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RESUMEN

La administracién de hormona tiroidea a ratas induce
una respuesta calorigénica orgénica, con incrementos en la
respiracién hepéatica, en la reduccién univalente del oxigeno
a nivel microsomal y en la lipoperoxidacién celular. Con
estos antecedentes, en esta tesis se estudian los cambios
moleculares hepéticos, asociados al hipertiroidismo en la
rata, que desencadenan un estrés oxidativo para el 6rgano.

Todos los estudios se efectuan en el higado de ratas
macho, alimentadas ad libituw, tratadas con dosis diarias de
©,1 mg/Kg de triiodotironina sédica durante 1 a 7 dias
consecutivos.

La evaluacién de la respiracién hepatica sensible a
antioxidantes y de las respuestas quimioluminiscente y
lipoperoxidativa del tejido, muestran una alteracién del
estado norméxico celular con incrementos del indice
tiobarbiturico y de la luminiscencia tanto en el érgano in
situ, como en la bilis y en homogeneizados del tejido. Estos
cambios derivarian de incrementos dréasticos, tanto del
consumo de oxigeno y de la respiracién microsomal sensible
a antioxidantes, como de la generacién peroxisomal de
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peréxido de hidrégeno y de la actividad prooxidativa
mitocondrial, manifesta&a a través' de la produccién de
superéxidos y de peréxido de hidrégeno en este organelo.

La evaluacién de la actividad celular 7de defensa
antioxidante, sefiala que el tratamiento hormonal no modifica
la actividad de la pareja enzimatica glutatién peroxidasa-
glutatién reductasa, incrementando dréasticamente el aporte
de NADPH al sistema, via glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
A los 3 dias de tratamiento se observa una significativa
disminucién de las actividades de la catalasa vy de la
super6xido dismutasa citosélica, que podria derivar de
modificaciones de residuos esenciales y/o degradacién de
estas enzimas por las especies prooxidativas hepéaticas
incrementadas. En oposicién la actividad de la superoéxido
dismutasa mitocondrial aumenta en estos animales, lo que
puede representar un mecanismo de adaptacién al incrémento
de dichas especies. En forma paralela, se observa una
drastica deplecién del contenido intracelular del glutatién
reducido y oxidado, lo que sumado a las disminuciones de las
enzimas sefialadas, constituiria un factor determinante para
el desencadenamiento de un estrés oxidativo hepatico en
estos animales.

En relacién a los mecanismos responsables de la
deplecién hepatica del glutatién reducido, el tratamiento
hormonal durante 3 dias incrementa en un 86% el eflujo
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sinusoidal del tripéptido y en un 1127 1la actividad de 1la
gama-glutamil transferasa, sin alterar el eflujo canalicular
de glutatién ni las velocidades de utilizacién y de
reposicién de la biomolécula via la pareja —glutatién
peroxidaga-glutatién reductasa. En concomitancié, la
utilizacioén del glutatién reducideo via glutatiéﬁ-s—
transferasas (arilc y epoxi) disminuye dréasticamente en
estos animales. Estos resultados sugieren que la deplecién
hepatica del glutatién reducido seria mediada por aumentos
del eflujo sinusoidal y de su degradacién, la cual es
inicada por la gama-glutamil transferasa.

La velocidad de sintesis del tripéptido, estimada a
traves del recambio in vivo del mismo, aumenta
significativamente, sin compensar la pérdida del metabolito
por los mecanismos sefialados. Debido a esto, en los animales
hipertiroideos se establece un nivel de glutatién reducido
intracelular de estado estable mucho més bajo que el de los
animales control.

En suma, en el estado hipermetabdlico hepatico inducido
por el hipertiroidismo, se producen cambios moleculares que
conllevan el desarrollo de un estres oxidativo para el

4rganc, debido al incremento de la capacidad prooxidativa

hepatica y a disminuciones de mecanismos clave de defensa
antioxidante, entre los cuales la deplecién del glutatién
reducido tendria un rol critico.
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SUMMARY

Thyroid hormone administration to rats induces a
calorigenic response in the animalss, in parallel with
increments of the hepatic respiration, microsomal univalent
reduction of oxygen and cellular lipid peroxidation. In view
of these considerations, the present thesis evaluates the
molecular changes elicited by a hyperthyroid state in rat
liver, which might trigger an oxidative condition in the
organ.

The studies were carried out in livers from male rats,
fed ad libitum, treated with daily doses of 0.1 mg/kg of
weight of sodium triiodothyronine for 1 to 7 consecutive
days.

Assessménts of the hepatic antioxidant sensitive
respiration and the chemiluminescent and lipid peroxidative
responses of the tissue, evidence a significant alteration
in the cellular normoxic state, with increments in the
thiobarbituric acid index and in the luminescence of the in
gitu organ, bile samples and tissue homogenates. These
changes could derive from the drastic enhancements both in
the oxygen consumption and microsomal antioxidant sensitive
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respiration, as well as in the peroxisomal generation of
hydrogen peroxide and mitochondrial prooxidant activity,
with generation of superoxides and hydrogen peroxide by this
organelle;

The evaluation of the cellular antioxidant capacity
shows that the hormonal treatment does not modify the
activity of the enzymatic pair glutathione
peroxidase/glutathione reductase, enhancing the NADPH
avilability to this system via glucose-6-phosphate
dehydrogenase. Three days after hormone treatment, the
animals show significant decrements in liver catalase and
cytosolic superoxide dismutase activities, possibly
resulting from modifications of essencial residues and/or
enzyme degradation by the enhanced generation of prooxidant
species. Contrarily, mitochondrial superoxide dismutase
activity is increased, a finding which could represent an
adaptative mechanism to the enhanced levels of prooxidant
species. In parallel, a drastic depletion of the
intrahepatic content of reduced and oxidized glutathione wvas
observed which, in addition to the decreased activities of
antioxidant enzymes, could constitute a determinant for the
development of an oxidative stress in the liver of these
animals.-

In relation to the mechanisms leading to hepatic
reduced glutathione depletion, hormone treatment for 3 days
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elicited an 86% enhancement in the sinusoidal efflux of the
tripeptide and a 112% increase in gamma-glutamyl transferase
activity, without changes in the canalicular efflux of
gluiathione and in the processes of wutilization and

reposition of the biomolecule via the enzymatic pair

glutathione peroxidase/glutathione reductase. In
concomitance, reduced glutathione utilization via
glutathione-S-transferases (arylo and epoxide) is

drastically decreased in these animals. These results are
suggesting that the depletion of liver reduced glutathione
could be mainly ascribed to increments in the sinusoidal
efflux and in the tripeptide degradation, which is initiated
by gamma-glutamyl transferase. Although the rate of hepatic
glutathione synthesis, estimated in in vivo experiments, is
drastically increased, no compensation of the metabolite
depletion is attained. Thus, a significantly 1lower
intracellular steady state level of glutathione is
stablished in the hyperthyroid animals.

In summary, hyperthyroidism-induced liver
hypermetabolic state, elicits molecular changes leading to
the development of an oxidative stress in the tissue. This
deletereous condition is the result of an enhancement in the
prooxidant capacity of the organ, as well as the diminution
of key antioxidant mechanisms, among which glutathione
depletion seems to play an important role.
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INTRODUCCION

A. ACCIONES BIOLOGICAS Y CELULARES DE LAS HORMONAS
TIROIDEAS.
1. Aspectos generales.

Las hormonas tiroideas, T, y T, han sido descritas en
casi todos los vertebrados, determinéandose que ellas juegan
roles importantes en el desarrollo fetal, neonatal y en el
de organismos adultos, modulando el metabolismo de diversos
nutrientes, el transporte de aminoédcidos y electrolitos
dentro de la célula e incrementando la fosforilacién
oxidativa (Shambaugh, 1986). Los efectos de T, y T, sobre
organismos fetales y neonatales estan relacionados con el
crecimiento, proliferacién y diferenciacién celulares, en
tanto que los efectos sobre organismos adultos son
notablemente diferentes y se relacionan con la produccién de
energia (Shambaugh, 1986).

Pese a que no ha sido posible describir una accién
celular unica de las hormonas tiroideas que permita explicar
las diversas alteraciones funcionales que ocurren cuando un
tejido es expuesto a ellas, se ha postulado que su

1
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interaccién con "células blanco”, conducente a la expresién
final de sus efectos, implicaria los siguientes eventos (De
uNayer, 1987): _
i) Captacién e ingreso de las hormonas tircideas a las
células.

ii) Conversién enzimatica de T, a T por deiodinacién.
iii) Unién de T, & receptores nucleares especificos.
iv) Modulacién de la gxpresién geénica.

Se ha sugerido que el ingreso de T; & una "célula
blance" invelucraria mé;anismés de transporte dependientes
de energia, y que habria un intercambio rédpido entre la T,
intracelular y la T, extracelular (Oppenheimer, 1885; De
Nayer, 1987). Por otro lado, los efectos celulares ejercidos
por las hormonas tircideas son especificos para cada tejido
(Oppenheimer, 1979).

Con frecuencia se ha considerado que las acciones
celulares de las hormonas tirocideas provienen de la
regulacién del proceso de transcripcién, mediante su unién
a receptores nucleares (Oppenheimer, 1979). Sin embargo,
estudios wmas recientes apoyan la existencia de efectos
extranucleares de las hormonas tiroideas, por lo que se
proponen al menos 3 diferentes vias, mediadas por receptores
situados en nucleo, membrana plasmatica y miteocondria, las

que darian cuenta de la diversidad de las acciones ejercidas

por T, (Sterling, 1986; De Nayer, 1987).
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a) Receptores nucleares: Son proteinas no histénicas
presentes en la cromatina, unidas fuertemente al DNA, que
presentan una alta afinidad por T, (constante de asociacién
en higado de rata in vivo: 4,7 X 10°** M) y cuya sintesis
puede ser regulada por la misma hormona (Shambaugh, 1986;
Sterling, 1986; De Nayer, 1887). Existen receptores
nucleares para T, tanto en tejidos que responden
calorigénicamente a ella, como el higado, musculo
esquelético y rifién, como también en cerebro, érgano que no
manifiesta dicha respuesta (Oppenheimer, 1974).

A diferencia de las hormonas esterocidales, la unién de
T, a estos receptores seria directa, sin requerir de una
interaccién previa entre la hormona y &u receptor en el
citosol (Shambaugh, 1986). Sin embargo, el transporte de T,
desde el citosol al nucleo no seria por simple difusion sino
que requeriria de un sistema esterecespecifico de
transporte, dependiente de energia (Oppenheimer, 1983).

La unién de T, a su receptor iniciaria la transcripcién
de "genes blanco”, especificamente afectados por las
hormonas tiroideas, lo que llevaria a incrementos en la
sintesis de RNAm, con cambios en el RNAm citoplasmatico y en
la sintesis de proteinas especificas (Shambaugh, 1986;
Sterling, 1986; De Nayer, 1987). En higado se ha descrito
que la sintesis de 19 especies de RNAm (8%) seria controlada

por T, (De Nayer, 1987).
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b) Receptores en mitocondria y en membrana plasmatica: Los
receptores mitocondriales son sitios saturables, componentes
de la membrana interna; se ha propuesto que elloé podrian
—estar muy relacionados o ser idénticos a la translocasa de
ADP-ATP desc?ita por Klingenberg (Sterling, 1986). Estan
presentes en tejidos que responden calorigénicamente a T,
(higado, musculeo esqueleético, pulmén, intestino y tejido
adiposc) y ausentes en tejidos que no lo hacen (cerebro
adulto, bazo y testiculo) (Sterling, 1986; De Nayer, 1887).
Tanto los ;fectos rédpidos y directos ejercides por T; en
higado sobre el metabolismo energético y la produccién de
glucesa, que no son modificados por inhibidores de 1la
sintesis proteica, como su efecto estimulador temprano de l1la
respiracién mitocondrial, han sido atribuidoeos a
interacciones de la hormona con estos receptores (Sterling,
1986; De HNayer, 1987).

La unién de T, a receptores en membrana plasmatica
podria explicar sus acciones tempranas socbre el intercambio
de iones, la acumulacién intracelular de aminocécidos y 2-
deoxiglucosa, entre otros, 1la activacién del eflujo de Ca*?
desde_eritrocitos y el ingreso, dependiente de energia, de
T, a la célula (Oppenheimer, 1985; Sterling, 1986).

También se han descrito proteinas citosdélicas, capaces
de unir T; formando complejos que estan en equilibrio

reversible con moléculas de T, libre, y que retienen a la




hormona dentro de las "células blanco" (Sterling, 1986).

Por consiguiente, habria 3 vias posibles para la ;ccién
celular de las hormonas tiroideas, siendo aquellas que
utilizan los receptores de membrana plasmatica vy de
mitocopdria las que mediarian respuestas tempranas a las
hormonas (dentro de las 6 primeras horas), mientras aquélla
que utiliza receptores nucleares mediaria eventos tardios
(después de 24 a 48 horas).

2. Efecto calorigénico de las hormonas tiroideas.

TLuego que en 1895 Adolf Magnus-Levy estableciera que
existe una relacién entre las hormonas tiroideas y el
consumo del oxigeno, estﬁdios a nivel celular de Tata y
colaboradores sefialaron que la accién calorigénica de las
hormonas tiroideas estaria mediada por una induccién en la
sintesis de RNA y proteinas (Shambaugh, 1986; Sterling,
19886).

Las hormonas tiroideas estimulan el consumc de oxigeno
celular en el higadeo, rifién y musculo, observandose que esta
respuesta calorigénica disminuye con la edad del animal
(Shambaugh, 1986). Estudios de Ismail-Beigi vy Edelman
sefialan que este efecto se lograria a traves de un estimuloe

de la bomba de Na*, que opera a través de una ATPasa Na'/K*

unida a la membrana plasmatica, mediante un incremento en el

ntmero de unidades de ésta. El1 mayor consumo de ATP que ello

implica incrementaria las velocidades de transporte de
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electrones y de fosforilacién del ADP mitocondriales, con un
aumento concomitante en la velocidad de consumo de oxigeno
(Ismail-Beigi y Edelman, 1970). Edelman ha descrito qué
existiria un paralelismo entre la induccié6n de la ATPasa
Na‘/K® el grado de ocupacién de los receptores nucleares para
T, vy la actividad de una enzima mitocondrial hepatica, la
alfa-glicero fosfato deshidrogenasa, proporcionando asi un
mecanismo que permitiria explicar la accién calorigénica de
las hormonas tiroideas (Shambaugh, 1986; Sterling, 1986).

El efecto que manifiestan las hormonas tiroideas de
incrementar el numero de unidades de ATPasa Na'/K® de
membrana plasmatica parece compatible con wuna accién
primaria de T, a nivel de los receptores nucleares, lo que
produciria incrementos en la sintesis de un mayor numero de
unidades de bomba de Na‘® (Sterling, 1986). Sin embargo, 1los
genes que codifican para la ATPasa Na‘/K* de membrana en
cerebro, responderian sélo transitoriamente a T, durante los
periodos fetal'y neonatal, ya que pese a existir un mayor
numero de receptores para T, en cerebro de rata adulta que
en higado, dicho tejido, al ser estimulado por T, no
manifiesta un incremento en el consumo de oxigeno
(Shambaugh, 1986).

La secuencia de eventos desencadenada por la
interaccién de T, con receptores nucleares no parece ser la

unica explicacién posible para el efecto calorigénico de las
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hormonas tiroideas. Haber y Loeb (1984) han demostrado que
habria un efecto temprano (dentro de las 6 primeras horas)
sobre la permeabilidad a cationes, con incrementos del
eflujo pasivo de K° y del influjo de Na’. Estos hallazgos
explicarian en parte los efectos estimuladores de T, sobre
el transporte activo de cationes, e implicarian una
interaccién de T, con sitios de unién en la membrana
plasmatica (Sterling, 1986).

Por otro lado, Hulbert ha propuesto que las hormonas
tiroideas, a través de disminuciones en el grado de
insaturacién de los é&cidos grasos constituyentes de
membranas biolégicas, disminuirian la fluidez de estas, con
la consiguiente alteracién en la actividad de sistemas
enzimaticos asociados a ellas, hecho que podria explicar
muchos de los efectos tisulares de T,; incluyendo su efecto
sobre el transporte activo de cationes (Hulbert, 1978).

De acuerdo a estas observaciones, el efecto
calorigénico de las hormonas tiroideas podria involucrar
tanto respuestas tempranas como respuestas tardias. Las
respuestas tempranas estarian mediadas por la interaccién de
estas hormonas con receptores de wmembrana plasmatica
(intercambio de iones) y mitocondriales (estimulacién
directa de la respiracién mitocondrial). Los eventos tardios
gse desencadenarian como resultado de la interaccién de las

hormonas con receptores nucleares, e involucrarian una
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estimulacién de la sintesis de unidades de ATPasa Na‘/K%,
provocande asi un aumento en la veloci&éd de recambio del
ATP. “

3. Otras acciones de las hormonas tiroideas.

3.1. Acciones sobre la neutransmisién. Este proceso es
modulade por las hormonas tiroideas por mecanismos
diferentes que incluyen (Shambaugh, 1986):

a) Cambio en los niveles de alguncos neurotransmisores y/o_dem
sus precursores (incremento del contenido de tirosina,
dopamina y triptofano, y en la sintesis de acetilcolina).
b) Modificacién del contenido de receptores (aumentoc de
receptores beta-adrenérgicos y decremento de los receptores
alfa-adrenérgicos y colinergicos).

c) Variaciones en la actividad de algunas enzimas
involucradas en la neurctransmisién (colina acetil
transferasa, acetil colina esterasa y monoamino oxidasa).
3.2. Sintesis proteica. Este proceso es incrementado a todo
nivel, siendo afectadas prioritariamente enzimas del ciclo
de la urea, del metabolismo de los carbohidratos y lipidos,
las enzimas lisosomales, del metabolismo de los xenobiéticos
y de las mismas hormonas tiroideas, como también las RNA
polimerasas I y II. T;aumenta ademas la sintesis de algunas
proteinas estructurales en mitocondrias y wmicrosomas,
aumentando asi la masa de estos organelos (Shambaugh, 1986).

