3
muestran que en la membrana microsomal los tiempos de vida son
en general mis cortos gque en etanol y que en glébulos rojos.
Esto indicaria, que estas sondas estan expuestas al medio
acuoso, 6 bien gue sus estados excitados son desactivados por
alguna proteina componente de la membrana microsomal, tal como
el citocromo P,.,. Esta tltima posibilidad es la méds probable,
considerando que los valores de los tiempos de vida de los
derivados del pireno no aumentan significativamente al aumentar
el niumero de &atomos de carbono en la cadena sustituyente, 1lo
que indicaria gue la sonda se ubica en la zona mas hidrofébica
de la membrana microsomal. Otro argumento en el mismo sentido
lo constituye el resultado obtenido para la desactivacidn de
los derivados del pireno por acrilamida. Este proceso ocurre a
través de un mecanismo de transferencia de carga, y por lo
tanto el aumento de la polaridad favorece la desactivacidén. En
la Tabla 5 se ve gue esta molécula, que se disuelve en la fase
acuosa, es totalmente ineficiente en la desactivacién de los
derivados del pirenc en presencia de la fase microsomal. Este
resultado indica que las sondas estan totalmente incorporadas

a la bicapa.
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Por otro lado, en la Tabla 4 se observa gue el ioduro es
capaz de desactivar a aquellos derivados del pireno gque se
localizan mas cerca de la superficie microsomal, pero no
desactiva a las sondas ubicadas mds hacia el interior de la
bicapa. En solventes homogéneos la constante de velocidad se
acerca al valor difusional, 3 x 10° - 2 x 10"°, y en cambio en
presencia de microsomas este valor disminuye a 6 x 10°. Esta
disminucién esta dentro del rango de lo reportado para
reacciones entre moléculas pequefias y macromoléculas. Ahora, si
comparamos los valores de la constante de desactivacidén por
ioduro obtenidos en microsomas y fantasmas [12], se encuentra
que en la fase microsomal el proceso de desactivacidén es tres
veces mas lento. Este resultado puede ser una consecuencia de
una menor concentracién de ioduro” en la superficie de 1la
bicapa y/0 una insercién mds profunda del PMTMA dentro de la
membrana microsomal en relacidén a los fantasmas.

La desactivacién por oxigeno de los derivados del pireno
incorporados a la membrana microsomal aumenta con el largo de
la cadena hidrofébica. Este resultado es muy similar a lo que
se ha encontrado en glébulos rojos fantasmas (ver Tabla 6).
Esto indicaria que en ambas membranas la solubilidad y/o
movilidad del oxigeno aumenta hacia el interior de la bicapa.
Sin embargo, en la Tabla 6 también se observa que el valor de
k.-, para la socnda PMTMA, es mayor en microsomas gue en
fantasmas. Este resultado podria indicar qgue la superficie de
la membrana microsomal es mas fluida que la =zona

correspondiente de la membrana de globulo rojo. Uno de los
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factores quimicos moduladores de la fluidez lo constituye la
razén Colesterol /Fosfolipido, y se han reportado valores de 0,9
y 0,3 para esta razén en gldébulos rojos y microsomas
respectivamente [65,66]. Esta informacién concuerda con el
mayor valor de k., para la sonda PMTMA en microsomas. En la
Tabla 6 puede verse también, gque los valores de las k.. son
menores en membranas que en sclventes homogéneos, lo que indica
una menor exposicién de las sondas al oxigeno tanto en
microsomas como en fantasmas. Este hecho tiene relevancia desde
el punto de vista bioldégico, en la medida en que las membranas
esten menos expuestas al oxigeno van a estar md&s protegidas de
la lipoperoxidacién. Este proceso comienza con la abstraccidn
de un atomo de hidrégeno bis alilico desde un acido graso de la
membrana, formandose un radical libre. Esta especie puede
seguir dos vias alternativas: a) reaccionar con otro radical
(R" + R === > R=R ) vy b) reaccionar con oxigeno, form&ndose
un radical perdxido, aespecie propagadora de la
lipcperoxidacion. La eleccidn preferencial de una u otra via
dependerd de la concentracidén de oxigenc presente en el medio.

Los valores de las k.. de las sondas que no estédn ancladas
a la membrana microsomal (MP y BP) pueden ser utilizados para
hacer una estimacién promedio de su ubicacién dentro de la
bicapa. Para la sonda BP se observa gue la magnitud de kx €8
cercana al valor obtenido para la sonda PUTMA, lo gue indicaria
que se encuentra inserta hacia el interior de la bicapa. En

cambioc el valor de k.. de la sonda MP indica que esta prueba se

encontraria en una zona cercana a donde se ubica el PBTMA. Es
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preciso hacer notar que para llegar a esta conclusién no se
considera el movimiento de la sonda no fija, debido a su gran
tamafic en relacidén al oxigeno.

El estudio de la fluidez de la membrana microsomal se hizd
por polarizacién de 1la fluorescencia usandec como sondas
derivados del antraceno y DPH. El DPH ha sido extensamente
empleado para sensar las regiones hidrofébicas de las bicapas
[5,67,68]. En la Tabla 7 se entrega un valor de r, para el DPH
en microsomas similar al reportado en bibliografia para
microsomas de higado de rata [66], pero mucho menor que el
informado para glébulos rojos fantasmas (r. igual a 0,28 [69]).
Los valores de r. eﬁcontrados para los derivados del AS (Tabla
7) muestran que la fluidez aumenta hacia el interior de la
membrana microscmal (menores valores de r.), lo cual concuerda
con los resultados obtenidos para X... E1 valor de & de la sonda
12-A8 en microsomas es igual a 2,98 ns siendo este valor mucho
menor que 7,81 ns encontrado en fantasmas [1]. Este resultado
indica que existe una mayor fluidez de la membrana microsomal,
en comparacién a la de los gldbulos rojos. Por otro lado, las
mediciones de k,. indicaban una diferencia sélo en la 3zona
superficial entre ambos tipos de membrana. Esta divergencia se
puede explicar en base a gue el 12-AS sensa s6lo el
microambiente que lo rodea, mientras que k.. evaliia un promedio
de esta propiedad sobre una regién mds amplia de la membrana
. [12], debido a que ella es el resultado de un proceso
difusional.