3.3. Interaccién con otras hormonas. Se ha descrito que
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pueden actuar en tandem con el cortisol, la prolactina, la
insulina y los glucocorticoides, y controlar la sintesis de
la hormona del crecimiento (Shambaugh, 1986);

En resumen, las acciones tisulares de las hormonas
tiroideas ocurren por varios mecanismos, que incluyen el
transporte de biomoléculas y electrolitos hacia dentro de la
célula, la sintesis o activacién de enzimas especificas y el
incremento de procesos intracelulares clave, como la
transcripcién y la traduccién, conducentes todos ellos a
cambios en el tamafio celular, en el numero de células y en
la funcién celular.

B. EL ESTADO HIPERTIROIDEQC.
1. Descripcién y cambios metabélicos.

La mantencién de la actividad metabélica de la mayor
parte de los tejidos corporales depende del funcionamiento
normal de la glandula tiroidea, que sintetiza y libera
hormonas capaces de controlar diversas actividades
enzimédticas tisulares (Barker, 1951). El desarrollo de un
estado hipertiroideo en vertebrados, junto con producir una

amplia variedad de sintomas clinicos, aumenta

significativamente la velocidad del metabolismo basal de
estos animales, siendo éste su efecto mas significativo
(Schwartz y Oppenheimer, 1978). Esta accién, conocida como
calorigénesis tiroidea, se caracteriza por un aumento en la

velocidad del QO, total, el que resulta de los incrementos




10
individuales en el @0, de los "tejidos blanco” para la
accién de las hormonas }Edelman, 1974; Schwartz vy
Oppenheimer, 1978)1 Estudios de Edelmén y colaboradéres,
sefialan que el aumento en el gasto energetico que involucra
el transporte activo de Na“, es capaz de mediar una fraccién
significativa del incremento en el Q0, total que se obtiene
en la transicién del estado eutiroideo al hiperiiroideo
(Ismail-Beigi y Edelman, 1970; Ismail~-Beigi y"Edéiman, 1971;
Schwartz y Oppenheimer, 1978; Sterling, 1979). Estimaciones
de esta contribucién sefialan que en higado y masculo
esquelético ella seria de més de un S@% y en rifién de un 467%
(Edelman, 1974; Schwartz y Oppenheimer, 1378).

Incrementos en el transporte activo de cationes se han
observado también en otras condiciones, asociadas a
calorigénesis e incrementos en la veleocidad del metabolismo
basal y en la respiracién celular, tales como el tratamiento
con catecolaminas, el aclimatamiento al frio, la
deshidratacién con hipernatremia y el consumo crénico de
etanol (Edelman, 1974).

Pese a que una importante fraccién del incremento en el
gasto energético inducido por las hormonas tiroideas, seria
utilizada por la ATPasa Na‘®/K® de la bomba de Na°, este
mecanismo no da cuenta del total de la respuesta
calorigénica a estas hormonas, existiendo una fraccioén del

aumento en el @0, no asociado al transporte activo de Na*®

| .
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(Ismail-Beigi y Edelman, 1970; Ismail-Beigi y Edelman, 1971;
Edelman, 1974). Este hecho sefiala que otros procesos
celulares, dependientes de oxigené, podrian copt}ibuir a la
manifestacién de la respuesta calorigéniéa, pu@iendo ser
ellos dependientes o independientes de 1la energeética
mitocondrial.
En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio,
"se ha descrito que el efecto calorigénico de T, en higado,
ge acompafia de la estimulacidén de reacciones celulares que
involucran la reduccidén univalente del oxigeno. Es asi como
la administracién de dosis diarias de T, a ratas, que
determina incrementos en los niveles séricos de Tysemejantes
a los observados en el hipertiroidismo humano (Videla y
col., 1988), junto con producir aumentos en la temperatura
corporal y en el QO0, hepatico, incrementa la vélocidad de
generacién de 0O, y la actividad de 1la NADPH oxidasa
microsomales (Fernandez y col., 1985). Ambos parametros
microsomales estéan asociados a la reduccidén univalente del
oxigeno, proceso a través del cual se generan rédicales
libres y especies activas, capaces de iniciar procesos de
lipoperoxidacién celular con consumo de oxigeno y generacién
de especies de elevada citotoxicidad (Fridovich, 1978;
Kappus, 1985). Los aspectos especificos de la reduccién

univalente del oxigeno y de la lipoperoxidacién celular

seréan analizados en la seccidn C. 1.
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2. Interaccién de las hormonas tiroideas con el higado.

El higado es uno de los "tejidos blanco" para la accién
de las hormonas tiroideas; lag que interactuan con este
tejido en forma muy especifica. Las interacciones de las
hormonas tiroideas con el higado involucran no s6lo su
metabolismo y excresién biliar, sino que ademas su efecto
sobre vias metabélicas especificas del hepatocito, como la
sintesis de &acidos biliares, y los eventos celulares que
conducen a incrementos en la respiracién celular (Javitt,
1978).

La administracién de T, a animales de experimentaciédn,
induce una condicién termogénica que se evidencia por
aumentos significativos en la temperatura corporal y en el
@0, hepatico (Fernandez y col., 19835). Se ha descrito ademas
que la administracién de hormonas tiroideas incrementa la
actividad de diversas enzimas hepaticas relacionadas con
procesos celulares de 6xido-reduccién, a nivel mitocondrial,
microsomal y peroxisomal (Barker, 1931; Kato y Gillette,
1965; Ismail-Beigi y Edelman, 1971; Israel y col., 1973;
Israel y col., 1975; Moreno y col., 1979; Just y Hartl,
1983; Haber y Loeb, 1984), lo que representaria respuestas
adaptativas conducentes al incremento en la respiracién
tisular (Kato y Gillette, 1965; Israel y col., 1973;
Edelman, 1974).

Se ha estimado que, en condiciones normales, alrededor
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de un 80% del QO0; hepatico en estado estable, esta
relacionado con la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial, en la cual la citocromo oxidasa lleva a cabo
la reduccién tetravalente del oxigeno molecular sin
generacién de intermediarios (Fridovich, 1978). Una fraccién
importante del 20Y% restante podria representar oxigeno
consumido en eventos celulares que impliquen su reduccién
univalente. Dichos eventos ocurren principalmente en
citoplasma, mitocondria y reticulo endoplasmico 1liso,
catalizados por enzimas especificas, con la generacién
concomitante de especies pro-oxidantes tales como 0,7, H0,
y HO".

La adicién de antioxidantes con capacidad atrapadora de
radicales libres, tales como CN-3, ascorbato o hidroxianisol
butilado, a preparaciones de higado perfundido de rats,
determina una disminucién en el QO0, sin que se produzcan
alteraciones en el patrén respiratorio mitocondrial o en la
velocidad glicolitica celular (Videla, 1984a). Este hallazgo
representa una RSA basal, y su magnitud corresponde a un 5
a 7% del total del oxigeno consumido (Videla, 1984a). En el
estudio mencionado se sugiridé que la RSA basal representaria
un componente respiratorio del QO, hepatico, que es
eliminado por antioxidantes, y que podria estar relacionado
con el oxigeno wutilizado ya sea en reacciones de

transferencia de un electrén, o en la mantencién de indices
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basales de lipoperoxidacién, o en ambos (Videla, 1984a). L=
adicién de agentes prooxidantes, de manifiesta toxicidad =
nivel hepético, incrementa drasticamente este parametro
respirétorio, lo que estaria sefialando que, como resultado
de 1la igteraccién de dichos agentes con el higado, se
favoreceria la produccién de especies radicalarias
intermediarias de la reduccién univalente del oxigeno, con
el concomitante dincremento de la RSA (RSA quimicamente
inducida) (Videla, 1984b). Estos hallazgos han servido de
base para postulég que la interaccidén de T, con el higado
podria conducir en forma similar a incrementos en la RSA
basal de este tejido, considerando los efectos estimuladores
de T, sobre la reduccién univalente del oxigeno ya descritos
(Fernédndez y col., 1985). En teoria, el incremento en la
respiracién hepética observado en animales hipertiroideos,
podria atribuirse a aumentos en el @O0, mitocondrial,
microsomal y peroxisomal. Estas actividades podrian
invelucrar una estimulacién de reacciones de utilizacién del
oxigeno mediante su reduccidén univalente, contribuyendo asi
este tipo de procesos a la respuesta calorigenica observada

en los animales hipertiroideos.

a) Efectos mitocondriales de las hormonas tiroideas. Al

parecer algunos de los efectos de T, sobre mitocondrias no

requieren de incrementos en la capacidad sinteética nuclear.

Se ha descrito que existiria un componente en la membrana
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mitocondrial que une T; en forma especifica, con sitios
saturables, de alta afinidad (constante de asociacién 10**
M™?) (Sterling, 1979). La administracién de T, o T, a
animales'tiroidectomizados, restituye la capacidad oxidativa
miiocondrial de estos animales, junto con incrementar la
captacién de ADP, la velocidad de metabolismo basal y el @0,
en forma proporcional (Tata y col., 1962; Sterling, 1379).
En animales hipertiroideos se observa ademas la sintesis de
una nueva poblacién de wmitocondrias con aumento en el
numexro, taégﬁo y capacidad respiratoria (Sterling, 1986),
junto a incrementos en el contenido de citocromo c y en las
actividades de algunas enzimas mitocondriales hepaticas como
citocromo-c oxidasa y succinico oxidasa (Barker, 1931).

Se ha sefimlado que mitocondrias aisladas de corazén de
bovino en estado 4, pueden generar 0" y H.,0, a velocidades
que representan alrededor del 2% del @0, total en
condiciones fisiolégicas (Turrens y Boveris, 1980). Mas aun,
la perfusién de higados de rata normal con altas

concentraciones de 2, 4-dinitrofencl, ha permitido visualizar

un componente respiratorio mitocondrial sensible a

antioxidantes, que representa un 134 del QO0; total del
érgano, lo gue sugiere que el incremento en la respiracién,
por efecto del desacoﬁlante, estaria mediado en parte por
algun componente mitccondrial asociado a la reduccién

univalente del oxigeno (Videla, 1S984a). Los datos obtenidos
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de los trabajos sefialados, permiten sugerir que el efecto de
las hormonas tiroideas sobre la respiraciéq celular podria
involucrar la estimulacién ;e reacciones mitocondriales de
transferencia de un electrén.
b) Efectos peroxisomales de las hormonas tiroideas. Se ha
encontrado que la administracién de hormonas tiroideas a
ratas induce una proliferacién de estos organelos en forma
de microperoxisomas, lo que implica una remocdelacién del
compartimento peroxisomal hepatico (Fringes y col., 1982;
Justvy col., 1982). En estas condiciones, se han descrito
incrementos de 61% en la actividad de la D-aminoacido
oxidasa y de 250% en actividad de la beta-oxidacién
peroxisomal de &acidos grasos, ambos sistemas relacionados
con la generacién de Hp0, (Chance y col., 1979; Just y col.,
1982; Just y Hartl, 1983), en concomitancia con incrementos
de 32% en la actividad de la catalasa (Just y col., 1982).
Pese a que no se ha descrito produccién de 0, o de HO’
durante la produccién peroxisomal de Hi0; {Chance y col.,
1979), se ha sugerido que estos cambios inducidos por las
hormonas tiroideas en la estructura y funcién peroxisomal,
podrian contribuir tanto al aumento en el @0, celular como
a la produccién de calor gque se observan en el estado
hipertiroideo (Just y Hartl, 1983).

c) Efectos microsomales de las hormonas tiroideas. El uso de

inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial, como la
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antimicina-A, ha permitido estimar que alrededor de un 20%
del total de la respiracién celular es insensible & éstos.
Una fraccién importante de esta respiracién insensible a
antimicina-A podria atribuirse a procesos microsomales de
transferencia de electrones que implican 1la reduccidn
univalente del oxigeno. Dichas reacciones estan involucradas
en el metabolismo de xencbidtices, proceso en el cual
participan la hemoproteina citocrome P-450, desempefiando un
rol central, la NADPH-citocromoc P-458 reductasa, NADH-
citocromo by reductasa y el NADPH (Estabrock y Werringloer,
1977). Como intermediario de las reacciones microsomales de
oxidacién de funcidn mixta que ocurren en el metabolismo de
los xencbiéticos, se forma un complejo ternario, el
oxicitocromo P-450 (Fe*®*-0,-xenobibético) cuya disociacién
podria generar la forma férrica de la hemoproteina con la
concomitante liberacidén de 0, de cuya dismutacién, ya sea
espontanea o via S0D, se podria generar H 0, (Estabrook y
Werringloer, 1977). Por otro lado, H;0, podria también
derivar de la disociacién de otro intermediario,
correspondiente a la forma Fe*®-0;%-xencbiético (Estabrook y
Werringloer, 1977). La proporcién en que se obtendrian estas
especies activas del oxigenoc va a depender de la presencia
de sustratos microscmales y del tipo de unién de éstos al

citocromo P-450 (Estabrook y Werringloer, 1877).

En concomitancia con el desarrollo de una mayor
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capacidad oxidativa hepatica, en el estado hipertiroidec se
produce una proliferacién del reticulo endoplasmico liso de
este tejido, Jjunto a una serie de alteraciones en las
funciones microsomales relacicnadas con reacciones de
transferencia de electrones, dependientes de NADPH (Israel
y col., 1973; Szilagyi y col., 13978). Es asi como se han
descrito incrementos drésticos en la actividad de la NADPH-
citocromo P-45@ reductasa (Phillips y Langdon, 13936; Tata y -
col., 1962; de Arauje y col., 1982), una de las enzimas
clave en el metabolismo de xenobiéticos (Estabrook vy
Werringloer, 1977), hallazgos que concuerdan con incrementos
en el metebolismo de xenobidticos como la antipirina
(Eichelbaum y col., 1974), la =zoxazolamina y la anilina
(Conney y Garren, 1961; Kato y Gillette, 1963), en el
sistema microsomal que metaboliza etanol (Morégo y col.,
1979) y en la reducciodn microsomal de delta*-3
cetoesteroides (McGuire y Thomkins, 1959). De la miéma
manera, ratas tiroidectomizadas y tratadas durante 7 dias
con dosis que fluctuan entre 0,05 y 0,50 mg de T, por Kg de
peso, manifiestan incrementos en la actividad de la NADPH-
citocromo P-450 reductasa y en el metabolismo de diversos
xenobisdétices (Rumbaugh y col., 1978). Ademéas de estos
resultados, la administracién de T, y T, a ratas produce
incrementos significativos en la actividad de la NADPH

oxidasa microsomal (Kato y Takahashi, 1968; Israel y col.,




1S
1973; Fernandez y col., 1985), y en la velocidad de
generacién de 0, por esta fraccién subcelular (Fernandez y
col., 1985). La actividad de la NADPH oxidasa fepresenta la
capacidad maxima de la fraccién microsomal hepatica para
oxidar aerébicamente al NADPH, en ausencia de xenobidéticos,
con la generacién concomitante de 0; (Fong y col., 1973),
lo que estaria de acuerdo con los hallazgos mencionados.

Estos resultados indican que en el estado
hipertiroideo, el aumento en la respiracién hepatica estaria
asociado a una mayor capacidad oxidativa microsomal, la que
conduciria a la produccién de 0" y tal vez a la de otras
especies activas derivadas del oxigeno, todo lo cual podria
incrementar el proceso lipoperoxidativo celular.

C. ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL ESTRES OXIDATIVO CELULAR.
1. Reduccién univalente del oxigeno.

Debido a la naturaleza aerébica del metabolismo
celular, la reduccién del oxigeno es un evento de gran
importancia para los sistemas biolégicos. De acuerdo al
principio de exclusién de Pauli, la estructura electrénica
del oxigeno molecular en su estado basal contempla la
presencia de 2 electrones no apareados en el orbital 2pPi.
Por esta razén, las reacciones quimicas de reduccién del
oxigeno molecular corresponderian a etapas sucesivas de
transferencia de un electrén, lo que conduciria a 1la

formacién de intermediarios de naturaleza radicalaria y no
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REDUCCION UNIVALENTE
DEL OXIGENO

o

o - e+zHt e +H e+ H
O) =20, = H,0, l > HO »H,0
H,0

MODIFICACION OXIDATIVA DE
BIOMOLECULAS BLANCO

ACIDOS GRASOS RESIDUOS ACIDOS
INSATURADOS DE AMINOACIDICOS NUCLEICOS
FOSFOLIPIDOS DE PROTEINAS
LIPOPERCXIDACION DANO MUTAGENESIS
DANO A MEMBRANAS ENZIMATICO CARCINGGENESIS
Esquema I. Reduccién univalente del oxigenc y efectos

deletérecs de las especies activas genersdas.
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radicalaria de gran reactividad quimica (Esquema I) (Sies,
19886).