Asi se puede concluir que la membrana microsomal es mas
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rigida en la superficie y se va fluidificando hacia el
interior. Comparando los resultados obtenidos en el presente
trabajo con los valores reportados para gldbulos rojos se ve
que esta ultima es mas rigida que la membrana microsomal, lo
que concuerda con su mayor contenido de colesterol.

5.2 Efecto del CCl, sobre las propiedades fisicas de 1la

membrana microsomal.

Fn 1la Tabla 8 se observa gque las constantes de
desactivacién de los derivados del pireno por CCl,, en un medio
homogéneo y en ausencia de oxigeno, aumentan con la polaridad
del solvente. Los valores de kX, en el medio microsomal son

mayores a los obtenidos en los solventes homogéneos utilizados

N
-~

y van aumentando a medida que la sonda se inserta .més
profundamente en la bicapa. Considerando gque la membrana
microsomal es un medio apolar, este aumento de la velocidad
puede deberse a un aumento de la concentracidén del aditivo en
el microentorno de la sonda. Para realizar una comparaciodn mas
valedera es necesario normalizar 1las k, microsomales,
dividiéndolas por las k., en el solvente de referencia (etanol-
heptanol o etanol-agua). Procediendo de ésta forma se encuentra
que los mayores valores relativos corresponden a las sondas
PMTMA y BP (Tabla 8A). En el primer caso esto se explicaria
por la mayor polaridad de la regidn donde se ubica el PMTMA, vy
en el segundo caso por una mayer concentracién del CCl, en los
alrededores de la sonda BP. De aqui se infiere gque el CCl, se

ubicaria preferentemente en la zona intermedia de la hemicapa.

En la Figqura 1 se muestran los graficos de Stern Volmer
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para el apagamiento de derivados del pireno por CCl,, y en
ellos se puede observar que la pendiente aumenta en presencia
de oxigeno. El hecho de gque el gréafico I,/I versus
concentracién de CCl, sea lineal, a bajas concentraciones de
CCl,, tanto en ausencia como en presencia de oxigeno implica
que k.., debe cambiar linealmente con 1la concentracidn
intramicrosomal de CCI1,

Koe = K’ + @ [CCL,] (20)
donde k. ¥ k. 50n las constantes de apagamiento por oxigeno,
definidas en la ecuacidn (12), en ausencia y presencia de una
concentracitn de tetracloruro respectivamente, y a mide la
sensibilidad de la sonda hacia el efecto del CCl,. En la Tabla
9 se dan los valores de a para los derivados del pireno
utilizados, asi como también las concentraciones
intramicrosomales de CCl, necesarias para aumentar al doble el
valor de k... Se observa que las sondas mas sensibles al efecto
del CCl, son el PBTMA vy el PUTMA, vale decir las que se ubican
mads al interior de la bicapa. También se dan en la Tabla 9 los
valores de a para las sondas MP y BP. El efecto pequeifio en la
interfase, donde se localiza el PMTMA, se puede atribuir a la
poca solubilidad del aditivo en esa zona. En la regidén donde se
ubica el PBTMA una concentracidén intramicrosomal tan pequefia
como 0,09 mmoles de CCl,/g prot aumenta al doble la k... Este
aumento de la velocidad de desactivacidn por oxigeno indica una
perturbacién general de la membrana microsomal por la adicidn
de CCl,.

El aumento de la velocidad de desactivacién poxr’ oxigeno en
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presencia de CCl, debe reflejar un aumento en la solubilidad
y/0 movilidad del oxigeno. El1 efecto del CCl, sobre el orden ¥y
la fiuidez de la membrana microsomal se sensé midiendo las
anisotropias de derivados del antraceno y DPH, los cuales se
ubican a diferentes profundidades de la bicapa. A partir de
estas mediciones y de los cambios en los tiempos de vida de
fluorescencia, se determinaron las razones entre los tiempos de
correlacidén rotacional en ausencia (¥°) y en presencia (%) de
CCl: (ver Ecuacién 13). Los valores obtenidos para estas
razones se tabulan en la Tabla 10. A medida que aumenta el
tamafio de la cadena alquilica se observa una disminucidén de
esta razén. Esto indicaria un aumento moderado de la movilidad
de la sonda debido a la incorporacién de CCl,. Se observa
también gue el efecto producido por este aditivo es mayor en la
zona sensada por el 2-AS. El efecto intenso del CCl: sobre k..
contrasta con el poco efecto que produce la adicidén de este
aditivo sobre las depolarizaciones de la fluorescencia de las
sondas incorporadas a la membrana microsomal. Nuevamente, esta
diferencia puede explicarse por el hecho que las medidas de
anisotropia sensan propiedades muy locales, mientras que K.
evalia una propiedad promedio de toda la membrana.

En restmen el CCl, se ubicaria preferentemente en la zona
intermedia de la hemicapa, ejerciendo una perturbacidén en la
membrana a todo nivel. E1 efecto mds notable del CCl, lo
constituye el aumento de la solubilidad y/o movilidad del

oxigeno. Este hecho podria tener implicancias dentro del

mecanismo de su hepatoxicidad.
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5.3 Efecto del n-heptanol v del 2,6-dimetil-4-heptanol sobre

las propiedades fisicas de la membrana.

Se utilizaron dos alcoholes de geometria diferente (lineal
y ramificada) con el fin de compararlos en cuanto a su grado de
incorporacién a la membrana microsocmal y el tipo e intensidad
de la perturbacién fisica por ellos inducida.

Las constantes de reparto para ambos alccholes son muy
semejantes (0,15 y 0,17 para el n-heptanol y el 2,6-dimetil-4-
heptanol respectivamente}, 1lo cual indica igual grado de
solubilidad en la membrana microsomal. En vesiculas de
dipalmitoilfosfatidilcolina se reporta un mayor grado de
incorporacién del alcohol lineal [11]. Estas diferencias se
deben probablemente a la composicién hetercgénea de la membrana
microsomal, existiendo zconas mids fluidas qQue permiten que se
acomode el alcohol ramificado.

El efecto fisico de estos alcohcoles sobre la membrana
microsomal se evalud a traves de los cambios observados en las
anigotropias de las sondas TMA-DPH y DPH. La primera, por su
naturaleza catidnica, se inserta en la zona superficial de 1la
bicapa y la segunda en la regién mds hidrofdbica [70]. Los
valores obtenidos para r, ¥y P (Tablas 11 y 12) nos dan una idea
de los cambios de fluidez de la membrana microsomal producidos
por la adicidn deslos alcoholes en estudio. La presencia de los
alcoholes afecta principalmente las anisotropias del DPH. Dado
que las anisotropias en estado estacionario de DPH y sus
derivados dan cuenta tanto de los parametros de orden como

dinamicos, wse puede tratar de separarlos recurriendo a las
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ecuaciones descritas en Resultados (Ecuaciones 20 y 21). En la
Tabla 13 se observa el efecto de ambos alcoholes sobre los
parédmetros de orden y viscosidad evaluados a través de los 1,
de ambas sondas. Los dos alcoholes afectan estos parametros en
forma muy similar disminuyendo el grado de orden y 1la
microviscosidad principalmente en la zona mas hidrofdbica.

Las Figuras 4A y 4B muestran que las variaciones de los z,
del DPH y del TMA-DPH son dependientes de la dosis de alcohol,
siendo esta dependencia 1lineal, a mayor concentracidn
intramicrosomal de alcohol (n-heptanol o 2,6-dimetil-4-
heptanol) se induce una mayor fluidificacidn de la membrana. El
efecto es minimo para la zona sensada por el TMA-DPH. Los dos
alcoholes en estudio producen una perturbacidén practicamente
idéntica en la membrana en cuanto a intensidad y zona afectada.
Es probable que, aunque producen una fluidificacidén general de
la membrana, induzcan zonas de mayor rigidez dentro de ella. Un
efecto parecido se describe para el colesterol [55], en este
caso la adicidén de colesterol induce una rigidizacién general
v un.aumento de la fluidez en algunas zonas. Se postula que
este esteroide interaccionaria con 1los fosfolipidos mas
saturados, dejando conglomerados de 1lipidos insaturados, ¥y
creando una especie de separacién de fases.

La Tabla 14 muestra el aumento en los valores de las
constantes de desactivacion por oxigeno y por CCl, al adicionar
h—heptanol a los microsomas. El n-heptancl al incorporarse a la
interfase produce una disminucién de la polaridad en el sitio

de su incorporacidn aumentando la solubilidad del oxigeno y del
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CCl, También podria indicar un aumento de la difusidn
traslacional de las moléculas por efecto del alcohol.
En resumen ambos alcoholes se incorporan en igual grado a
la membrana microsomal y producen una fluidificacién de la
bicapa principalmente en la zona intermedia de ella. Existe una

excelente correlacién lineal entre fluidez y dosis de alcohol.

5.4 Efecto _del n-heptanol y del 2,6-dimetil-4-heptanol sobre
las actividades de la N-demetilasa v de la UDPG-T microsomales.

Teniendo en cuenta las interacciones directas gue existen
entre lipidos y proteinas dé membrana, los cambios en la
fluidez de membrana pueden estar asociados con alteraciones en
la funcionalidad de muchas proteinas insertas en la bicapa. En
esta tesis se ha estudiado el efecto de los cambios en 1la
fluidez inducidos por el n-heptanol y el 2,6-dimetil-4-heptanol
sobre dos enzimas de topologias diferentes. La UDPG-T se
encuentra orientada hacia el ldmen microsomal [71] y la N-
demetilasa hacia el citoplasma [36].

Dentro de cierto rango de concentraciones existe una
relacidn directa entre dosis de n-heptanol o 2,6-dimetil-4-
heptanol y aumento de la actividad de la UDPG-T (Figuras 5A y
5B). Al compararse ambas curvas sSe observa una relacidn lineal
en la Figura 5A, mientras en la Figura 5B se observa un perfil
saturable. A pesar de gue ambos alcoholes presentan un
comportamiento muy semejante en cuanto al grado de perturbacidn
gque inducen en la membrana microsomal, el efecto del alcohol
ramificado sobre la actividad de la UDPG-T es mas intenso. Los

tipos de movimiento sensados por las sondas asociadas a
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membrana dependen de su tamafio, forma y tiempo de vida. El uso
de otras sondas nos podrian entregar mayor informacion respecto
a la existencia de efectos fisicos distintos entre estos dos
alcoholes. Existen reportes de la mayor perturbacion ejercida
por los alcoholes ramificados en relacidén a los lineales en
vesiculas de dipalmitoilfosfatidilcolina [14,11], e incluso se
describe una mayor potencia anestésica para los alcoholes
ramificados. También, se tiene conocimiento de gque los
alcoholes gque poseen entre 5-9 &tomos de carbono forman
conglomerados que desestabilizan las interacciones entre los
fosfolipidos, aumentando la distancia entre ellos {[14]. La
ramificacién podria facilitar la formacién de estos agregados,
necesitandose una concentracién menor del alcohol para inducir
su formacién. A concentraciones muy bajas, ya sea del alcochol
ramificado o lineal, se observa una disminucidén de la actividad
de la UDPG-T (Figuras 5A y b5B). Considerando la relacidn
lineal, con un alto coeficiente de correlacidn, existente entre
la disminucién del r, DPH y el aumento de 1la actividad
enzimdtica (Figuras 7A y 7B), este resultado podria deberse a
una rigidizacién de 1la membrana no sensada por las sondas
utilizadas en este trabajo. M. Campos v col [1l1l] encontraron
gue a bajas concentraciones de octanol y 2,6-dimetil-4-heptanol
se producia una rigidizacidn de las vesiculas de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPFC), pero al aumentar la
concentracién de estos alcoholes la membrana se fluidificaba.
Estos resultados fueron encontrados al utilizar las sondas 2-AS

y 12-AS. En cambio al wutilizar DPH se obtuvd siempre una
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fluidizacién de la membrana en todo el rango de concentraciones
utilizado.