Las formas reactivas radicalarias del oxigeno son el
0, y el HO, de reconocida ipportandia en procescs
qguimicos, fotoquimicos y electroqiimicos, como lo es la
reaccién de descomposicién del HO, por Fé*, segun lo
descrito por Haber y Weiss (Sies, 1986). El H 0, corresponde
a una esgecie reactiva del oxigenoc de naturaleza no
radicalaria. Estas especies son capaces de interaccionar con
diversas biomoléculas provocando alteracioné% estructurales
y de sus funciones asociadas (Esquema I) (Kappus, 1983;
Sies, 19868). Dentro del &rea de mayor interés en los
fendmenos radicalarios, se encuentran 1las reacciones de
oxidacién de los 4&cidos grasos constituyentes de 1los
fosfolipidos de las membranas biolégicas, proceso conocida
como lipoperoxidacién (Esquema 1I) (Chance y col., 1979;
Sies, 1986).
2, La lipoperoxidecidén en sistemas biclédgicos. -
Este proceso consiste en la oxidacién inespecifica de
los 4&cidos grasos poliinsaturados, constituyentes de
membranas biolégicas. Una vez iniciaﬁo, él es capaz de
proseguir via mecanismos que utilizan reacciones

radicalarias, con liberacién de una serie de productos de

degradacién estables (Kappus, 1985; Sies, 1986). Se ha

sugerido que este proceso seria responsable de numerosas
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alteraciones celulares (Kappus, 1985).
Dentro de las especies radicalarias capaces de iniciar
Este evento,Alés del oxigenc son de particular importancia
por cuanfo ellas son proﬁucidas durante el metabolismo
oxidative en todo tipo de 6rganismos aerdébicos (Kappus,
1985; Wills, 1985; Sies, 1986). No se han identificado las
especies reactivas derivadas del oxigeno que'iniciarian la
lipoperaxidacién a nivel celular; se supone que 0; tendria

un rol importante, pero su reactividad quimica no le
permitiria abstraer un atomo de hidrggeno desde el grupo
metileno de un &cido graso insaturadc para asi iniciar la
cadena de reacciones (Kappus, 1983). 5in embargo, de acuerdo

a lo descrito por Haber y Weiss, 0., al interactuar con H.0,

que es el producto de su dismutacién, y en presencia de

»73 &2)

metales de transicién (Fe™ o Cu puede generar al radical
0H-, especie altamente reactivs, cuya capacidad para
peroxidar lipidos ha sido demostrada en sistemas quimicos
(Kappus, 1985; Halliwell y Gutteridge, 1986).. Asi, las
reacciones que conducirian a la obtencién de una especie
iniciadora del proceso lipoperoxidativo en dichos sistemas
serian las siguientes:

i) Dismutacién del 0., esponténea o catalizada por la SOD:

20, + 2H" ------- > HO; + Oy

ii) Reaccién de Haber-Weiss, que ocurriria en 2 etapas,

siendo la segunda una reaccién tipo Fenton:
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0, + Fe*? —————m- > 0, + Fe™
HD, + Fe'? -=—w=-o > HO'_+ Fe*® + OH-
0y * Hly =======- > 0, + HO' + OH-

El HO' puede ser también producido como consecuencia de
la interaccién del radical semiquinona, derivado de 1la
oxidacién de compuestos quinonoides como la ubiquinona, con
H,0, (Kappus, 1983):

semiquinona’ + H0; ------- > quinona + HO" + HO

Otras especies que se han postulado como iniciadoras de
la lipoperoxidacién, serian el ién perferrilo o Fe™0;” y el
‘0,., El1 primero es un complejo que se forma por la
interaccién del oxigeno con Fe®?, posiblemente complejado,
y el segundo corresponde al estado excitado del oxigeno
molecular (Kappus, 1985).

Asi, la cadena de reacciones radicalarias del proceso
lipoperoxidativo, como lo muestra el Esquema II, es la
siguiente:

i) El1 proceso lo inicia una X', mediante la abstraccién de
un atomo de hidrégeno desde un acido graso insaturado (LH,
L,H 6 L,H en el Esquema II).

ii) E1 L, asi formado podria reaccionar con oxigeno
molecular, generando un L0OO° (Esquema II).

iii) El1 LOO" obtenido, puede iniciar una cadena de
reacciones radicalarias, wmediante 1la abstraccién de un

hidrégeno desde otra molécula de acido graso (L,H), con la
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consiguiente propagacién del proceso por parte de la nueva
especie radicalaria formada, L, y la generacién de LOCH
(Esquema II).

iv) LOOH puede romperse espontédneamente, mediante calor o
en presencia de catalizadores metalicos (Fe**), iniciando asi
mas reacciones radicalarias en cadena con generacién de LO°
(Esquema II). Por lo tanto, los iones metalicos tienen una
importante participacién en este proceso, habiendo sido ella
demostrada en sistemas in vitro (Kappus, 1985, Wills, 1985;
Burton e Ingold, 1889). La descomposicién de los
hidroperéxidos es posiblemante la causa principal de la
toxicidad celular que produce la lipoperoxidacién (Wills,
1985).

v) LO' puede sufrir ruptura de enlaces C-C dentro de su
estructura, generando asi aldehidos de acidos grasos
insaturados (R-CHO) y R' (Esquema II) (Esterbauer y col.
1991); al iniciar éstos nuevas cadenas radicalarias de
reacciones, pueden generar RH del tipo alcanos (etano,
propano, n-butano. n-pentano) y alquenos (Esquema II)

(Kappus, 1985). Tanto los aldehidos como los hidrocarburos
constituyen productos finales del proceso de
lipoperoxidacidén (Sies, 1986).

En sistemas biolbgicos que experimentan
lipoperoxidacién, se formarian radicales de endoperéxidos

que darian origen, previo reordenamiento intramolecular y
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posterior interaccién con el oxigeno, a MDA, producto final
de este proceso que se puede estimar en el laboratorio
mediante técnicas espectrofotométricas (Kappus, 1885).
Experimentos de autooxidacién de acidos grasos insaturados
o fosfolipidos, han detectado muchos otros productos, tales
como hidroxiacidos, epéxidos, cetonas, polihidroperéxidos,
dimeros y polimeros de acidos grasos, todos los cuales se
formarian en diferentes reacciones de la cadena radicalaria;
sin embargo no todos ellos han sido identificados en
sistemas biolégicos (Kappus, 1985).

Los eventos méas importantes de la lipoperoxidacién son
las reacciones de propagacién de la cadena radicalaria. El
término de ésta puede producirse por la interaccién de 2
radicales (Kappus, 1985), como también por la abstraccién de
un &tomo de hidrégeno por una especie radicalaria desde
alguna molécula que no sea un acido graso, la que actuaria
como un antioxidante formando compuestos estables (Kappus,
1985; Wills, 1985). §Si las reacciones de propagacioén
prosiguieran, se podria llegar a la destruccién de todas las

fases lipidicas, en particular de las membranas biolégicas

por fragmentacién de las cadenas de dacidos grasos
insaturados constituyentes de fosfolipidos estructurales,
con ruptura de membranas plasmaticas y de organelos (Kappus,
1985; Wills, 1985). Ademas, algunos de los productos finales

de la lipoperoxidacién, como 2-alquenales y 4-
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hidroxinonenales, pueden reaccionar con muchas biomoléculas
que "poseen grupos sulfidrilos, produciéndose asi una
citoéoxicidad adicional (Wills, 19835; Esterbauer vy col.;
1991).

Por oiro lado, los LOO" pueden participar en reacciones
de recombinacién con generacidn de estados electrénicamente
excitados, tales como el 0, y los carbonilos excitados (LO*
en el Esquema II) (Cadenas, 1983), el ultimo de los cuales
podria iniciar eventos lipoperoxidatives (Kappus, 12985;
Sies, 1986). Esto; estados excitados decaen =21 estado
energético basal, generando luz de longitudes de onda
caracteristicas (Esquema II), cuya emisidén puede ser
detectada y correlacionada con otros parametros
lipoperoxidativos (Cadenas, 1983).

En sistemas biolégicos, el reticulo endoplasmico liso
es el organelo méas susceptible a la lipoperoxidacién, tanto
por ser un buen sustrato peroxidable como por poseer
actividaedes enzimaticas que inician el proceso
(Kappus, 1985). La lipoperoxidacién inducida por enzimas
microsomales es especifica por NADPH, siendc las enzimas del
sistema metabolizante de drogas las que estan involucradas
en la iniciacién de este proceso. El sistema NADPH-citocromo
P-450 reductasa, en presencia de Fe* y de oxigeno,

posiblemente por la reduccién de Fe® a Fe* ya sea

directamente por la enzima o por el 0O, liberado por el
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sistema enzimatico, estaria involucrado. Debido a que la
adicién de catalasa a preparaciones microsomales no inhibe
el proceso lipoperoxidativo, se concluye que la

<]

participacién de Fe™ no seria a través de una reaccién tipo
Haber-Weiss y que los OH' no participarian en este procesos
(Kappus, 1985). Por otro lado y como ya fuera sefialado en la
seccién B.2.c, la cadena de reacciones del citocromo P-430
podria estar también involucrada en la lipoperoxidacién
microsomal, a través del fenémeno de desacoplamiento
provocado por algunas drogas, conducente a la liberacié6n de
0, y Hz0; sin la hidroxilacién de aquéllas (Kappus, 1985;
Estabrook y Werringloer, 1977).

La susceptibilidad del reticulo endoplasmico liso a la
lipoperoxidacién puede ser modulada por cambios en el grado
de insaturacién de los 4dcidos grasos de membranas
microsomales, siendo los &cidos grasos de la serie 6mega-3
los mas susceptibles a este proceso (Wills, 1983). La
relacién entre la composicién lipidica y la lipoperoxidacioén
microsomal explicaria la diferencisas, en cuanto a
sensibilidad a la peroxidacién, que se manifiesta entre
diversas especies, como también los distintos niveles de
lipoperoxidacién microsomal que se encuentran entre los
6rganos (Kappus, 1983).

La lipoperoxidacién de la fraccién mitocondrial puede

ser iniciada tanto por mecanismos no enzimaticos como por
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adicién de enzimas que lo catalicen. La cadena
transportadora de elecﬁrones estd involucrada en 1la
lipoperoxidacién mitocondrial enzimatica, dependiente de la
presencia de iones de hierro. Sin embargo el mecanismo de
iniciacién no se ha estudiado en detalle. Es posible que las
enzimas mitocondriales sean capaces de efectuar la reduccién
de Fe*® en forma similar a lo que ocurre en los microsomas
(Kappus, 1985).

En el citosol existe un cierto numero de enzimas que
podrian estar involucradas en la iniciacién del proceso. El
ejemplo mas estudiado es el de la xantina oxidasa, que
produce 0, en presencia de xantina, acetaldehido u otros
sustratos (Kappus, 1983).

3. Mecanismos celulares de defensa antioxidante.

Uno de los prerequisitos de los organismos aeroébicos es
el de poseer una capacidad para detoxificar las especies
reactivas del oxigeno, contrarrestando asi los efectos
peroxidativos deletéreos de éstas. Tal capacidad reside en
diversos sistemas de defenssa, comunmente denominados
"antioxidantes", que proporcionan esta proteccién al actuar
en distintas etapas del proceso peroxidativo, mediante las
siguientes acciones (Sies, 1986; Burton e Ingold, 1989):
i) Prevencién de la formacién de nuevas especies
radicalarias, por reduccién de la velocidad de iniciacién de

nuevas cadenas de reacciones, lo que constituye una linea de
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defensa primaria.

ii) Intercepcién de una o mas de las etapas de propagacién
del proceso lipoperoxidativo por interaccién directa con los
radicales, constituyendo una linea de defensa secundaria.

Dentro de 1los antioxidantes celulares se incluyen

gistemas de defensa de caracter enzimatico y sistemas no-
enzimaticos, siendo estos Ultimos también conocidos como
atrapadores de especies radicalarias.
3.1. Sistemas enzimaticos de defensa antioxidante. Estan
constituidos por las enzimas SOD y por diversas peroxidasas
como la catalasa (H,0,:H,0, 6xidoreductasa; EC 1.11.1.6) y la
glutatién peroxidasa (glutatién: perédéxido de hidrégeno
6xidoreductasa; EC 1.11.1.9). Son sistemas ampliamente
distribuidos en la naturaleza, con una dependencia
especifica de metales, como cobre, manganeso hierro vy
selenio; presentan una localizacién especifica, tanto a
nivel de tejidos como a nivel subcelular, gracias a la cual
a menudo se complementan en sus acciones defensivas (Sies,
1986).

Las enzimas S0D (CuZnS0OD y MnS0OD), identificadas por
Mchrd y Fridovich, son casi ubicuas, localizandose tanto en
citosol, como en mitocondria; catalizan la remocién del 0,7,
mediante su dismutacién a H,0, (Esquema III) previniendo asi
la accién téxica de esta especie radicalaria (McCord vy

Fridovich, 1969; Fridovich, 1978). La mayor parte de la
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Mecanismos celulares de defensa antioxidante.
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actividad de la CuZnS0OD de higade de rata se encuentra en

el citosel, con una menor proporcién en lisosomas ¥y
posiblemente entre las membranas mitocondrigles interna y' )
externa, en tanto que la actividad de la MnSOD reside en la
matriz mitocondrial (Halliwell y Gutteridge, 1986).

La catalasa es una proteina hémica, presente en la
mayor parte de los tejidos de los animales, concentrandose
preferentemente en higado y en eritrocitos, y a nivel
subcelular en la matriz peroxisomal, donde cataliza la
descomposicién del H0; (Esquema III) (Sies, 1986; Halliwell
y OGutteridge, 1986), posibilitando asi su remocién vy
complementando su accién antioxidante con la de 1la SOD.

Las glutatién peroxidasas son selenoc-enzimas que
manifiestan wuna elevada actividad en higadec y que,
utilizando como sustrate a GSH, catalizan la oxidacién de
este tripéptido a GSSG a expensas de H0, o de otros
peréxidos, como aquéllos derivados de la lipoperoxidacioén
(LOCOH, Esquema III) (Halliwell y Gutteridge, 1986). Asi,
estas enzimas contribuyen a la remocién de -diversas
peréxidos organicos y a la vez complementan la accién de la
catalasa en tejidos en los que esta enzima posee una baja
actividad (Halliwell y Gutteridge, 1986).

3.2. Sistemas no enzimaticos de defensa antioxidante.
Comprenden moléculas atrapadoras de radicales libres y de

especies excitadas tales como el tripéptide GSH, la vitamina

o




1.— Procesos preventivos

* Enzimas de conjugacion (GSH-,
sulfo— y glucuronil—transferasas)
* NADPH—quinona 6xidoreductasa

* Epoxido hidrolasa

o/ . A
% Quelacion de iones metdlicos
(Ferritina, metalotioneinas)

Comentarios

Eliminacidn de intermediarios activos

Reduccién bivalente de quinonas que
evita la formacién de radicales semi—
quinina via reduccidn univalente
Conversién de epdxidos en derivados
dihidroxidioles estables

Prevencidn de reacciones radicalarias
inducidas por hierro y cobre

2.— Mantencidn de niveles de estado estable éptimos de

componentes

* Enzimas/protelnas

* Glutatidn (GSH)

* Suministro dietario

Mantencidn por sfntesis continua,
susceptible de adaptacién en exposi—
cién prolongada a estimulos téxicos
a) Biosintesis de nove por la Y:glu——
tamilcisteinil y la GSH—sintetasas, con
suministro de cisteina por la via del
cistatidn, b) reduccidn del GSSG
por la glufcﬂo’n reductasa, con sumi-—
nistro de NADPH por la vio de las
pentosas y reacciones auxiliares
Vitaminas (E, C,/?—carotenc), mine—
rales (Cu,Zn,Mn,Se,Fe), aminodcidos
y dcidos grasos esenclales, y com—
bustibles metabdlicos

]
W

Esquema IV. Reacciones auxiliares y mantencién de niveles
6ptimos de los sistemas antioxidantes.
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E o alfa-tocoferol, la vitamina C o acido ascérbico y el
beta-caroteno.

Debido a su caracter liposoluble, el alfa-tocoferol se
inserta en membranas biolégicas e interactua directamente
con las cadenas insaturadas de los &cidos grasos; por tal
motivo esta vitamina es considerada el principal
antioxidante liposoluble atrapador de especies radicalarias
tanto a nivel tisular como a nivel plasmatico (Sies, 1986;
Burton e Ingold, 1989). Como resultado de su accién
antioxidante, la vitamina E genera a su vez un radical
cromanoxilo (Esquema III) que puede ser reconvertido a
vitamina E gracias a la accién atrapadora de especies
radicalarias ejercida por vitamina C (Sies, 1986).

El &cido ascérbico es un compuesto hidrosoluble con
caracter reductor, debido al cual puede participar in vivo
en la detoxificacién de '0,, HO' y radicales orgénicos, como
el radical cromanoxilo, generando un radical
semidehidroascorbato (Esquema III), (Halliwell y Gutteridge,
1986; Sies, 1986). La recuperacién del ascorbato puede
ocurrir por disproporcionacién del radical
semidehidroascorbato y también por su reduccién con GSH, en
presencia de la dehidroascorbato reductasa (Halliwell vy
Gutteridge, 1986).