El n-heptanol no tiene un efecto significativo sobre la
actividad de la N~desmetilasa, en cambio el alcohol ramificado
disminuye la actividad de la enzima (ver Figura 6). También se
observa una conducta bifdsica; aumenta la actividad a bajas
concentraciones de alcchol y a concentraciones mayores
disminuye. Este resultado confirma la idea de que ambos
alcoholes ejercen efectos bifésicos sobre la fluidez. Al igual
gue en el caso de la UDPG-T el efecto mayor es producido por el
alcohol ramificado. Las actividades enzimaticas correlacionan
mejor con el aumento de fluidez en el caso de la UDPG-T, que en
la N-desmetilasa (comparar Figuras 7B y 8). ‘

La actividad de una enzima unida a una membrana esté
controlada entre otros factores por la permeabilidad de la
membrana a sustratos y cofactores, la velocidad de difusidn de
éstos y la composicidén de los lipidos del entorno de la enzima,
los cuales son determinantes de la conformacidén adecuada del
sitio catalitico. La UDPG-T es una enzima cuyo sitio activo
estd orientado hacia el 1ldmen, por lo gue el sustrato
hidrosoluble +tiene acceso a &l por medio de una proteina
transportadora [36]. Se ha observado gque la adicidn de
detergentes a los microsomas puede aumentar o disminuir la
actividad de la UDPG-T, dependiendo de la concentracidn de
detergente y/o sustrato [72]. La disminucidn de la actividad de
la UDPG-T observada en éste trabajo a baja concentracion de

alcohol (n-heptanol o 2,6-dimetil-4-heptancl) se podria
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explicar por una reduccién de la movilidad del transportador
del sustrato hidrosoluble al sitio activo. En una segunda fase,
al aumentar la concentracién de alcohol, se produciria una
fluidificacién general de la membrana microscomal facilitando la
difusidn lateral y transversa del transportador y/0
fluidificando los fosfolipidos del entorno de la enzima. Se ha
encontrado [54,55] que para la manifestacién de su actividad
catalitica, asta enzima requiers interactuar “ con
fosfatidilcolinas muy fluidas (alto indice de insaturacidn). La
menor sensibilidad de la actividad de la N-desmetilasa a la
presencia de los alcoholes utilizados puede deberse al hecho de
que el sitio activo de la enzima esta expuesto al tampdn y por
lo tanto el sustrato tiene libre acceso a él. Se puede inferir
gue las enzimas con esta topologia son menos dependientes a
cambios fisicos de la membrana a la cual est#én asociadas. Se ha
descrito un halo fosfolipidico para ésta enzima maés rigido que
el promedio de los lipidos de membrana [36], la disminucidn de
actividad observada con el alcohol ramificado puede deberse a
que al ubicarse este aditivo en la bicapa produzca un
debilitamiento de las interacciones de los fosfolipidos del
entorno con la enzima. Engelke v col [73] al utilizar solventes
aromaticos en membranas microsomales observaron una disminucidn
de la actividad de las oxidasas dependientes del citocromo Pis,
Estos autores postulan la formacién de agregados de este
sistema multienzimdtico al inducir una fluidificacién de la
membrana.

En restmen, ambos alcoholes en un cierto rango de
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concentraciones inducen un aumento de la actividad de la UDPG-
T, este aumento correlaciona muy bien con el aumento de la
fluidez producida por dichos alcoholes. El1 alcohol ramificado
disminuye significativamente la actividad de la N-demetilasa.
Esta dltima enzima se caracteriza por ser menos sensible al

efecto de ambos alcoholes.

5.5 Efecto del estrés oxidativo sobre las propiedades fisicas
de la membrana microsomal vy las actividades de la UDPG-T y de

la N-demetilasa.

Se observa un aumento de los valores de la anisotropia de
fluorescencia de la sonda DPH asociada a la membrana microsomal
en paralelo con la formacién de TBA-RS (ver Figuras SA y 9B).
Este resultado indica una leve rigidizacidén de la 2zona
hidrofébica, lo que concuerda con la mayor parte de 1la
bibliografia [42,47,59,74]. Existen también algunos reportes de
fluidificacién de membrana por efecto de su lipoperoxidacidn
[33,47]. Estos resultados aparentemente contradictorios pueden
estar relacionados con el tipo de productos formados, la
composicién 1lipidica de 1las membranas y tipo de sondas
utilizadas.

La disminucién de la fluidez observada durante algunos
procesos lipoperoxidativos se explica por cambios gquimicos en
las cadenas hidrofdhicas de los fosfolipidos, formacidn de
cross-linking entre lipidos y proteinas de membrana alterados
quimicamente por el proceso oxidativo. Este cross-linking
afecta la movilidad tanto de los lipidos como de las proteinas

[32].
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Al nivel de lipoperoxidacién inducida en este trabajo se
afectan notablemente las actividades de las enzimas en estudio,
sin producirse un gran cambio en las propiedades fisicas de la
membrana microsomal (ver Figuras 11A y 11B).

Existe una gran cantidad de bibliografia [43,47,59,75]
relacionada con la disminucién de las actividades de enzimas
asociadas a membranas como consecuencia de un estrés oxidativo.
La actividad puede modificarse por un dafio directo al sitio
activo v/o por un cambio fisico inducido por la
lipoperoxidacidn.

La N-demetilasa posee su sitio activo expuesto al medio
acuoso (externo), por lo tanto tienen libre acceso a él los
radicales hidroxilos generados al adicionar al medio de
incubacién Fe'? y dcido ascérbico [36]. De esto se infiere que
la disminucién de la actividad encontrada en este trabajo se
podria deber a un dafio directo a la enzima. Gut y col [75]
encontraron una inmovilizacién del Py sin cambios notorios en
Jda& fluidez por efecto de la lipoperoxidacién microsomal, y
postularon 1la formacién de agregados de las proteinas
integrantes del citocromo.

La actividad de 1la UDPG-T se encuentra aumentada por
efecto del estrés oxidativo (Figura 11A). Esta enzima posee su
sitio activo orientado hacia el ldmen microsomal [36], por 1lo
gque un atague directo de los radicales generados en el medio
acuoso se hace mas dificil. Es probable que la activacidn se
deba a un aumento en la accesibilidad del sustrato al sitio

activo de la enzima, provocado por un cambio fisico de la




56

bicapa debido a las reacciones oxidativas de los lipidos. Se ha
postulado la formacién de endoperdxidos ciclicos, a partir de
fosfolipidos insaturados, por efecto de una lipoperoxidacidn
moderada, los cuales podrian aumentar las distancias
intermoleculares contibuyendo a un aumento de la movilidad de
las moléculas [33]. Si se toma en cuenta gue el halo
fosfolipidico de la UDPG-T estaria constituido por
fofatidilcolinas de un alto grado de insaturacién, es factible
la formacidén de estos endoperéxidos en dicha zona. Se ha
encontrado, en situacién de estrés oxidativo, una disminucidn
de la actividad de 1la UDPG-T in vivo [45], e in vitro se
informa de un aumento de su actividad a bajas concentraciones
de MDA, v a medida gque se eleva el nivel de este aldehido la
actividad disminuye [72]. También se ha reportado wuna
disminucién de la actividad de esta enzima, tratada previamente
con detergente, por el efecto de un estrés oxidativeo [76]. El
uso de una sonda especifica gue se uniera directamente a la
UDPG-T podria dar cuenta del estado fisico del halo de
fosfolipidos a distintos niveles de lipoperoxidacidén. La
informacidén recogida de esta manera podria explicar 1los
resultados contradictorios reportados para esta enzima en
términos del efecto de su actividad y cambios fisicos
producidos por lipoperoxidaciodn.

Resulta interesante explorar, dado su caracter de
importante enzima desintoxicante, la posibilidad de una
modulacidén in vivo de la actividad de la UDPG-T, por especies

reactivas provenientes del citocromo P.s,,. Como referencia se
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ha encontado un aumento de la actividad de la Glutation-
Peroxidasa por efecto de un estrés oxidativo, en este caso se
postula una dimerizacién de la proteina [44]. Considerando el
papel importantisimo que cumple esta enzima en el mecanismo de
defensa antioxidante, resulta légico suponer gque su actividad
esta siendo modulada in wvivo por 1las especies reactivas
generadas por un estrés oxidativo.

En restimen, al nivel de lipoperoxidacidén inducido en este
trabajo, se encontrdé una ligera rigidizacidn de la membrana
microsomal. Se detectd un aumento de la actividad de la UDPG-T

v una disminucidn de la actividad de la N-desmetilasa.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio fotofisico de los
microsomas sefialan gue la fluidez de la membrana microsomal
aumenta hacia el interior. Esta conclusidén se apoya tanto en
las mediciones de desactivacién por oxigeno de derivados del
pireno, como en las de depolarizacién de la fluorescencia de
derivados del AS.

La consecuencia mas notable de la incorporacidn de CCl, a
la membrana microsomal es el gran aumento de la solubilidad y/o
movilidad del oxigeno, particularmente en la zona intermedia de
la hemicapa [78]. La adicidén de CCl, a la membrana aumenta el
grado de depolarizacién y la velocidad de desactivacidn por
oxigeno [78]. Este hecho puede tener relevancia de caracter
biolégico. El1 CCl, es metabolizado por el citocromo P en
microsomas hepdticos. E1 producto de esta metabolizacion son
los radicales triclorometilos que reaccionan con oxigeno para
dar radicales triclorometilperdxidos, los cuales promueven el
proceso de lipoperoxidacién. El dafio producido dependerd de la
razbén entre los radicales triclorometilo v
triclorometilperéxido. El1 alto grado de solubilidad y/o
movilidad del oxigeno en presencia del CCl, sin metabolizar,
modificaria esta razén en forma significativa. Por otro lado
Berger y col [48] proponen dos fases dentro del mecanismo para
explicar la citotoxicidad de este solvente observada en
hepatocitos aislados. Una primera fase seria inducida sélo por
el efecto solvente del xenobidtico, ya que no se observa un

efecto protector al adicionar inhibidores del citocromo Puse ©
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antioxidantes. Este efecto se produce a los minutos de
exposicién al solvente. En la segunda fase el mecanismo de
toxicidad estaria dado por la metabolizacién del CCl, a
especies reactivas. En este trabajo se encontré un alto grado
de alteracién en las propiedades fisicas de 1la membrana
microsomal por efecto de la adicién de CCl,, lo que apoya la
teoria de la existencia de un efecto téxico in vivo mediado por
su accién perturbadora de membrana.

La solubilizacién de n-heptanol y 2,6-dimetil-4-heptancl
en el microsoma produce un aumento de la fluidez en la
membrana. Este efecto se refleja en las mediciones de la
depolarizacién de la fluorescencia de las sondas DPH y TMA-DPH,
v se induce principalmente en la zona hidrofdbica de la bicapa.
No se observan diferencias entre ambos alcoholes en cuanto a
grado de incorporacidén y tipo de perturbacidn de la membrana.
La fluidez generada por estos alcoholes es linealmente
dependiente con la dosis intramicrosomal alcanzada por ellos.