Debido a su alta concentracién intracelular, el GSH es

el principal antioxidante hidrosocluble, al actuar como
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sustrato de la glutatidén peroxidasa (Esquema III) y de la
dehidr;ascorbato reductasa, como también al atrapar
directamenée espebies reactivas del oxigéno, come el *0, 9
el HO (Esquema III) (Halliweil y Gutteridge, 1986; Sies,
1s86; Akerboom y Sies, 199@).. Como estas reacciones
involucran su oxidacién a GSSG, la exposicidén de un teji&g
a altas concentraciones de H0; y/c de HO® conlleva una
disminucién en la relacidén GSH/GSSG (mayor que 10,0 en
higado de rata), y a diversas perturbaciones metabélicas, ya
que el GSSG es un inhibidor de la sintesis proteicga e
inactivador de algunas enzimas (Halliwell y Gutteridge,
1986; Sies, 1986).

A nivel de membranas, el beta-caroteno constituye un
importante apagador de especies excitadas como el ‘0, capaz
de formar dioxetanos inestables al adicionarse a los dobles
enlaces de los acidos grasos. El ‘0, interactua con el beta-
caroteno decayendo a su nivel energético basal, y la energia
transferida al beta-caroteno es liberada como calor o
provoca una isomerizacién interna (Esquema III) (Sies, 1986;
Burton e Ingold, 1989).

Los mecanismos celulares de defensa antioxidante
descritos poseen dos caracteristicas fundamentales: (a)
tienen una ubicacién subcelular complementaria a los sitios
de generacién de especies activas del oxigeno y (b) son

extremadamente eficientes al tener constantes bimocleculares
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de interaccién (k) altas, cercanas al limite difusiocnal de
las moléculas (Esquema III). Con el objeto de lograr una
proteccién aniioxidanté 6ptima compatible con la vida, las
células-disponen de procesos preventives adicionales, vy
deben s=er capaces de manteﬁer niveles de estado estable
adecuados de los componentes involucrados en citobroteccién
{Esquema iv).

LDé acuerdo a todos los antecedentes discutidos sobre
citoproteccidén, se puede concluir que la mantencion de la
vigbilidad celular en condiciones aé}ébicas depende de 1la
integracidén de los sistemas defensivos y de reparacién, que
conforman una faceta especializada del metabolismo celular,
con el metabolismo intermediarioc y el aporte dietario
{Esquema V). Esta integracién condiciona un bajo nivel de
estado estable de especies activas del oxigeno, determinando

asi un estado norméxico celular en el cual los mecanismos

prooxidantes estan balanceados por aquéllos de defensa

antioxidante (Esquema VI). -
4. Concepto de estrés oxidativo.

Actualmente existe un considerable apoyo experimental
que sefiala que la utilizacidén del oxigeno por los organismos
aerdéhicos se asocia & procesos oxidativos de naturaleza
deletérea, los que se postula serian la base para la
ccurrencia de diversos procesos fisiolégicas ¥y

patofisioclégicos como la inflamacién, el envejecimiento, la




38
carcinogénesis y la toxicidad de los =xenobiéticos, entre
otros, los cuales involucrarian una alteracién del estado
norqégico celular (Sies, 19835). Esta alteracién constituye
el fenémeno de "esirés oxidativo" e implica la pérdida del
balance entre los fac%ores celulares prooxidantes (especies
reactivas del oxigeno) y los antioxidantes (sistemas de
defensa antioxidante), .en favor de los primeros (Esquema VI)
n(Sies, 1985). La intensidad qel estreés oxidatiVO'dependé del
tipo de wmecanismo alterado y de la magnitud del cambio
producideo, pudiendo ser condi;ionado por una disminucién de
los mecanismos defensivos, por un incremente en los factores

prooxidantes, o por ambos a la vez (Esquema VI).




39

A P
|
ESTADO NORMOXICO ESTRES OXIDATIVO
Esquema VI. Balance entre mecanismos

antioxidantes (A) y factores prooxidantes (P)
que determinan el estado norméxico celular.
Concepto de estrés oxidativo.




OBJETIVOS

Los antecedentes presentados en 1la introduccién,
sefialan que el estado hipermetabélico hepatico que se
manifiesta en el hipertiroidismo, podria conducir al
desarrollo de un estrés oxidative para este 6rgano. Los
cambios moleculares que llevarian a esta condicién

citotéxica;' en higado de rata, podrian involucrar

" modificaciones no sélc de la actividad de los procesos

celulares asociados a la reduccién univalente del oxigeno,
sino que también de la capacidad de defensa antioxidente
celular.

En este sentido, el estudio de Cuttler en diversas
especies de mamiférbs ha sefialado una correlacién positiva
entre la concentracién tisular de antioxidantes especificos,
tales como SO0OD, carotencides y alfa-tocoeferol, y la
longevidad de ellas, sugiriendo al estrés oxidativo como una

causa importaente del envejecimiento de estas especies

(Cuttler, 1991). Mas antn, utilizando los resultados de
Cuttler, es posible obtener una correlacién directa entre
las velocidades tisulares de autooxidacién y de metabolismo
basal de las especies estudiadas (Esquema VII), lo que

40
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Velocidad de autooxidacidn -
[AODs35/min]x10 |
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In de la velocidad del metabolismo basal

Esquema VII. Correlacién directa entre las velocidades

tisulares de autooxidacién y las velocidades
del metabolismo basal de diversas especies de
mamiferos.

Las velocidades tisulares de autcoxidacién

fueron medidas como indice TBAR y las velocidades del

metabolismo basal fueron expresadas comoc ln.
Calculado utilizando datos de Cutler,

(19S51).
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sugiere la existencia de una correlacién directa entre sus
velocidades de lipoperoxidacién espontanea y de metabolismo
basal.

De acuerdo con estos antecedentes, los chjetivos de

esta tesis estéan orientados a evaluar 1los cambios
molecula}es— hepaticos que se producifian en el
hipertiroidismo experimental y que conllevan la produccién
de un estrés oxidativo y un aumento del metabolismo basal de
los animales involucrando un estado caleorigénico hepatico,
a traves ;e los siguientes planteamientos:

1. Evaluacién de parémetros celulares asociados a la
actividad prooxidativa (respuestas respiratoria )4
quimiocluminiscente hepaticas) que desencadenarian la
lipoperoxidacidén hepatica, con el propésito de relacicnar la
calorigénesis tiroidea <con la produccién de especies
excitadas (quimioluminiscencia), la lipoperoxidacién y la
respiracién hepatica (microsomal, mitocondrial y RSA).

2. Estudio cinético-de los cambiocs en la actividad de los
sistemas de defensa antioxidante enzimaticos y del contenido
de glutatién, con el fin de estimar la condicién
antiéxidante del higado.

3. Estudio cinético de los cambio= en el eflujo sinusoidal
y canalicular del GSH y de las enzimas que lo utilizan, como

también del recambioc in vivo del tripéptido, para conocer

las alteraciones moleculares que condicionan las
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modificaciones en su contenido intracelular.

Parte de los RESULTADOS que se presentén en esté.tesis
han sido publicados (Fernandez y col., i1988; Videla y
Fernandez, 1988; Fernandez y Videla, 1989; Fernandez ¥y col.,

1991).




MATERIALES Y METQDGS

A. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y REACTIVOS.
1. Animales.

Se utilizé ratas macho (edad aproximada 12 a 15
semanas) de la cepa Wistar, provenientes del vivero de la
Unidad de Bioquimica de la Divisién de Ciencias MédIﬁas
Occidente, Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
alimentados ad 1libitum con dieta s6lida (Alimentos
Balanceados S.A., Santiago), mantenidos 'a temperaturas
ambientales que fluctuaron entre los 20 y 22°C con periodos
constantes y alternados de 12 horas de luz y oscuridad.

2. Reactivos.

Los siguientes reactivos, fueron obtenideos de Sigma
Chemical Co.: T, =édica, NADP, NADPH, NADH, ATP, +-BOOH,
TBA, CN-3, epinefrina, imidazocl, albUmina de bovino, GSH,
G556, amediol, metil glioxal, acido glioxilice, DTNB,
antimicina-A, alopurinol, hematoxilins, glucosa-6-fosfatgo,
piruvato de sodio, azida de sodioc, glicins, L—cisteina,
acido L-glutémico, L-butionina sulfoximina, l-cloro-2, 4-
dinitrobenceno, 1,2-epoxi-3(p-nitrofenoxi)propana, L-gama-
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glutamil-p—nitroanilida,glicilglicina,glutatiénreductasa,
‘élioxalasa I, HRP y SOD. La L-cisteina-5® fue obtenida de
New Englan& Nuclear. Lgﬂﬁfo fue obtenida de Ciba Geigy. E1l1
nembutal sédico fue obtenido de Laborafo;io Abbot de Chile.
La heparina fue obtenida de Prolabo. Todos los restantes
édcidos y sales utilizados, como también el HyO05, el tritén
X-100@ y el reactivo Folin, fueron obtenidos de Merck Quimica
Chilena. E1 sul£a£o de titanioc fue una donacién del Dr
Federico Leighton, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Pontificia Universidad Catélica de Santiago.

B. TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES.

La induccién del estado hipertiroidec se efectuéd
mediante la inyeccién diaria e i.p. de 0,1 mg de T, sédica,
por Kg de peso corporal de las ratas. Este tratamiento se
llevé a cabo en periodos que fluctuaron entre i a 7 dias
consecutivos, siendo el periocodoc de 3 dias el mas
frecuentemente utilizado, por manifestar estabilizacién de
los cambios en los parémetros bicquimicos estudiados Yy que
fueron modificados. Los animales control recibieron dosis
isovolumétricas de NaOH @,1 N, ya que en este vehiculo debe
ser disuelta la T,;. La condicidn hipertiroidéa fue evaluada
de acuerdo a 2 criterios, que comprendieron la evaluacién
de: (a) la temperatura rectal, mediante una termocupla y (b)
los niveles séricos de T, mediante un radio inmuno ensayo,

efectuado en el laboratoric de Medicina Nuclear del Hospital
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San Juan de Dios. Los animales fueron sacrificados 24 horas
después de la ultima inyeccién.
C. TECNICA DE PERFUSION HEPATICA.

Se realizé de acuerdo a ié descrito por Sies (1978).
Previo al proceso quir&rgico,i los animales fueron
anestesiados con 5@ mg de Nembutal sédico por Kg de pese,
i.p. El higado fue expuesto y disecado de sus ligamentos
géstricos,;dﬁodenales Yy esplénicos. Se inyecté 250 unidades
de heparina en el bazo, y se canulé la vensa porta con un
catéter conectade a un matraz que contieg; el liquido de
perfusién, cuya composicién fue la siguiente: NaCl 118 mM;
KH,PO, 1,2 mM; MgSO, 1,2 mlM; CaCl, 2,5 mM; NaHCO, 25 mM y
glucosa 10 mM, equilibrado con una mezcla de O, y CO; (19:1,
vol/vol) a pH 7,4. Las perfusiones se llevaron a cabo a
temperaturas que fluctuaron entre 36 Yy 37°C y con
velocidades de flujo constante (3-4 ml/g de higado/minuta),
sin recirculacién del perfusado. Luego que el liquido de
perfusién fuera recolectado por la cava, se le hizo pasar a
través de un electrodo de oxigeno para evaluar la velocidad
de Q0; de cada preparacién (Esquema VIII) (Estabrock, 1967).
La constancia de la velocidad de @0, hepatico durante 1la
perfusién y la magnitud de la liberacién sinusoidal de LDH
(Bernt y Bergmeyer, 1974) y de proteinas (Lowry y col.,
1951), fueron determinadas en cada preparacidén como indices

de viabilidad del érganc (Sies, 1978).
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Esquema VIII. Equipo para estudios que utilizan la técnica
de perfusién hepatica.

Al centro se observa al higado disecado vy
conectado, via porta, al liquido de perfusiédn, ubicado en un
matraz dentro de un bafio termoregulado (extremo inferior
derecho). En la parte superior del esquema se observan, de
izquierda a derecha, el oxigrafo, la bomba peristaltica, el
electrodo de oxigeno y la bomba de infusién. Junto al higado
(extremo izquierdo del esquema) se observa el inscriptor que
registra el Q0.
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D. OBTENCION DE BILIS.

La recoleccién de muestras de bilis se efectué en
animales anestesiados con 50 mg/kg de peso de nembutal
sédico, con apertura de la cavidad peritoneal para canular
el conducto biliar con un catéter PE-10, colocado antes del
hileo hepatico, para evitar la contaminacién de las muestras
con el jugo pancreatico. Posteriormente se cubrié la cavidad
abdominal con una gasa que fue constantemente humedecida con
suero fisiolégico. La operacitn de recoleccién tuvo una
duracién de 15 minutos, durante la cual los animales fueron
mantenidos a una temperatura ambiente de 28 a 30°C. Al
término de cada experimento se determino el peso total del
higado y se midié el volumen de bilis colectado. Con estos
datos se pudo calcular la velocidad de flujo biliar,
expresada en pl/g higado/minuto.

E. PREPARACION DE HOMOGENEIZADOS HEPATICOS Y FRACCIONAMIENTO

SUBCELULAR.

1. Homogeneizados hepaticos.

Previo al proceso de homogeneizacién y estando los
animales anestesiados segun se ha descrito previamente
(secciones C y D), se efectud una perfusién hepatica in situ
utilizando 200 ml de una solucién fria (5°C) de KC1l 150 mM
y Tris 5 mM, a pH 7,4. Esta perfusién tuvo por finalidad la
remocién de la hemoglobina de las preparaciones posteriores.

Luego que los higados fueran lavados en la solucidn
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anterior, secados en papel filtro, pesados y picados, se les
homogeneizé en el amortiguador ya indicado en un
homogeneizador de vidrio teflén, utilizando un Omni Mixer a
velocidad 4,@ y efectuando 4 pases. Los homogeneizados se
prepararon al 20% peso/vol, efectuando todas las operaciones
indicadas sobre hielo.

2. Fraccionamiento subcelular.

2.1. Obtencién de mitocondrias. Se utilizé el método de
Schneider, descrito por Boveris y col. (1972) para obtener
mitocondrias grandes e intactas. Para este fin, luego de
anestesiar a los animales (secciones C y D) se realizdé una
perfusién hepatica in gitu para la remocién de la
hemoglobina, utilizando 200 ml de una solucién fria (5°C) de
amortiguador MSE. Luego de lavar los higados en tampén MSE,
secarlos en papel filtro, pesarlos vy picarlos, se les
suspendié al 30% vol/vol en dicho amortiguador (1 volumen de
higado mas 2 volumenes de amortiguador) y se les homogeneizé
en un homogeneizador de vidrio teflén, utilizando un Omni
Mixer a velocidad 3,0 y efectuando 4 pases. El homogeneizado
fue diluido al 1@% vol/vol (1 volumen de higado mas 9
volumenes de amortiguador MSE) y centrifugado a 70@0g por 10
minutos. Luego de descartar el pellet, se centrifug6 el
sobrenadante a 5.000g por 1@ minutos; se descarté el
sobrenadante y la capa lechosa que se ubica sobre el pellet

(mitocondrias rotas); el pellet (principalmente mitocondrias
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intactas) fue lavado, suspendiéndolo en la mitad del volumen
utilizado en la preparacién del homogeneizado al 10% y luego
centrifugado a S5.000g por 10 minutos. Todas las operaciones
descritas se efectuaron a 5°C y las centrifugaciones se
realizaron en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-3B.

2. 2. Obtencién de particulas submitocondriales. Esta
fraccién esta constituida por vesiculas de membrana
mitocondrial, en la mayor parte de las cuales la membrana
interna estéd invertida en relacién a la orientacién que
presenta en las mitocondrias intactas; mediante ruptura por
sonicacién, a estas particulas se les ha removido la mayor
parte de la matriz y del espacio intermembrana, reteniéndose
la membrana interna y, en algunos casos, la membrana externa
(Pedersen y col., 1978). Para obtener esta fraccién se
utilizé la metédica descrita por Pedersen y col. (13978). Se
procedié de acuerdo a lo descrito en la seccién E. 1.,
excepto que los higados fueron lavados y homogeneizados al
30% vol/vol en un amortiguador MSH, siendo el homogenéizado
posteriormente diluido al 10% vol/vol y centrifugado a 600g
por 15 minutos. Luego de decantado, el sobrenadante fue
centrifugado a 6.80@g por 15 minutos, obteniéndose un pellet
que fue homogeneizado y resuspendido en la mitad del volumen
de amortiguador MSH wutilizado en la preparacién del
homogeneizado al 1@%. Luego de centrifugar a 9.77@0g por 15

minutos y de descartar el sobrenadante y la capa lechosa
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sobre el pellet, se resuspendié a éste en la mitad del
volumen de amortiguador MSH wutilizado en la operacién
anterior, centrifugéndoée nuevamente a 9.770@g por 15
minutos, con lo cual se obtuvo un pellet constituido por
mitocondrias. Esta fraccién, resuspendida en amortiguador
MSH a wuna concentracién de 20 mg de proteinas/ml, fue
sometida a oscilacién sénica, wutilizando un sonicador
Branson 250, al 30% de su intensidad ma&xima y con un tiempo
total de sonicacién de 1 minuto por 20 wmg de proteinas
mitocondriales, dividido en periodos de 3@ segundos de
duracién. El vastago del sonicador se mantuvo frio durante
toda la operacién, sumergiéndolo en hielo cada 3@ segundos.
Las wmitocondrias que no fueron rotas por el proceso de
sonicacién, fueron separadas de las particulas
submitocondriales mediante una centrifugacién a 7.500g por
1@ winutos; el sobrenadante contiene las ©particulas
submitocondriales, las que fueron decantadas mediante una
ultracentrifugacién a 105.000g por 6@ minutos, utilizando
una ultracentrifuga Beckmann L y un rotor Ti 4@. Todas las
operaciones descritas fueron realizadasl a 5°C y las
centrifugaciones en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-
2B.

2. 3. Obtencién de microsomas. Se utilizé técnicas
convencionales (Rumbaugh y col., 1978). Los homogeneizados

hepaticos, preparados segun se describié en la seccién E. 1.,
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fueron sometidos a 2 centrifugaciones a 27.000g durante 15
minutos, a fin de decantar nucleos (fraccién N),
mitocondrias (fraccién M) y lisosomas (fraccién L) y obtener
un sobrenadante post-mitocondrial (fraccién PS). Esta
fraccién fue sometida a una ultracentrifugacién a 10S.000g
durante 6@ minutos en una ultracentrifuga Beckman L2-65B
usando un rotor Ti 65, para obtener un pellet
correspondiente a la fraccién microsomal. El sobrenadante de
esta centrifugacién, post-microsomal, se conoce con el
nombre de fraccién soluble.
F. EVALUACION DE INDICES DE LIPOPEROXIDACION.
1. Medicién de la Quimioluminiscencia.
1.1. Estudios in vivo. Fueron realizados en el Instituto de
Quimica y Fisico Quimica Biolégicas de la Facultad de
Farmacia vy Bioquimica, Universidad de Buenos Aires,
Argentina, gracias a un Convenio CONYCIT-CONICET (Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas vy Técnicas,
Argentina). En ellos se evalué la quimioluminiscencia
espontanea del higado de rata in situ, midiendo la emisién
de fotones, de acuerdo a la metédica descrita por Videla y
col. (1983). A ratas tratadas con T, durante 1, 3, 5 y 7
dias y anestesiadas con nembutal sédico (seccién C), se les
abrié la cavidad abdominal. Luego se cubrié la piel y la
cavidad abdominal con una l&mina de aluminio que poseia un

orificio de 1 cm® de superficie, hecho especialmente para
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cada rata, que permitié sélo la exposicién del higado. En
seguida, los animales fueron colocados en una cémara a 37°C
debajo del fototubo de un contador de fotones de la Johnson
Foundation (Johnson Research Foundation, University of
Pennsylvania, Philadelphia, P.A., U.S.A.), especialmente
adaptado para la medicién de quimioluminiscencia de érganos.
El fototubo utilizado fue un EMI 9658, sensible al rojo, con
un potencial aplicado de -1 a 3 kV (Esquema IX). Los
resultados de estas determinaciones se expresaron en cps/cm?
de superficie hepatica expuesta, previa substraccién de la
corriente oscura obtenida al intercalar un obturador entre
el 6rgano y el fototubo.

1.2. Estudios in vitro. Se realizaron tanto en 1los
homogeneizados como en las fracciones mitocondrial y
microsomal de ratas tratadas con T, durante 1, 2 y 3 dias.
Los estudios incluyeron = determinaciones de
quimioluminiscencia espontanea (homogeneizados) y de
quimioluminiscencia inducida por t-BOOH (homogeneizados y
fracciones). Las mediciones se realizaron en un contador de
centelleo liquido Beckman LS 3150P, fuera de coincidencia
(Videla, 1983). Previo a estos estudios, los pellets
correspondientes a las fracciones mitocondrial y microsomal
fueron resuspendidos en un amortiguador que contenia KCl 150
mM y Tris 5 mM a pH 7,4. La composicién del medio de

reaccién para la medicién de la quimioluminiscencia
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espontanea e inducida fue la siguienter KC1 150 mM, Tris 5
mM, EDTA 1 mM )rul mg de proteinas de homogeneizados o
mitocondrias/ml o 2, 25 mg de ﬁroteinas mié?oéomales/ml, a pH
7,4; en las medicilones de quimioluminiscenc;a inducida_sg
adicioné t-BOOH 3 mM. Las muestras fueron pre-incubadas en
un bafio termoregulado durante 2 minutos a 37°C, temperatdra
a la cual se efectuaron todas las mediciones. Se midié
también la quimicluminiscencia delcéda uno de los viales
utilizados, la que luego se resté de las mediciones de las
muestras. Los resultados se expresaron en cpm/mg de
proteina.

2. Medicién del indice TBAR.

Se utilizé la metédica descrita por Buege y Aust (1978)
que determina la DO a 535 nm del producto de la reaccién del
TBA, con derivados aldehidicos provenientes de la ruptura de
los acidos grasos poliinsaturados (TBAR) por accidn

radicalaria. Las mediciones se efectuaron en homecgeneizado&

¢

-

y muestras de bilis de ratas tratadas durante 3 dias, Yy en
microsomas (resuspendidos en amortiguador KCl 150 mM, Tris
SmM, pH 7,4) de ratas tratadas durante 1, 2, 3y 7 dias con
Ty Se efectué una precipitacién de cada muestra con TCA al
3% (1:1 vol/vol) y se centrifugs a 1, 200g durante 15
minutos a temperatura ambiental. Luego de descartar ei
precipitado, se traté 1 ml del sobrenadante con 3 ml de TBA

al @,67% p/vol y se calenté a bafiomaria durante 15 minutos,
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para luego leer la DO del producto de esta reaccién a 535
nm. La concentracién de TBAR se calculé utilizando el
coeficiente de extincién molar del MDA 1,56x10° Mt cm™. Los
resultados se expresaron en nmoles dg MDA/mg de“p?oteina
(homogeneizados y microsomas) y pmoles de MDA/ml de bilis.
La determinaci6én de la velocidad de flujo biliar, segun de
describié en la seccién D, permitid calcular la velocidad de
excresidén biliar de TBAR (pmoles de MDA/g higade/minuto).
G. MEDICIONES DE RESPIRACION HEPATICA.

1. Respiracién microsomal.

Se evalué el Q0. microsomal en presencia de NADPH o de
t-BOOH vutilizando un electrodo de oxigeno, de acuerdo al
método polarogréafico descrito por Foster (1969). Se trabajé
con ratas tratadas con T; durante 1 y 2 dias. El medio de
reaccién para cada determinacién fue un amortiquador fosfato
de sodio 120 mM a pH 7,4 que contenia 0,6 wmg de proteina
microsomal/ml, suplementado con NADPH @, 13 mM o con t-BOOH
0,02 mM. Ademas, se efectuaron determinaciones del Qao,
microsomal en presencia de un antioxidante, para evaluar la
RMSA, adicionando CN-3 hasta concentracién 3 mM al medio de
reaccidén. Todas las determinaciones se efectuaron a 25°C y
los resultados se expresaron en nmoles de 0; consumido/mg de
proteina/minuto.

2. RSA en higado perfundido.

Se evalué el @O, hepatico, en presencia de los
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antioxidantes DFO y alopurinol, en ratas tratadas con T,
durante 3 dias. La perfusién hepatica se efectué segun se
describidé en lé seccidén C ; los aﬂfioxidantes fueron
adicionados al liquido de perfusién a los 12 minutos de
perfusién. La concentracién de DFO en el liquido de
perfusién fue 0,5 mM y la de alopurinol fue 1 nM. ﬁé RSA
hepatica evaluada en estos estudios, se expresdé en nmeoles de
Oz/gramo de higado/minhto, Yy ella correspondié a 1la
diferencia en el Q0, al ser éste medido en ausencia del
antioxidante y en presencia de éste (Videla, 1984). -
H. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PROOXIDATIVA MITOCONDRIAL.
1. Produccién de H0..
l.1. Estudios en mitocondrias intactas. La deteccién de H0,
se realizdé midiendo el =aumento de A a 417 nm, con una
longitud de onda de referencia activa a 402 nm; LAy, nm -
Agz nml], que se producen durante la reduccién de H 0,
catalizada por 1la HRP y en ausencia de dadores de
electrones, cuando H,0, forma un complejo con HRP (complejo
II), lo que produce cambios espectrales en los picos alfa
del espectro Soret de la peroxidasa (Boveris y col., 1972).
Para ello se utilizé mitocondrias de ratas tratadas con Ta
durante 3 dias, preparadas segun se describid en la secciédn
E.2.1. y resuspendidas en un amortiguador MST, a una

concentracién aproximada de 20 mg de proteinas/ml. Se midié

la produccién de H,0, con sustrato endégeno (basal), y luego
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de la adicién de succinato en presencia o ausencia de
“antimicina—A o azida de sodio (inhibidores de 1la cadena
mitocondrial transportaqdfa de eleétrones). Para estimar la
produccién de }hD,—por los peroxisémgs que normalmente
contaminan la ffaccién mitocondriaf; se efectuaron
determinaciones en presencia de urato en las coﬂﬁiciénes
descritas para el succinato. La reaccién se inicidé con la
adicidén de 136 unidades de HRP/ml a un medio de reaccién que
contenia el amortiguador MST y 0,23 mg de proteinas
mitocondriales/ml, con adiciones posteriore;T de 1los
sustratos e inhibidores de manera que sus concentraciones
fueran las siguientes: succinato 4 mM, antimicina-A 2, 18 nH,
azida de sodio 10,3 pM y urato 30 rM. Los cambios
espectrales se registraron utilizardo un espectrofotémetro
de doble longitud de onda, Aminco DW-2a™ UV-VIS, American
Instrument Company', acoplado a un inscriptor. Para calcular
la velocidad de produccién de H0; se utilizé el delta
coeficiente de extincién molar (417 - 402 nm) S5x1@* M~ cm™, .
Yy los resultados se expresaron en nmoles de H0z/minuto/mg
de proteina mitocondrial y en nmoles de HOz/minuto/gr de
higado. Las determinaciones se realizaron a 28°.

1.2, Estudios en particulas submitocondriales. Esta
fraccién, preparada segin se describid en la seccién E.2.2,

esta exenta de peroxisomas, los que decantan en 1la

centrifugacién de 1@ minutos a 7.500g efectuada despueés de
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la sonicacién. Por esta razén, con estos estudios se pudo
esﬁimar mas . adecuadamente la verdadera producccién
mit&condrial de g;L de ratas tratadas con'ﬁ,dgrante 3 dias. _
La deteccién del H0, se realizé utilizando el método
espectrofotométrice descrito en ia seccién ﬂ.l.l. (Boveris
y col., 1972). Previo a ello, el pellet de particulas
submitocondrialés, se resuspendié en amortiguador MST a una
concentraci&n aproximada de 10 mé de proteinas/ml. La
reaccion se inicié con la adicién de 136 unidades de HRP/ml
@ un medio de reaccién que contenia el a;;rtiguador MST y
6,15 mg de proteinas/ml (produccién basal), adicicnando
posteriormente 4 mM de succinato y/0 @,18 pM de antimicina-
A. Para evaluar la produccién de H 0. productoc de 1la
contaminacién peroxisomal, se adicioné 3@ pM de urato al
medio de reaccién basal. Los cambios espectrales se
registraron en el inscriptor y espectrofotémetro Amincao DW-
2a™ UV-VIS ya descrito (seccién H.1l.1). Los resultados se
€xXpresaron en nmoles de HO./minuto/mg de proteinsa,
utilizando el delta coeficiente de extincién molar [417 -
402 nml S5x1@0* M™ cm™. Las determinaciones se efectuaron a
28°C.

2. Produccién de 0,™.
Para estas mediciones se utilizé particulas

submitocondriales de ratas tratadas con T3 durante 3 dias.

Las particulas submitocondriales se prepararon de acuerdo a
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lo descrito en la seccién E.2.2. ¥ se resuspendieron en
amortiguador MSH a una concentracién aproximada de @, 6 mg de
proteina/mlf-La produccidén de 0, se midié a través_de la
oxidacién, sepsible a SDD,_de la epinefrina a adrenocromo
(Turrens y col., 1982a). A un medio de reaccién pre-incubado
a 30°C que contenia el amortiguador ﬁéH, epinefrina 1 mN,
antimicina-A 2 pM, 150 U/ml de catalasa Y 2,6 mg de proteina
mitpc&ndrial/ml, se adicioné el sustrato mitocondrial 2,1 mM
de NADH o 5 mM de succinato. La formacién de adrenocromo se
registré a través de cambios en “ia Ager utilizando un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 55@ de doble haz, con celdas
termoreguladas y acoplado a un inscriptor Perkin-Elmer 56.
La reaccién fue inhibida significativamente por la adicién
de 150 U de SOD/ml al medioc de reaccidén (70% de inhibicién).
Las determinaciones se efectuarcn a 30°C, 1los ;élculos se
realizaron utilizando el coeficiente de extincién molar a
480 nm del adrenocromo (4x12° M cm™), y los resultados se
expresaron en nmoles de 0. /minuto/mg de proteina.

I. MEDICION DE SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE HEPATICOS.
1. Sistemas enzimaticos.

1.1. SOD citos6lica (CuZnS0OD). Se midis la inhibicién
ejercida por muestras de citosol hepatico, sobre 1la
autooxidacién de la epinefrina a pH alcalino, que involucra
la participacién de 0;" y la formacién de adrenoccromo, de

acuerdo a lo descrito por Misra y Fridovich (1971). Se
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trabajé con ratas tratadas con T; durante 1, 3, 5y 7 dias,
sometiendo los homogeneizados hepdticos (seccién E.1.) a una
centrifugacién a 33.000g durante 606 minutos, a_STb en una
centrifuga Sorvall RC-2B refrigerada, para obtener los
Esobrenadantes corresﬁondientes. En un medio de reaccién
consistente de un amortiguador de glicina 50 mM a pH 10,5 ¥y
de'_épinefrina 1 mM, se detecté la autooxidacién de la
-épinefrina mediante el registro de los incrementos en 1la
Age/Minuto (ensayo control) utilizando el espectrofotdémetro
e inscriptor ya descritos ?(seccién H.2.). Para las
mediciones de dinhibicién de la autocoxidacién de la
epinefrina se efectué diversos ensayos idénticeos al
descrito, conteniendo cada uno de ellos volUmenes crecientes
(10, 25 y 40 nl) del sobrenadante de 33. 000g (ensayos de las
muestras). Al dibujar el grafico de los log de los
porcentajes de inhibicién (cuocientes del aumento de
Agge/minuto del ensayo control y del ensayo de cada muestra)
en funcidén de los volumenes de sobrenadante se obtuvo una
recta; en ella el log del 50% de inhibicién (-@,3)
corresponde a los pl de sobrenadante (citosol) gue poseen 1
U de SOD, ya que por definicién 1 U de SOD es aquélla
actividad enzimética capaz de inhibir en un 50% la velocidad
de formacién del adrenocromc (Misra y Fridovich, 1971).
Todas las determinaciones fueron realizadas a 3@°C y los

resultados se expresaron tanto en U de S0D/mg de proteina
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comoc en U de SOD/g de higado.

1.2, SOD mitocondrial (MnSOD). Se determiné en mitocondrias
(seccién E.2.1.) de ratas tratadas con ?9 durante 3 dias,
rgsuspendiendo ?l pellet mitocondrial en amortiguador MSH a
una concentracién aproximada de 20 mg de proteina/ml. Para
la determinacién de esta actividad de SOD no fue posible
utilizar la metédica descrita para la CuZnSO0D, ya que a pH
alcalino la actividad especifica de la MnSOD es baja. Por
este motivo, se efectué un ensayo a pH fisiolégico que
utilizé la inhibicién de;ia autooxidacidén de la hematoxilina
por la SOD presente en el material biolégico (Martin y col.,
1987). En cada experimente se elaboré una curva de
calibracién, utilizando una S0OD estéandar (Sigma, de sangre
de bovino, 2.800 U/mg de proteina). Los ensayos control (sin
S0D) se efectuaron adicionando @, 15 mM de hematoxilina a un
amortiguador fosfato de potasio ©,05 M con EDTA @,1 mM a pH
7,5 registrando luego los aumentos en la Ag,/minuto con el
espectrofotémetro e inscriptor ya descritos (seccién H.2.).
En los ensayos con S0D estandar, los cambios en la A/minuto
se registraron luego de adicionar al medio de reaccién
mencionado cantidades crecientes (0,4 a 1,5 U) de SOD
estandar; al dibujar un grafico del log del porcentaje de
inhibicién (cuociente del incremento de 1la Aggp/minuto del
experimento control y del experimento con S0OD estandar) en

funcién de las unidades de S0D agregadas, se obtuvo una
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recta (curva de calibracién). En los ensayos con
miiocondrias se adicionaron distintas alicuotas (5 a 40 r1)
de-la suspensién de mitocondrias al medio de reacciéﬁ y
luego ée_interpolé el log del % de inhibicién (cuociente del
cambioc eﬁ la Aum/miguto del ensayo contrcol y del ensayoc con
mitocondrias) en la curva de calibracién correspondiente
para conocer la cantidad de unidades de SOD presentes en
cada alicuota de muestra estudiada. Las determinaciones se
realizaron a 30°C y los resultados se expresaron tantec en U
de S0D/mg de progeina mitocondrial como en U de SOD/g de
higado.