_ Aunque se encontrd gue ambos alcoholes inducen un mismo
cambio fisico sobre la membrana, el efecto ejercido sobre las
actividades enzimiaticas de 1la UDPG-T y N-demetilasa son
diferentes.

Ambos alcoholes, a partir de una cierta concentracion,
generan un aumento en la actividad de 1la UDPG-T. Esto
correlaciona linealmente con el aumento de fluidez inducido por
dichos aditivos. La disminucién de 1la actividad a bajas
concentraciones de los alcoholes se explica por una

rigidizacién no sensada por las sondas utilizadas en este
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trabajo. En cambioc, la actividad de la N-demetilasa es afectada
solamente por el alcohol ramificado. Estas diferencias de
comportamiento entre las dos enzimas se atribuyen a 1las
diferencias en sus topologias. Se postula que el hecho que la
N-demetilasa tenga su sitio expuesto al sustrato, la hace menos
sensible a los cambios fisicos de membrana.

Al nivel de lipoperoxidacién inducido en este trabajo no
se encontraron grandes cambios fisicos de la membrana
microsomal, s6lo una ligera rigidizacién en la zona m&s
hidrofébica de la bicapa. A pesar de estas modificaciones
discretas en las propiedades fisicas de la membrana, se
produjeron grandes cambios en las actividades de 1la N-
demetilasa y de la UDPG-T. La disminucién de la actividad de la
primera enzima se podria explicar por un ataque directo al
sitio catalitico, de las especies reactivas generadas por Fe™
v dcido ascérbico. El aumento de la actividad observado para la
UDPG-T se explicaria por un aumento de la movilidad del
transportador del sustrato hidrosoluble (UDPG-A) vy/0 una
fluidificaciodn de los fosfolipidos del entorno de la enzima por
efecto de la lipoperoxidacién, situacidn dificil de probar con
las sondas utilizadas.

Se ha encontrado [45] que la administracidén oral de CCl,
induce una fluidificacidén de la membrana microsocmal [45,47] ¥
una inhibicién de las actividades tanto de la UDPG-T como de la
N-demetilasa [45,49]. Los resultados encontrados en este

trabajo apuntan en el sentido de sefialar que tanto 1la

lipoperoxidacién como un aumento en la fluidez, podrian dar
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cuenta de la inactivacién de la N-demetilasa. En cuanto a la
disminucién de la actividad de la UDPG-T cbservada in vivo en
una intoxicacién con CCl,, resulta discutible asociarlo al
aumento de fluidez inducido por el xenobidtico y/0 sus
metabolitos, considerando gque en este trabajo se demuestira la
existencia de un aumento de la actividad al aumentar la
fluidez. Es probable que en un comienze se induzca una
activacién de la UDPG-T por un efecto solvente del CCl, y/o por
un cambio fisico de los fosfolipidos del entorno por efecto de
una lipoperoxidacién moderada, iniciada por la metabolizacidn
del xenobibtico. Al aumentar el nivel de lipoperoxidacidn se
induciria una disminucién de 1la actividad de 1la enzima,
alterandose las interacciones fosfolipidos-enzima (Udnica
situacidn visualizada in vivo}.

Se puede inferir que tanto la geometria como la ubicacidn
de los solutos incorporados a las membrana, con respecto a la
posicidén de la enzima, tienen importancia en cuanto a tipo e
intensidad de los cambios en la actividad de ésta. Considerando
que dichas variaciones son consecuencia de cambios fisicos
particulares producidos POT cada aditivo, se torna
indispensable el uso de diferentes sondas. El efecto sensado
por la sonda depende del tipo de movimiento que posean y de su
ubicacién dentro de la bicapa, por 1lo cual cada una de ellas
proporciona una informacidén distinta.

En la evaluacion de los cambios fisicos inducidos por la
lipoperoxidacién de membranas, es necesario considerar el nivel

de lipoperoxidacién logrado y el tipo de productos formados,
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fisica y/o0 quimica generado en la membrana sea diferente. Es
probable también gue existan zonas en la membrana mds afectadas

que otras, por su composicidén heterogénea.
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Efecto del Oxigeno sobre la Constante de

Desactivacidén de la Sonda PMTMA por CCl, en una

Suspensidn Microsomal (0.9 mg prot/ml) a 37 °C
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Figura 1 B

Efecto del Oxigenoc sobre la Constante de
Desactivacién de la Sonda PBTMA en una
Suspensidén Microsomal (0.9 mg prot/ml) a 37 °C.
O en presencia de oxigeno. '

* * en ausencia de ogxigeno.
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Efecto del Oxigeno sobre 1la Constante de
Desactivacidn de la Sonda PUTMA en unra
Suspensidn Microscmal (0.9 mg prot/ml) a 27 °C.
D en presencia de oxigeno
* en ausencia ce oxigeno
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Figqura 4 A

Efecto del n-heptancl sobre los valores de
anisotropias de la sondas DPH (0) y TMA-DPH (*)
asocladas a la membrana microsomal.

Experimento realizado a 37°C.
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Figura 5 A

Efecto del n -Heptanol sobre la Actividad de la
UDPG-T Microsomal a 37 °C.

La actividad enzimdtica se expresa como
porcentaje respecto al control (en ausencia de
alcohol) y representa el promedio = S.D. de 5
experimentos.
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Figura 5 B

Efecto del 2,6-Dimetil-4~-Heptanol sobre la
Actividad de la UDPG-T Microscmal a 37 °C.

La actividad se expresa COmRo porcentaje
respecto al control y representa el promedio *
s.D. de 5 experimentos.
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Figura 6

Efecto del n-Heptanol y del 2,6-Dimetil-4-
Heptanol sobre la Actividad de la N-Demetilasa
Microsomal a 37 °C.

0, n-heptanecl; *, 2,6~-dimetil-4-heptanol.