1.3. Catalasa. Se midié en sobrenadantes post-nucleares
(2. 400g por S minutos a 5°C) de los homogeneizados hepaticos
(seccién E.1.) de ratas tratadas con T, durante 1, 2 y 3
dias. La determinacién se basé en la inhibicién de la
formacién de un complejo entre el H0, y el sulfato de Ti,
que absorbe a 485 nm, cuando se adiciona al medio de
reaccidén una muestra biolégica con actividad de catalasa, lo
que determina una disminucién en la A,,. (Baudhuin y col.,
1S64). Antes de efectuar 1la reacciédén, los sobrénadantes
post-nucleares fueron diluidos, al menos 100 veces, en una
solucién que contenia EDTA 1mM, NaHCO, 1 mM, 0,01 % de
Tritén X-100 y 2 % de etancl. El medio de reaccién estuvo

compuesto de 0,04 % de Tritén X-100 y 100 1l de sobrenadante

diluido. Se preparé un medio de reaccién control para cada
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experimentc en el cual el sobrenadante diluido fue
sustituido por 192 pl de la solucién diluyente. La reaccién
se inicié con la adicién de 5 ml de una solucién que
contenia el sﬁs@rato, H0;, 0,44 mN, disuelto en un
amortiguador de imidazol 20 mM con 1 mg/ml de albumina de
bovino a pH 7,0. Se incubé.esta mezcla a B°C durante 3
minutos, Y luego se detuvo la reaccién adicionande 3 ml de
una solucibén saturada de sulfato de Ti (Titanio IV
oxisulfato) en H SO, 2 N, diluida 3 veces. El H.O, remanente
reacciona con el sulfato‘mde Ti formando un sulfato de
peroxiTi que absorbe a 485 nm. Las lecturas de A se
realizaron en el espectrofotémetro Perkin-Elmer ya descrito
(seccién H.2.). Para calcular las unidades de catalasa
presentes en cada muestra, se utilizé el log del porcentaje
de inhibicién de la formacién del sulfato de peroxiTi (log
Acontror/ Apuentra)» de acuerdoc a la definicién de 1 unidad de
actividad de catalasa como la cantidad de enzima capaz de
destruir el 90% del sustrato, en un minuto, en un volumen de
30 ml, en las condiciones de ensayo descritas (Baudhuin y
col., 1964). Los resultados se expresarcn en U/mg de _
proteina y U/g de higado.

1.4. Glutatién peroxidasa. Se evalué tanto la actividad
enzimatica total, en sobrenadantes de 2.410g por 1@ minutos

a 53°C de los homogeneizados hepaticos (seccién E.1.) de

ratas tratadas con T; durante 1, 2 y 3 dias, como 1la
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actividad enzimética soluble, en sobrenadantes de 33.000g
por 60 minutos a 5° de ratas tratadas con T; por 3 dias. En
ambos casos se midié la actividad de esta enzima acoplando-
la oxidaciéq»de sus sustratos, H0, y GSH, a la recuperacién
de este ﬁltimo, catalizada por la glutatién reductasa con
oxidécién del NADPH, cuya cinética se puede visualizar
espectrofotométricamente come una disminucién de la
Aze/minuto (Flohé y Giinzler, 1984). El medio de reaccidn fue
un amotiguador fosfato de sodio 43 mM a pH 7,8 que contenia
el sobrenadante, cogzenientemente diluido, NADPH @, 28 mN,
azida de sodio 3,75 mM, GSH 5 mM Yy 0,33 U/ml de glutatién
reductasa. Luego de una pre-incubacién a 25°C por 2 minutos,
se inicié la cinética de oxidacidn del NADPH con la adicién
de Hz0; al medio para alcanzar una concentracién final de
8,22 npM. En cada experimento se realizé una oxidacién no
enzimadtica del GSH, realizando un ensayo simultaneo con un
sistema idéntico al descrito y sin sobrenadante, para luego
sustraer la velocidad de reaccién de este tltimo de aquélla

del primerc. Se obtuvo asi la actividad enzimatica real, la
que se expresé en pmoles de NADPH oxidados/minuto (unidades
de actividad enzimatica)/mg de proteina y +también en
unidades de actividad enzimatica/g de higado. Para calculos
se us6 el coeficiente de extincién molar del NADPH a 34Q nm
(6,22%x10° M™ cm™). Las mediciones espectrofotométricas se

efectuaron a 25°C, utilizande el espectrofotémetro e




inscriptor descrites en la seccién H. 2.
2. Niveles de GSH.

Para medir el contenido hepatico de GSH y de GSSG se
utiii;ﬁ un méto&o enzimético basado en 1la reaccién
cuantilativa de GSH con metilglioxal, en presencia de
glioxalasa I, que genera el S-lactoil-GSH que absorbe a 249
nm (evaluacién de GSH), y en la reduccién cuantitativa de
GSSG a GSH por NADPH, que absorbe a 340 nm, ¥y glutatiédn
reductasa (Bernt y Bergmeyer, 1974), de acuerdo a las
siguientes reaé&iones:

GSH + Metilglioxal ---~--- > S-lactoil-GSH (I)
GSSG + NADPH + H® ------ > 2 GSH + NADP® (II)

De esta manera, 1las dos formas del glutatién se
pudieron evaluar en un mismo ensayo. Se trabajé con
homogeneizados hepaticos de ratas tratadas con T, durante 3,
3, Sy 7 dias, los que fueron preparados en HCl1l0, @,5 N, al
2% peso/volumen, y luego centrifugados a 2.500g durante 10
minutos y a 3°C. A 5 ml de sobrenadante se le adicioné ©,9
ml de K;PQO, 1,75 M para neutralizarle y el precipitado de
KC10, formado fue filtrado a través de papel filtro. Luego
de comprobar que el pH del filtrado era 7,@ se adicioné @,5
ml de éste a un medio de reaccién que contenia 0, 47 mg/ml de
albumina de bovino y @,6 U/ml de glioxalasa I, en cubeta de
cuarzo de 3 ml, y se registré la A,, (A,). En seguida se

adicioné 9,62 mM de metilglioxal efectuandose otra lectura
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de Az, 10 minutos més tarde (Az). Tras una nueva adicién de
0,62 mM de metilglioxsl se efectué otra lectura de A;, a los
2 minutos (A;). En estas mediciones la diferenéia [A; - A
.representé la Az, del metilglioxal Y la diferencia [A, - A, -
=Am.,..,ul.,,_u,,ml la Az del S-lactoil-GSH, que se equivale mol
a mol con el GSH (reaccién I). A continuacién se adicioné
NADPH, disuelto en NaHCO, al 1%, para tener una
concentracién de 2,33 mM en la cubeta, determinandose la Age
(A, y en seguida 0,18 U/ml de glutatién reductass,
e:fectuénz{ose lecturas de A, a los 8, le, 12, 14 y 16
minutos; de la extrapolacién de estas lecturas a tiempo 2
(adicidén de glutatién reductasa) se obtuvo Ay, La diferencia

(A, - Al representé la disminucién de la Ase del NADPH, que

reacciona mol a mol con el GSSG (reaccién II). Por lo tanto,

para calcular el contenido de GSH se utilizé el coeficiente -

de extincién del S-lactoil-GSH a 240 nm (3,37 cm*/pmol) y
para calcular el contenido de GS5SG se utilizé el coeficiente
de extincién del -NADPH a 342 nm (6,22 cm?®/pmol). Los
resultados se expresaron en pmoles de GSH o de GSSG/g de
higado. Las reacciones y mediciones espectrofotométricas se
realizaron a 23°C utilizando el espectrofotémetro descrito
en la seccién H.2.

é. Sistemas auxiliares.

3. 1. Glutatidén reductasa {(NADI[PIH: glutatidén-oxidado

6xidoreductasa; EC 1.6.4.2). Se midié en sobrenadantes de
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33.000g por 6@ minutos de los homogeneizados hepaticos
(seccién H.2.) de ratas tratadas con T, durante 3 dias. Para
ello se wutilizé }a metédica descrita por Carlberé y
Manne?vick (1985) cuyo principio es la estimacién
espectrofotométrica, a 34@ nm, de la utilizacién del NADPH
en la reduccién del GSSG, que es catalizada por la glutatién
reductasa (reaccién II, seccién I.2.). El medic de reaccién,
compuesto de un amortiguador Tris 97,5 mM a pH 8,0 y de EDTA
1 mM, GSSG S mM y sobrenadante diluido 4 veces, fue pre-
irﬁ:ubado a 25°% durante 2 minutos; al término de esta
incubacién se adicioné el NADPH, disuelto en NaHCO, al 2%,
para tener una concentracidén final de @,2 mM y se registré
la disminucién de la Age 2a 25°C, durante 5 a 6 wminutos,
utilizando el espectrofotémetro e inscriptor descritos en la
seccién H.2. Los calculos de la actividad énzimética,
expresados en umoles de NADPH oxidado/minute (unidades de
actividad enzimatica)/mg de proteina, o g de higado, se
efectuaron .utilizando las pendientes [disminucién de
Agwp/minuteol iniciales o méximas de cada experimento, y el

coeficiente de extincién 6,22 cm®/umol del NADPH, a 34Q nm.

3.2. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (D-glucosa 6-fosfato:
NADP* oxidoreductasa; EC 1.1.1.49). Se evalud en
sobrenadantes post-microsomales hepaticos, obtenidos segtn

se describié en la seccidn E.2.3., de ratas tratadas con Ta
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por 3 dias. Para ello se utilizé la metddica descrita por

Glock y McLean (1953) cuyo principio es la reaccidén que

cataliza esta enzima:

Glucosa-6-fosfato + NADP® <=> 6-fosfogluconato + NADPH + H*
La velocidad de formacién de NADPH es una medida de la

actividad de la enzima y puede ser estimada por medio del

aumento en la A,,. El medio de reaccién, constituido por un

amotiguador a pH 7,6 de glicilglicina 52,1 mM y MgCl, 20,8 .

mM, NADP 1 mM y sobrenadante, fue pre-incubade a 25°C
durante 3 minutos; al término de esta incubacitén se adicioné
glucosa-6-fosfato para tener una concentracién final de 2,1
mM y se registré el incremento de la A,, a 25°%, durante 10
minutos, utilizando el espectrofotdometro e inscriptor
descritos en la seccién H.2. Los calculos de realizaron
utilizando el coeficiente de extincién molar del NADPH a 340
nm de 6,22x10° M™ com™ Los resultados se expresaron en
pmoles de NADPH producido/minuto (unidades de actividad
enzimatical)/mg de proteina y en unidades de actividad
enzimatica/g de higado.

3.3.- Sintesis de glutatién: En un sistema in vitro, se
evalué en forma conjunta las actividades de las dos enzimas
iniciales del ciclo del gama—glutamilo,_la gama-glutamil-
cisteina sintetasa (L-5-glutamato: L-cisteina ligasa [ADP1;

6.3.2.2) y la glutatién sintetasa (L-S-glutamilcisteina:

glicina ligasa [ADPl; EC 6.3.2.3), cuantificando el
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glutatién producido, al incubar a 37°C los sobrenadantes ée
33. 000g por 60 minutos de homogeneizaéos hepaticos (secciQE
E.1.), con los aminodcidos precursores del tripéptido
(Morton y Mitchell, 1985). Se trabajé con ratas tratadas con
Ty durante 3 dias. El1 medioc de reaccidn consistia de un
amortiguador Tris 10@ mM a pH 8,0 y de L-cisteina 5 mM,
glicina 5 mM, L-glutamato S mM, ATP 5 mMN, MgCl, 12 mM y EDTA
2,2 mM. A este medic se adicioné el sobrenadante dilu}dé 2
veces y se incubé a 37°C en un bafio termoregulado Dubnoff
con agitacién, durante 1@ minutos. A los 30 segundos, 1, 2,
3, S5y 10 minutos se extrajeron alicuotas de ©@,9 ml de este
medio y se agregaron a tubos gque contenian 1 ml de HClO, 1
N, sobre hielo, para detener la reaccién y proporcionar un
medio adecuado a la medicién del glutatidén sintetizado. Se
decidié utilizar estos tiempos de incubacién débido a que
previamente se habia determinado que la reaccién, en las
condiciones aqui descritas, alcanzaba el equilibrioc entre
los 4 y 7 minutos. Para cuantificar el glutatién producido,
se utilizé el método catalitico descrito por Tietze (1969),
que permite la estimacién de los equivalentes totales de GSH

(GSH + 23GS5G), a través de la siguiente reacciédn:

2 GSH + DTNB ------ > G5SG + 2 THB
GSSG _+ NADPH + HY —————- > 2GSH + NADP®
NADPH + H® + DTNB ------ > NADP® + 2 THNB

Previo a esto se agregé 9,1 ml de acido glioxilico 52
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mM a cada tubo, seguido de un calentamiento durante 25
minutos a 65°C y enfriamiento sobre hielo, para eliminar la
cisteina libre. A coptinuacién las —muestras fug£on
neutralizadas con K;PO, 1,75 M y el precipitado de KC1l0, fue
decantado en una centrifugacién a temperatura ambiental, a
2.000g por 1@ minutos. El glutatidn produciao en la sintesis
descrita, esta en el sobrenadante de esta centrifugacién. Su
evaluacién se efectué en un medio que qon%enia un
amortiguador a pH 7,4 de fosfato de potasioc 8@ mM, DTNB @, 28
mM, NADPH @,24 mM y 9,11 U/ml de glutatién reductasa, pre-
incubado a 35°C durante 2 minutos. A este medio se adicioné
1@ pl de sobrenadante neutralizadsc para luego registrar el
aumento de A,./minuto, utilizando el espectrofotémetreo e
inscriptor descritos en la seccién H.2., que corresponde a
la formacién del TNB. Adem&s, en cada experimento: (a) se
determiné el tiempo cero de la reaccién de sintesis; (b)
para corroborar la eliminacién de la cisteina libre por el
acido glioxilico, se preparé un blanco para la reaccién, con
el medio para la sintesis y sin el sobrenadante hepatico, el
cuval no debia reacionar con el DTNB; {(c) se registré el
aumento de la A,;/minuto de un estandar de GSSG, con cuyo
valor se realizaron los calculos de cada experimento. Los
resultados se expresaron en nmoles de glutatidén
sintetizado/minuto/mg de proteina y en pmoles de glutatisn

sintetizado/minuto/g de higado. Se debe destacar que 1la
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actividad de este sistema de sintesis in vitro de glutatién,
fue inhibida en un 80% por 1la adicién q§ L-butionina:
sulfoximina 2,5 pM. Este compuesto es un inhibidor de 1la
gama-glutamil cisteina sintetasa, uniéndose a l;:regién del
sitio activo de la enzima que une al aminoécido aceptor,
cisteina (Griffith y Meister, 1979).

4. Evaluacién de parémetros celulares asociados al
metabolismo del glutatién.
4.1, Actividad de enzimas que utilizan GSH.

4,1.1., Glutatidén transferasas (RX: glutatién R-transferasa;
EC 2.5.1.18). Se evaludé en sobrenadantes de 33.000g por 6@
minutos a 5°C de homogeneizados hepaticos (seccién E.1l.), de
ratas tratadas con T, durante 1, 3, 5 y 7 dias. Estas
enzimas catalizan la conjugacién del GSH tanto con sustratos
arilo como con sustratos epoxi; el sustrato arilo utilizado
en este estudio fue el 1-Cl-2,4-dinitrobencenc, y el 1,2-
epoxi-3(p-nitrofenoxil)propanc fue el sustrato epoxi, ambos
disueltos previamente en etanol absoluto. La medicién se
basé en la medicidén espectrofotométrica de las cinéticas de
formacién de los conjugados GSH-arilo, que absorbe a 340 nm,
y GSH-epoxi, que absorbe a 360 nm (Kaplowitz y col., 1975).
El medic de reaccién para ambas determinaciones fue un
amortiguader fosfato de sodio 68 mM, a pH 7,4 para el
sustrato arilo y a pH 6,5 para el sustrato epoxi, GSH 1@ mM

y sustrato (arilo o epoxi) 1 mM, pre-incubado a 25°C durante
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2 minutos. A este medioc se adicioné 200 pl de sobrenadante,
diluido 5@ veces en lad medicién de la actividad arilo, y se

registraron aumentos en las Agse (ari;pf- y Ageo
{epoxi)/minute, a 23°C, utilizando el espectrofotémetro e
inscriptor descritos en la seccién H.2. Para calculeos de
actividad arilo se utilizé el coeficiente de extincién molar
del conjugado GSH-arile (39,6x10° M™ cm™), y para los de
actividad epoxi el coeficiente de extincién molar del
conjugado GSH-epoxi (@,5x10° M™ cm™). Los resultados de las
mediciones de ambas actividades se expresaron en nmoles de
producto/minuto/mg de proteina Yy en pmoles de
producto/minuto/g de higado.