La actividad se expresa como porcentaje del
control y representa el promedio + S.D. de 5
experimentos.
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Estudio dg correlacidén entre los valores de
r, DPE y lé actividad de la UDPG-T.
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Figura 8

Estudio de correlacidn entre los valores de
r, DPHE v lalactividad de la N-demetilasa.
Los cambios en las variables fueron inducidas

peor 2,6-cdimetil-4-heptancl.
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t, min

Figura 9 A

Efecto del Tiempoc de Induccién del Estrés
Oxidativo sobre la Lipoperoxidacidn en
Membranas Microsomales a 37°C.

La formacién de TBA~-RS se utilizd como indice
de lipoperoxidacién. Se expresa como n moles de
MDA por mg de prot/ml y representa el promedio
+ §.D. de 3~5 experimentos.

Sistema lipoperoxidante: Fe™ y &cido ascérbico
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Figura 9 B

Efecto del Tiempo de Lipoperoxidacidn sobre las
Anisotropias de fluorescencia cn Estado

Estacionario.
Se utilizd una suspensidn microsomal de 0.2 mg

prot/ml
O, DPH

*, TMA-DPH.
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Figura 10
Correlacidén entre los valores de r, DPH y graco

de lipoperoxidacién en membranas microsomales.
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Figura 11 A

Efecto de 1la Lipoperoxidacidn sobre la
Actividad de la UDPG~T MlIcrosomal.

Los microsomas fueron incubados a 37 °C en
presencia (%) 24 en ausencia () de
lipoperoxidacidn.

Las actividades se expresan como porcentaje del
control y representan el promedio ¢ S.D. de 3-5
experimentos.,
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Figura 11 B

# Efecto del Tiempo de Lipoperoxidacién sobre la
Actividad de la N-Demetilasa Microsomal.

Los microsomas se incuban a 37 °C en presencia
(*) vy ausencia de(0) lipoperoxidacidn.

Las actividades se expresan como el promedio :
S.D. de 3~5 experimentos .
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TABLA 1
Tiempos de Vida de Derivados del Pireno bajo Distintas

Concentraciones de Oxigeno a 37 2C en una Suspension

Microsomal.

T, NS
Sonda Nitrdgeno Aire Oxigeno
PMTMA 68+2 5511 351
PBTMA 145+6 932 46+2
PUTMA 156+8 92+3 401
BP 29%2 261 18+1
MP 89+5 67,512 -

Los valores representan el promedio * D.E de 5 experimentos.

TABLA 2
Tiempos de Vida ( t ns) de Derivados del Pireno bajo Nitrdgeno

vy BAire a 37 oC en Diferentes Medios.

Etanol:Agua Etanol Etanol:Heptanol
(1:1) (1:1)
Sonda T Ta T Tr T Ta
PMTMA 47 31,7 44 17,1 49 15,7
PBTMA 204 80,0 232 25,0 221 17,4
PUTMA 181 81,0 181 27,5 218 14,6

BP 47 33,0 51 20,2 49 12,1
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TABLA 3
Tiempos de Vida bajo Nitrdégeno tx:. de Derivados del Pireno a 37

2C en Distintos Medios.

Tae (NS)
Sonda Agua Etanol Microsomas Fantasmas®
PMTMA 50 44 68+7 7621
PBTMA 97 232 145+6 2052
PUTMA - 181 156+8 2062
MP - 190 129+10 -
BP - 51 292 -

a- Ref. [14]

TABLA 4
Constantes de Desactivacidén de Derivados del Pireno por Ioduro

en Diferentes Medios a 37 eC

Sonda Etanocl:Agua Etanol Etanol :Heptanol Microscomas
(1:1) (1:1)

PMTMA 27,0 75,0 200,4 6,0

PBTMA 2,0 12,0 100,8 0,4

PUTMA 0,7 3,4 i7,0 <0,4

BP 1,3 2,0 1,7 N.Q.

ke (I} : en 10°* M'is™
N.Q. significa que no se alcanza a detectar ningin efecto sobre

la intensidad de fluorescencia
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TABLA 5
Constantes de Desactivacién de Derivados del Pireno por
Acrilamida en Diferentes Medios a 37 €C

ko (10° M s )

Sonda Agua Etanol:Agua Etanol Microsomas
PMTMA 0,6 N.Q. N.Q. N.Q.
PBTMA 5,0 0,12 N.Q. N.Q.
PUTMA 0,082 N.Q. N.Q.
BP 0,044 N.Q. N.Q.

ki(Acrilamida) : en 10° M's™
N.Q. significa gque no se alcanza a detectar ningtin efecto sobre

la intensidad de fluorescencia

TABLA 6
Constantes de Desactivacidén por Oxigeno, k.., para Derivados

del Pireno a 37 2eC

Sonda Agua Etanol Microsomas Fantasmas
PMTMA 18 180 14z%1,2 9+1

PBTMA 16 180 15+1,3 16+1

PUTMA - 155 19+0,8 20,5#1,5
Mp - 150 16+1 -

BP - - 21+2 -

a- ko« £n 10° s'. Los valores representan el promedic % la

desviacipn estanddar de 5 experimentos diferentes.
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Tabla 7
Pardmetros de Anisotropia de los Derivados del Antraceno y dp}
Difenilhexatrieno en una Suspensién Microsomal (0,25 m§

proteina/ml) a 37 eC.