4.1.2. Gama-glutamil transferasa ([S-glutamill-péptido:
aminoacido S-glutamil transferasa; EC 2.3.2.2). Se midié en
homogeneizados hepaticos (seccién E.1.) y de rifién,
preparados en forma andloga a los de higado, de ratas
tratadas con T, durante 1, 2 y 3 dias. El método empleado
cuantificé espectrofotométricamente, a 405 nm, a la p-
nitroanilina, producto de la transferancia de la porcidn
gama-glutamilo al aceptor glicilglicina, cuando este ultimo
interactua con gama-glutamil-p-nitroanilida en una reaccién
catalizada por la gama-glutamil transferasa (Tate y Meister,
1985). El1 medio de reaccién, para ambos homogeneizados

(hepaticos y renales), fue un amortiguador amediol 47,6 mM

a pH 8,8 que contenia MgCl, 1@ mM, gama-glutamil-p-
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nitroanilida 45 mM y glicilglicina 50 mM, en un volumen de
1 ml, =al cﬁél se adiciond 5@ pl de homogeneizado, el de
rifién diluido 100 veces. Esta mezcla fue incubada a 25°C,
con agitacidén suasve, en un bafio .termoregulado Dubnoff,
durante 13 minutos (muestras renales) o 3@ minutos (muestras
hepaticas) al cabo de los cuales se adicioné écidd.acético
1,35 N, 2 ml a las muestras hepaticas y 4 ml a las muestras
renales, centrifugando el prgdipitado que se formé a 11, 000g
por 1@ minutos a 5°, para determinar la A,., de los
sobrenadantes en el espectrofotémetro descrito en la seccién
H.2. Previo a estos estudios, se probé la cinética de esta
reaccidén y se determind que las maximas actividades se
obtenian a los 30 wminutos de incubacién (homogeneizados
hepaticos) y a los 15 minutos de reaccién (homogeneizados de
rifién). Los calculos se realizaron utilizando el éoeficiente
de extincién molar de la p-nitroanilina a 405 nm (9, 9x1@° M
cm™), Yy 1los resultados se expresaron en pmoles de
producto/minuto/mg de proteina y en pmoles de
producto/minuto/g de higado.

4.2, Recambic de GSH in wvivo. Fue realizado en el
Departamentoc de Bioquimica del Instituto de Quimica de la
Universidad de Sao Paulo, Brasil, gracias a un convenio
CONICYT-CNPq. El recambio de GSH se evalud en animales

tratados con T; durante 3 dias y que a tiempo cero

recibieron un pulsoc de L-cisteina-S* para marcar el
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compartimente intracelular de GSH; asi la velocidad de
sintesis del tripéptido se pudo estimar a través de los
cambios producidos en su radiactividad especifica, cuando el
GSH-S* fue diluido por moléculas nuevas de GSH no marcad&
(Lauterburg y col., 198@). En este estudio, los animales
recibieron una dosis i.p. de 200 pCi de L-cisteina- S% (1
Ci/pmol)/kg de peso, disueltos en NaCl al @,9% con DTT 10 mM
y Zfueron luego sacrificados a las 1, 1,76, 2, 2,33 y 3
horas. Luego de efectuar una perfusién de los higadés in
situ (seccién E.l.), se preparé homogeneizados al Tle%
peso/volumen en HC10, 0,5 N con EDTA 5 mM. Después de una
centrifugacién a 2.000g por 15 minutos, a 5°, en una
centrifuga Sorvall RC-2B refrigerada, se descarté el pellet
Yy se trabajoé con los sobrenadantes para determinar en ellos
las radiactividades total y especifica del GSH-S%. Previo
a esto, se separd el GSH del GSSB, de la cisteina y de la
cistina mediante HPLC, utilizando una columna Bondapack~RP
Ciar 10 p, y eluyendo con H,PO, al @, 05%, con una velocidad
de flujo de ©,7 ml/minuto. Se observé que el 100%4 del GSH
eluye entre los 5 y 6 minutos, por lo que se utilizé el
volumen eluido a estos tiempos para cuantificar tanto el
contenido de GSH como la radiactividad de éste. La medicién
del GSH presente en el eluidc y en el tejido hepdtico se
realizé mediante el método espectrofotométrice descrito por

Tietze (1969) (seccién I.3.3.). La radiactividad del GSH-S%,
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expresada en cpm, se determiné con un contador de centelleo
liquido Beckmann LS 5.000. En todos los experimentos se
observé que, luego del pulso de cisteina-S5°, el decaimiento
o desaparicién del GSH-S* (cpm/g de higado versus tiempo o
cpm/pmol de GSH versus tiempo) sigue una cinética de primer
orden. La radiactividad especifica del GSH-S%, cpm/pmoles
totales de GSH en el eluido, permitié realizar el calculo de
la velocidad de recambio de GSH, representada por 1la
pendiente de la linea de regresién del log de este parametro
en el tiempo y expresada en h™ (Lauterburg y col., 1982).
4.3. Eflujo de GSH.

4.3.1. Eflujo sinusoidal. Se evalué en higado perfundido,
preparado de acuerdo a lo descrito en la seccién C, de ratas
tratadas con T; durante 1, 2 y 3 dias. Luego de 15 minutos
de perfusién, periodo en el cual los higados se recuperaron
del proceso quirurgico, se colecté 7 muestras de liquido de
perfusién igualmente espaciadas en el tiempo, durante un
periodo total de una hora, para determinar en cada una de
ellas los contenidos de GSH (nmoles/ml de perfusado)
(Tietze, 1969), LDH (mU/ml de perfusado) (Bergmeyer y Bernt,
1974) y proteinas (mg/ml de perfusado) (Lowry y col., 1951).
Durante todo el tiempo de duracién de cada experimento se
registré la velocidad de QO0, a través de su evaluacion
polarografica en el liquido efluente (Estabrook, 1967), ya

que la constancia de este parametro, y las magnitudes de los
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eflujos sinusoidales de LDH y proteinas en relacién a los
valores encontrados en el érgano, son indices de viabilidad
de ééte (Sies, 1978). Al final de cada experimento se
determiné el peso total del higado y se tomé una muestra de
tejido para evaluar los contenidos de GSH (pmoles/g higado)
(Tietze, 1569), deshidrogenasa lactica (U/g higado)
(Bergmeyer y Bernt, 1974) y proteinas (mg/g higado) (Lowry
y col., 1831). Al multiplicar los valores promedio de las 7
determinaciones de los contenidos de GSH, LDH y proteinas,
por la velocidad de flujo de la perfusidén (ml/g
higado/minuto) se obtuvo las velocidades de eflujo de GSH
(nmoles/g higado/minuto), LDH (mU/g higado/minuto) y
proteinas (mg/g higado/minuto), respectivamente. El
cuociente entre las velocidades de eflujo asi calculadas y
los respectivos contenidos de estas biomoléculas en el
6rgano representa la velocidad de eflujo sinusoidal
fraccional para cada una de ellas, expresada en h™' Se
calculé ademas el eflujo integrado de GSH (nmoles/g higado),
mediante una integracién de todos los valores obtenidos
entre los 25 y los 75 minutos de perfusién.

4.3.2. Eflujo biliar. Se efectué en muestras de bilis,
obtenidas segun lo descrito en la seccién D, de ratas
tratadas con T, durante 3 dias. Al final de cada experimento
se determiné el peso total del higado y se tomé una muestra

de tejido para evaluar el contenido de GSH (pmoles/g higado)
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mediante el ensayo catalitico descrito por Tietze (1969);
este ensayo también se utilizé para la medicién del
" contenido del GSH biliar, en alicuotas de 1@ pl de la bilis,
diluida 10 veces (pmoles/ml de bilis). La determinacién de
la velocidad de flujo biliar (pl/g higado/minuto), segun se
describié en la seccién D, permitié calcular la velocidad de
excresioén o eflujo biliar de GSH (nmoles/g higado/minuto).
El cuociente entre la velocidad de eflujo biliar y el
contenido de GSH en el é6rgano, representa la velocidad de
eflujo biliar fraccional de GSH, expresada en h™. Para
conocer la relacién GSH/GSSG biliar, se evaludé el nivel de
GSH y GSSG en experimentos paralelos a los planteados. Se
utilizé el meétodo enzimatico de Bernt y Bergmeyer (1974)
descrito en la seccién I.2., que permitié la mediciédn
individual de ambas formas, reducida y oxidada, del
tripéptido en alicuotas de bilis previamente diluidas.
J. DETERMINACION DE PROTEINAS.

La concentracién de las proteinas, presentes en las
diversas muestras biolégicas analizadas en los experimentos
relatados, fue determinada por el método descrito por Lowry
y col. (1951), wutilizando como estéandar una solucién de
albumina de bovino que contenia 1 mg de proteina/ml.

K. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES.

Los resultados de todos los experimentos, se expresaron

como el promedio de al menos 4 determinaciones, mas menos el
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error estandar de la media. El significado estadistico de
las diferencias entre los animales control y los tratados
con Tsmse determiné mediante el calculo del "t critico”,
segun Student, para resultados no pareados, con un limite de
éonfianza maximo de 52, unilateral. En el experimento del
recambio de GSH in vivo, la significancia estadistica se
estimé mediante un andlisis de varianza, unilateral, para 2

grupos experimentales de distinto tamafio (n), empleando el

modelo al azar.




RESULTADQOS

A. EVALUACION DE LA CONDICION HIPERTIROIDEA DE LOS ANIMALES.
Los criterios que se wutilizaron para evaluar la
condicién tiroidea de las ratas fueron las mediciones de los
niveles séricos de T, y la temperatura rectal de ellos,
ambas realizadas 24 horas después de la administracién de la
ultima dosis de T,. En la figura 1 se presentan los niveles
séricos de T, en animales tratados por 1, 2 y 3 dias con
esta hormona. Se puede apreciar que, después de una dosis de
T; se produce un incremento de al menos un orden de magnitud
én su concentracién plasmatica. Luego de 2 y 3 dosis de T,
se observa una tendencia a la disminucién de los niveles
séricos de la hormona, posiblemente debido al efecto de
retroalimentacién negativa que ejerce la T, ex6gena sobre su
propia sintesis, mediado por wuna disminucién en la
liberacién de la hormona liberadora de tirotrofina por el
hipotalamo y de la hormona estimuladora de la tiroides por
la hipéfisis (Larsen, 1982). Alternativamente, este cambio
en los niveles séricos de T, podria implicar una mayor
catabolizacién de la hormona (Loeb, 1986), puesto que la
supresién de la sintesis endégena de T, no da cuenta de la

80
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Niveles sérlcos de T3

(ng/dl) .
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Figurall. Efecto del hipertiroidismo sobre los niveles
séricos de T3 en ratas.

Grupos de ratas alimentadas fueron tratadas con
©,1 mg de Ty/Kg 4i.p. por 1, 2 y 3 dias consecutivos
(flechas) o con el vehiculo de la hormona (controles; tiempo
cero). La medicién de los niveles séricos de T; por radio
inmuno ensayo se describe en Materiales y Metodos. Los
resultados representan el promedio * S.E.M. para 4 a 5
animales por grupo experimental. El tratamiento estadistico
de estos datos se describe en Materiales y Métodos. (*): p
< 5x10° respecto a controles.




82
disminucién observada a los 2 y 3 dies de tratamiento
(figura 1). No obstante, en ambos casos los niveles séricos
de Ts son significativamente mayores que aquéllos en ratas
controies4(0 dias de tratamignto), estando los valores a los
3 dias de tratamiento en el rango descrito en pacientes
hipertiroideos (Vi&ela y col, 1588). Paralelamente la
temperatura rectal de los animales tratados con dosis
diarias de T, por 1 a 7 dias consecutivos aumenta
significativamente en todos los periodos de tratamiento, en
relacién a ratas ;ontrol que recibieron dosis diarias del
vehiculo de la hormona (NaOH @,1 N) (figura 2).

De acuerdo a estos criterios, se puede concluir que el
modelo experimental usado induce una condici?n hipertiroidea
en los animales, con un aumento concomitante de 1la
calorigénesis.

B. EVALUACION DE PARAMETROS TCELULARES ASOCIADOS A LA
ACTIVIDAD PROOXIDATIVA HEPATICA.

Antecedentes entregados-en la INTRODUCCICON sefialan que,
en condiciones basales, alrededor de un 20% del RO, hepatico
total corresponde a una respiracién celular no relacionada
con la activiéad de la cadena respiratoria miéocondrial, una
fraccién del cual podria representar oxigeno utilizado en
eventos celulares que involucren su reduccién univalente.
Debido a que la interaccién de T, con el higado aumenta el

Q0; total, se evaluaron diversos parametros asociados a la
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Temperatura rectal

) | |
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Dias de tratamiento
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Figura 2. Efecto del hipertiroidismo sobre la temperatura
- rectal de la rata.

El tratamiento de los animales y la medicién de la
temperatura rectal mediante una termocupla, se describen en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio
* S.E.M. para 7 a 43 animales POr grupo experimental. E1
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. (+): p < 5x107° respecto a controles.
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reduccién univalente del oxigeno que incluyen respuestas
respiratoria, lipoperoxidativa Y quimioluminiscente en

hiéado Y en fracciocnes subcelulares hepaticas.

1. Evaluacién de la respiraFién, lipoperoxidacién, ¥y
quimiocluminiscencia hepaticas.

1.1. RSA hepatica. El efecto del tratamiento con T, durante
3 dias sobre la RSA hepatica se muestra en la tabla 1. La
infusiép del agente antioxidante alopurinol a preparaciones
de higado perfundido, permite visualizar ‘un componente
respiratorio hepatico sensible al alopd;inol (respiracién
sensible a alopurinol), cuya magnitud es significativamente
mayor, en un 64%, en los animales tratados que en los
animales control. De igual manera, la infusién del agente
antioxidante DFO a preparaciones de higado perfundide,
permite visualizar un componente respiratorio hepaticeo
sensible al DFO (respiracién sensible a DFQ), cuya magnitud
es significativamente mayor, en un 62%, en los animales
tratados que en los animales control (tabla 1). -

En la figura 3 se muestra el aumento en el Q0, hepatico
(\A0,) inducido por el tratamiento con Tar ¥y el parcentaje
de este /RO, que corresponde al incfemento en la RSA (/A\RSA)
en los ahimales tratados; este porcentaje, representa la
fraccién del AQO, que se relaciona con la utilizacién del
oxigeno en reacciones de transferencia de un electrén. E1

incremento en la RSA hepatica en las ratas hipertircideas se
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TABLA 1
Efecto del hipertiroidismo sobre la RSA en higado aislado

y perfundido.

Q0z (umol/min/

Ratas

Ratas

4 de - P
g higado) control tratadas efecto
(n =5) ‘con T,
(n =4)
BASAL 2,10+0,02 2,62+0, 04 + 25,4 S5x10°°
+ Alopurinol 1,95+0, 03 2, 35+0, 83 + 22,7 5x107°
1 mM N
RSA 0, 13+0,01 0,21+0,01 + 63,8 5x1073
BASAL 2,03+0,06 2,52+0,10 + 24,1 1072
+ DFO S mM 1,83+0,08 2,20+0,10 + 20 Sx1072
RSA 2, 20+0,01 @,32:+0, 03 + 62,4 ip=

El tratamiento de los animales Yy la técnica de perfusién
hepatica se describen en Materiales Yy Métodos. Tanto el

W0, basal como aquél en presencia del antioxidante, se
midié polarograficamente como esta descrito en Materiales
y Metodos. Las concentraciones sefialadas para los
antioxidantes Alopurinol y DFO, son las que ellos
alcanzaron en el liquido de perfusién. Los resultados
representan el promedio + S.E.HN. para el numerc de
animales indicado entre paréntesis. El tratamiento
estadistico de estos datos se describe en Materiales y
Metodos.
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gumol/g higado/min)
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056 =

0.5

0.4
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ALOPURINOL ~ DESFERRIOXAMINA
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Figura 3. Relacion entreZlGlDz (A0, ratas control-Q0, ratas
tratadas) yZ}RSA (RSA ratas control-RSA ratas
tratadas) en higado perfundidoc en el
hipertiroidismo- experimental.

El tratamiento de los animales (T; 3 dias) y la
técnica de perfusidén hepatica se describen en Materiales y
Métodos. Tanto el QO; basal como aguél en presencia de los
antioxidantes alcopurincl (1 mM) y DFO (3 mM), se midié
polarograficamente como estd descrito en Materiales vy
Métodos. El1 % de @0, indicado para cada antioxidante,
corresponde a la relacién ARSA/AO, para 5 ratas control b4
4 ratas tratadas.
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produjo en ausencia de cambios significativos en la relacién
peso higado/peso corporal [control: 3,46 * 0,19 (n = 3)
g/100 g de peso corporal; Tj: 3,62 * 2,30 (n = 4) , N.S.1.
1.2. Indice TBAR. En la figura 4 se observa el efecto del
tratamiento con T, durante 3 dias sobre el indice TBAR,
indicador de 1la lipoperoxidacién celular, evaluado en
homogeneizados hepaticos. Se obtiene un aumento
significativo de este parametro que corresponde a un 25% del
valor de los animales control, en ausencia de cambios
significativos en el contenido total de proteinas hepaticas
[control: 195,5 *+ 3,85 (n = 42) mg/g de higado; T,: 196,4 £
6,85 (n = 37), N.S.1J.

Las mediciones del indice TBAR efectuadas en muestras de
bilis de estas ratas, asi como las de excresién biliar de
TBAR se sefialan en la tabla 2. Se puede observar un
incremento significativo respecto a animales no tratados en
ambos casos, siendo el del indice TBAR de un 30% y el de la
excresioén biliar de un S3%.