Sonda T (ns) Ts R (1/ns) ® (ns)
2-AS 5,52%0,2 0,106%0,003 0,035 4,76
7-AS 6,49+0,17 0,079%£0,005 0,050 3,30
12-AS 8,22+0,1 0,061+£0,004 0,056 2,98
DPH 5,40+0,06 0,123+0,002 0,068 2,44
& representa el tiempc de correlacidn rotacional; y R

representa el coeficiente de difusidén rotacional.
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Tabla 8

Constantes de Desactivacién por Tetracloruro de Carbono de

Derivados del Pireno en Varios Medios a 37 eC.

ko (10° M 7' )

Sonda Etancl/Heptanol Etanol/Agua Microsomas
(1:1) (1:1)

PMTMA 0,02 0,29 2,5+%0,3

PBTMA 0,4 2,20 8,0%1,6

PUTMA 0,4 2,30 7,5+1,7

MP 0,4 3,10 28,0%2,0

BP 0,13 0,70 11,0%1,1

Las constantes de desactivacidon se midieron bajo nitrégenc. Se
utilizé una suspensién microsomal ce 0,9 mg de proteina/ml. Los
valores repesentan el promedioc * la desviacidn estanddr de 5

muestras de microsomas.
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Tabla 8A
Constantes Normalizadas de Desactivacidn por Tetracloruro de

Carbono en Microsomas.

Sonda ko/Kex ke/Kma
PMTMA 125 8,6
PBTMA 20 3,6
PUTMA 19 3,2
MP 70 9,0
BP 85 16,0

k./kez: Razén de constantes de desactivacidén en microsomas y
mezcla etanol:heptancol 1:1
k./kea: Razdén de constantes de Jesactivacidn en microsomas y

mezcla etanol:agua 1:1
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TABLA 9
Estimacidén del Efecto del Tetracloruro de Carbono sobre la
Constante de Desactivacién de Derivados del Pireno por Oxigeno

(kex), @ 37° C.

Sonda a [CcCl,]1®
(10° M 8) mmoles/g prot

PMTMA 13%4.0 0.67x0.20

PBTMA 100x12.0 0.09%0,01

PUFMA 80x15.0 0.15+0.03

Mp 70+£20.0 0.14%0,04

BP 45+15.0 0.29%0.03

"Concentracidén intramicrosomal necesaria para aumentar la k,, 21

doble.
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TABLA 10

Efecto del Tetracloruro de Carbono sobre las Parametros de

Anisotropia del 2-AS, 7-AS, 12-AS y DPH en una Suspension

Microsomal (0.25 mg de proteina por ml) a 37 °C.

Sonda ccll (®°/% )

m moles/g prot

2-AS 0.17 1.15
7-AS 0.47 1.07
12-AS 0.47 1.04
DPH 1.72 1.15

*Concentracién intramicrosomal.
‘Relacién entre los tiempos de correlacién rotacional

ausencia (®°) y presencia (¢ )de tetracloruro de carbono.

en




TABLA 11
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Efecto del n-heptanol sobre los Pardmetros de Anisotropia (r)

y de Polarizacién (P) de la Fluorescencia de DPH v TMA-DPH en

Microsomas a 37° C.

TMA-DPH
Heptanol® P Ts P Ts
0.00 0.187+£0.005 0.128+0.004 0.318+0.006 0.23320.003
0.17 0.148+0.004 0.111+0.003 0.306+x0.005 0.226+0.005
0.33 0.146+0.005 0.099x0.008 0.295+0.004 0.222%0.004
0.52 0.140+£0.003 0.090+0.005 0.294+0.005 0.216+0.006
0.68 0.120x0.004 0.079x0.005 0.297+0.006 0.210+0.005

"Representa la concentracién

expresado en m moles /g prot.

Los wvalores

experimentos.

se expresan como el promedio

+

intramicrosomal de n-heptanol

D.E de 3-5
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Efecto del 2,6-dimetil-4-heptanol sobre P v r del TMA-DPH vy del

DPH en Microsomas a 37°C

DPH TMA-DPH

2,6-dimetil

4-Heptanol® P r P r
3,00 0.187+0.005 0.128+0.005 0.318+0.004 0.233x0.005
0.18 0.148x0.006 0.112x0.004 0.292x20.004 0.226x0.005
0.38 0.146+0.004 0.097%0.005 0.290+0.006 0.215%0.004
0,54 0.139+0,005 0.088+0.004 0.308+x0.005 0.216%0.006
0.77 0.120x0.004 0.088+0.004 0.286x0.004 0.210x0,007

*Representa la concentracién intramicrosomal expresada en m

mocles/g prot .

Los valores son el promedio #

D.E de 5 experimentos.
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Efecto del n-heptanol y del 2,6-dimetil~-4-heptanol sobre los

Parametros de Viscosidad (1) y de Orden (S).

Alcohol DPH TMA~-DPH
Heptanol n/%° g/s° n/1° s/s°®
m moles/qg prot

0.00 1.00 1.00 1.00 1.00
0.17 0.93 0.83 0.94 0.97
0.33 0.69 0.66 0.90 0.96
0,52 0.62 0.52 0.84 0.92
0.68 g.52 0.30 0.80 0.92
2,6-dimetil /1 S/8° n/7° s/s’
4-heptanol

m moles/g prot

0.00 1.90 1.00 1.00 1.00
0.18 0.32 0.83 0.94 0.97
0.38 0.68 0.64 0.84 0.95
0.54 0.60 0.50 0.85 0.95
0.77 0.60 0.50 0.80 0.92

N/1° representa la razén de las viscosidades en presencia (1)

¥y en ausencia (0°) de alcohol.

S/S" representa la razén entre 1los parametros de orden en

presencia (S) y ausencia (S°) de alcohol.
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TABLA 14
Efecto del n-heptancl sobre las Constantes de Apagamiento por

Oxigeno, k.., y de Desactivacién por CCl,, k,, de Derivados del

Pireno.

Sonda (Rox/Kkox")}® (ke/k")°
PMTMA 1,33+0,08 1,40+£0,10
PBTMA 1,18%£0,05 1,39%0,10
PUTMA 1,110,055 1,07%+0,05

"Concentracién intramicrosomal de n-heptanol es igual a 1,6 m
moles por g de proteina.
“Concentracién intramicrosomal de n-heptanol es igual a 1,1 m
moles por g de proteina.
Estos valores representan el promedio = D.E de 3-5 experimentos

realizados a 37 °C.