1.3. Mediciones de Quimioluminiscencia.

1.3.1. Estudios in vivo. Los resultados de esta medicién se
muestran en la figura 3. En todos los periodos de
tratamiento, se observa un aumento significativo de 1la
quimioluminiscencia espontanea hepatica con un efecto
maximo, 155% de incremento respecto a animales control (0

dias de tratamiento), en los animales tratados con T,
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Figura 4. Efecto del hipertirocidismo sobre el indice TBAR de
homogeneizados hepaticos de ratas tratadas con T,
durante 3 dias.

El tratamiento de los animales y la preparacién de
los homogeneizados se describen en Materiales y Métodos. El
indice TBAR se midié espectrofotométricamente a 333 nm,
luego de adicionar TBA al ©,67% a los sobrenadantes de una
precipitacién de los homogeneizados con TCA al 30%. Los
resultados representan el promedio * S.E.M. para 14 ratas
control y 13 ratas tratadas. El tratamiento estadistico de
estos datos se describe en Materiales y Métodos. (*): p =
@, 0256 respecto a controles.
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TABLA 2
Efecto del hipertiroidismo sobre el indice y la excresioén
biliares de TBAR.

Ratas control Ratas tratadas con
Ts (3 dias)

Indice TBAR

biliar 5,765 + 0,451 7,627 * ©,179
(pmoles MDA/ml (n = 8) (n = 8)

bilis)
% de efecto + 32,3

p 1,6x10™
Excresidn
biliar de 6,08 + 0,716 9, 402 + ©,44
TBAR (n = 8) (n = 10)
{(nmoles MDA/g
higado/minuto)
% de efecto + 54,6

p 8xlio™

El tratamiento de los animales y la obtenci6tn de muestras
de bilis se describen en Materiales y Metodos. El indice y
excresién de TBAR se evaluaron espectrofotométricamente, a
535 nm, luego de adicionar TBA al ©,67% a los
sobrenadantes de una precipitacién con TCA al 30% de las
muestras de bilis. Los resultados representan el promedio
+ S.E.IM. para el numero de animales indicado entre
paréntesis. E1 tratamiento estadistico de estos datos se
describe en Materiales y Metodos.
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Quimioluminiscencia del higado in situ de ratas
tratadas con T, durante 1 a 7 dias.

Figura S.

El tratamiento de los animales y la medicién de la
quimioluminiscencia mediante un contador de fotones, se
describen en Materiales y Métodos. Los resultados
representan el promedio * S.E.M. para 5 animales por grupo
experimental. El tratamiento estadistico de estos datos se
describe en Materiales y Métodos. (*): p < 5x107° respecto
a controles.
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durante 3 dias. Considerando que este ensayo representa una
medicién érgano-especifica y no invasiva para el 6rgano, de
la emisién de foiones por especies excitadas resultantes de
interacciones de oxi Yy peroxi radicales organicos
involucrados en el proceso de lipoperoxidacién (Boveris Yy
col., 1980; Videla y col., 1983), los resultados de este
estudio sefialan el establecimiento de wuna condicién de
estrés oxidativo en el higado de estos animales, como
consecuencia de la administracién de T,. Por otro lado, este
perfil de quimioluminiscencia coincide con el perfil de
incremento en el @O0, hepatico, obtenido en estudios
anteriores (Fernandez y col., 198%5).

1.3.2. Estudios 4in vitro. Se realizaron mediciones de
quimioluminiscencia, tanto espontanea como inducida por t-
BOOH, utilizando homogeneizados hepaticos de animales
tratados con T, durante 1, 2 y 3 dias. La condicién
hipertiroidea no produjo cambios significativos en el
contenido total de proteinas [control: 195,5 = 3,85 (n = 42)
mg/g de higado; Ty 1 dia: 218,5 + 23,5 (n = 6); T, 2 dias:
187 + 9,45 (n =7); T, 3 dias: 196,4 *+ 6,85 (n = 37), N.S. 1.
Los resultados de la medicién de la quimioluminiscencia
espontanea se muestran en la tabla 3. Se observa un aumento
significativo a los 3 dias de tratamiento, lo que sustenta
la proposicién del establecimiento de un estrés oxidativo

hepatico en este periodo de tratamiento.
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TABLA 3
Efecto del hipertiroidismo sobre la quimioluminiscencia
espontanea de homogeneizados hepaticos.

Tratamiento de los cpm/mg de % de efecto P
animales proteina
x107°
Controles 1,86+0, 124
(Na OH @, 1N) (n = 16)
T, 1 dia 2, 08+0, 076 + 11,9 N. S.
(n = 4)
Ty 2 dias 2,05+0,438 + 10,1 N. S.
(n = 6)
T, 3 dias 3, 42+0, 548 + 83,8 6x10™*
(n = 6)
El tratamiento de los animales, la preparacién de 1los

homogeneizados y la medicion de la quimioluminiscencia en un
medio de reaccién que contenia KC1 15¢ mM, Tris S5 mM, EDTA 1
mM y 1 mg de proteinas/ml, a pH 7,4, se describen en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio
+ S.E.M. para el numero de animales indicado entre parentesis.
El tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. N.S., no significativo.
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Los resultados de la medicién de la quimioluminiscencia
inducida por t-BOOH se muestran en la tabla 4. Se observa
una‘ disminucioén progresiva en la respuesta
quimioluminiscente, la que es significativa a los 3 dias de
tratamiento y alcanza un valor que es un 29% del de los
animales control. Este resultado puede atribuirse a la
disminucién progresiva en el contenido de citocromo P-4350
que presentan estos animales, entre 1 y 3 dias de
tratamiento (Fernandez y col., 1983; Kato vy Takahashi,
1968). Se ha sefialado que el t-BOOH puede interactuar con el
citocromo P-450, experimentando una ruptura homolitica que
lo convertiria en las especies radicalarias HO' vy t-BO" que
pueden iniciar el proceso lipoperoxidativo, con consumo de
oxigeno, y generar especies quimioluminiscentes (Cadenas y
Sies, 1982). El1 menor contenido de citocromo P-430 en
animales que han recibido 3 dosis de T, explicaria entonces
los resultados obtenidos en este estudio.

Considerando que las especies excitadas se forman por
interacciones de radicales libres organicos, productos del
proceso de lipoperoxidacioén, hay concordancia entre estos
resultados y los cambios en el indice TBAR (tabla 2 y figura

4).




TABLA 4
Efecto del hipertiroidismo sobre la quimioluminiscencia,
inducida por t-BOOH, de homogeneizados hepaticos.

Trata- cpm/mg de % de efecto p

miento de proteina x 107°

los

animales

Controles 28,30 * 2,6
(n = 11)

T, 1 dia 25,31 + 0,80 - 10,6 N. S.
(n = 3)

T, 2 dias 21,45 + 2,56 - 24,2 N. S.
(n = 7)

T, 3 dias 20,20 + 1,0 - 28,6 < 5x10°*
(n = 6)

El tratamiento de los animales, la preparacién de los
homogeneizados y la medicién de la quimioluminiscencia en
un medio de reaccién que contenia KC1l 150 mlH, Tris S5 mN,
EDTA 1 mM, t-BOOH 3 mM y 1 mg de proteinas/ml, a pH 7,4,
se describen en Materiales y Métodos. Los resultados
representan el promedio * S.E.M. para el numero de
animales indicado entre paréntesis. El tratamiento
estadistico de estos datos se describe en Materiales y
Métodos. N.S., no significativo.
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2 Ebaluacién de la lipoperoxidacién y de las respuestas
respiratoria)rquimioluminiscente de fracciones subcelulares
hepaticas.
2.1. Estudios microsomales. Esta fraccién, rica en membranas
de reticulo endopléasmico, es tal vez uno de los blancos
preferenciales para la accién prooxidativa de las hormonas
tiroideas.
2.1.1. Mediciones del indice TBAR. La figura 6 muestra los
resultados de la medicién de este parametro en animales
tratados con T, desde 1 a 7 dias consecutivos. Se observa un
incremento temprano y sostenido (2 a 7 dias), con valores
que fluctuan entre 30% vy 5@% por encima del indice de los
animales control (@ dias de tratamiento). Estos resultados,
obtenidos en ausencia de cambios significativos en el
contenido de proteinas microscmales [control: 10,04 * 0, 34
(n = 36) mg/g de higado; T3 1 dia: 10,5 = ©,76 (n = 9); T,
2 dias: 9,07 * ©,52 (n = 10); T, 3 dias: 11,45 £ @,71 (n =
10); T, 7 dias: 9,54 = @,40 (n = 8), N.S.] sefialan una
activacién del proceso lipoperoxidativo en esta fraccion,
concordando con hallazgos previos que sefialan un aumento en
la generacién de 0; en ratas tratadas con T, durante 2 a 7
dias (Fernandez y col., 1985). Por otro lado, el incremento
del indice TBAR microsomal en los animales que recibieron 3
dosis de T, podria contribuir al incremento de este

parametro que muestran los homogeneizados hepaticos (figura




96

Indice TBAR microsomal
(umoles MDA/mg de proteina)

1.4
.

1.3
1.2

1.1

1.0

L Il | L 1 1 J

1 2 3 4 5 6 7
dias de tratamiento

Figura 6. Efecto del hipertiroidismo sobre el indice TBAR de
microsomas hepdticos de ratas tratadas con T,
durante 1 a 7 dias.

El tratamiento de los animales y la preparacién de
la fraccién microsomal se describen en Materiales y Metodos.
El indice TBAR se midi6 espectrofotométricamente a 335 nm,
luego de adicionar TBA al 0Q,67% a los sobrenadantes de una
precipitacién de los pellets micromales, resuspendidos en
amortiguador KCl 150 mM y Tris 5 mM a pH 7,4, con TCA al
30%. Los resultados representan el promedio * S.E.M. para un
numero de 5 a 21 animales por grupo experimental. EI1
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. (*): p < 5x10° respecto a controles.
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4) y la bilis (tabla 2.
2.1.2. Mediciones de respiracion microsomal. Los resultados
de la evaluacién del @0, en esta fraccién se muestran en la
figura 7.

La medicién del @0, en presencia de NADPH muestra un
incremento significativo s6lo en los animales tratados 2
dias con T, La medicién del @0, en presencia de un
antioxidante, el CN-3, muestra una inhibicién, s6lo en los
animales con 2 dias de tratamiento. Esta inhibicién de un
39%, en relacién a la situacién en ausencia del
antioxidante, corresponde a una RMSA que revela la
naturaleza radicalaria del incremento en la respiracién
microsomal. La RMSA, cuyos valores se muestran en la figura
8, corresponde a la diferencia entre el @0, medido en
ausencia y en presencia del antioxidante, representando asi
a la fraccién del oxigeno consumido que es utilizada en

procesos radicalarios y que puede contribuir al incremento

en la RSA ya sefialado (tabla 1l vy figura 3).

Al medir el @O0, microsomal en presencia de un agente
prooxidante, el +-BO0OH, se observa una situacién diferente
a la anterior (figura 7). El QO, microsomal, inducido por t-
BOOH disminuye significativamente s6lo en los animales
tratados 2 dias con T, en relacién a los animales control.
Se ha descrito que la adicién de t-BOOH a microsomas

hepaticos puede iniciar el proceso lipoperoxidativo, en
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Figura 7. Respiracién microsomal hepatica, en presencia de
NADPH y de t-BOOH, de ratas tratadas con T,
durante 1 y 2 dias. Efecto del CN-3.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
la fraccién microsomal y la medicién del @0, en un medio de
reaccién que contenia ©,6 mg de proteina microsomal/ml de
fosfato de sodio 120 mM a pH 7,4, suplementado con NADPH
©,13 mM o con t-BOOH @,@2 mM, se describen en Materiales y
Métodos. La concentracién de CN-3 adicionada a este medio
fue 3 mM. Los resultados representan el promedio * S.E.M.
para un numero de 7 a 21 animales por grupo experimental. El
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. (#): p < 5x10™° respecto a controles.
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ausencia de dadores de hidrégeno, con el concomitante
consumc de oxigeno ya que este proceso es de naturaleza
aerébica (Cadenas y Sies, 1982). Como ya se ha sefialado, el
desencadenamiento del proceso lipoperoxidativo por el t-BOGH
dependeria del contenido de citocromo P-450 de la fraccién
microsomal, el que esta significativamente disminuido en los
animales que han recibido 2 dosis de T, (Fernandez y col.,
1985). Estos hallazgos estéan de acuerdo con la disminucién
en el QO0, microsomal obtenida en animales tratados 2 dias
con Tq (figura 7) y con la menor respuesta
quimiocluminiscente de los homogeneizados hepaticos de ratas
tratadas 2 y 3 dias con T, frente a la adicién de t-BOCH
(tabla 4). La medicién del @O, microsomal en presencia del
CN-3 (figura 7), muestra una reducci6én semejante en los
animales control (33%) y los tratados 1 dia con T, (33%) 1lo
que indica una RMSA de magnitud semejante (figura 8). Este
resultado estd en concordancia con hallazgos previos que
sefialan que el contenido de citocromo P-430 de estos
animales es semejante (Fernéandez y col., 1985). En la figura
8 se observa ademas que los animales que recibieron 2 dosis
de T, manifiestan un aumento de un 54% en la RMSA respecto
a los animales control.

2.1.3. Mediciones de Quimioluminiscencia. La tabla 5 muestra
los resultados de las determinaciones de la

quimioluminiscencia inducida por t-BOOH de la fraccién
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Figura 8. RMSA, en presencia de NADPH o de t-BOOH, en el
higado de ratas tratadas con T; durante 1 y 2
dias.

El tratamiento de los animales y la medicién del
@0, microsomal se describen en Materiales y Métodos. La RMSA
corresponde a la diferencia de QO0, en presencia de NADPH o
de t-BOOH y luego de la adicién de CN-3, medidos como se
indica en la figura 7. Los resultados corresponden al
promedio #* S.E.M. para un numero de 5 a 1@ animales por
grupo experimental. (*): p < 1@™ respecto a controles.
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TABLA S5
Efecto del hipertiroidismo sobre la quimioluminiscencia,
inducida por t-BOOH, de fracciones subcelulares hepaticas.

Frac- Tratamiento cpm/mg de % de efecto P
cién de los proteina
subce- animales x 107°
lular
Micro- Controles 72,3 + 2,6
somas (NaGOH @, 1N) (n = 9)
T, 3 dias 42,0 * 3,2 - 41,9 < 5x107°
(n = 9)
Mito- Controles 41,5 + 2,3
con- (NaOH @, 1N) (n = 7)
drias
T, 3 dias 38,3 + 2,0 - 7,7 N. S.
(n = 10)

El tratamiento de los animales, la preparacioén de las
fracciones subcelulares y la medicién de la
gquimioluminiscencia en un medio de reaccién que contenia
KCl 150 mM, Tris S mM, EDTA 1 mM, t-BOOH 3ml y 1 mg de
proteinas microsomales/ml o @,25 mg de proteinas
mitocondriales/ml, a pH 7,4, se describen en llateriales y
Métodos. Los resultados representan el promedio * S5.E.M.
para el numero de animales indicado entre paréntesis. E1
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. N.S., no significativo.
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microsomal hepatica de ratas tratadas 3 dias con T, Se
observa una disminucién significativa, de 42% respecto a
ratas control, resultado éue estd de acuerdo con la
disminucién en el contenido de citocromo P-430 de estos
animales (Fernandez y col., 1985) y con la disminucién
significativa de 1la respuesta quimioluminiscente inducida
por t-BOOH en homogeneizados hepaticos (tabla 4).

2.2. Estudios wmitocondriales. La descripcién de un
componente respiratorio mitocondrial sensible a
antioxidantes (Videla, 1984a) y el hallazgo experimental de
la generacié6n de 0O;" vy H,0, por mitocondrias aisladas en
estado 4 (Turrens y Boveris, 1980), fueron antecedentes
importantes para estudiar la actividad prooxidativa de
mitocondrias hepaticas de animales hipertiroideos.

2.2.1. Mediciones de @Quimioluminiscencia. La tabla 5 muestra
que la respuesta quimiocluminiscente inducida por t-BOOH de
mitocondrias de ratas +tratadas 3 dias con T,; no es
diferente a la manifestada por los animales control.

2.2.2. Evaluacién de la generacién de 0, por particulas
submitocondriales. Para efectuar estas determinaciones, se
utilizé6 NADH o succinato de sodio como sustratos, y se
realizaron todas las mediciones en presencia de la
antimicina-A, inhibidor de la cadena mitocondrial de
transporte de electrones a nivel del citocromo b. La adicién

de NADH a particulas submitocondriales en presencia de
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antimicina-A reduce tanto a la NADH deshidrogenasa como a la
pareja ubiquinona-citocromo b, estimulando la produccién de
0, por ambos componentes de ia cadena respiratoria, en
tanto que la adicién de succinato a la preparacién
mitocondrial en presencia de antimicina-A reduce s6lo al
complejo ubiquinona-citocromo b y estimula la produccién de
0, por este complejo (Turrens y Boveris, 1980; Turrens Yy
col., 1982a).

La tabla 6 muestra el efecto del hipertiroidismo sobre
la generacioén mitocondrial de 0™ por particulas
submitocondriales de ratas tratadas 3 dias con T, La
utilizacién de ambos sustratos mitocondriales revel6 un
importante y significativo aumento en los animales tratados
respecto a los animales control, revelando asi que las
hormonas tiroideas pueden estimular el consumo de oxigeno
mitocondrial a través de su reduccién univalente.

Los valores que alcanzan las relaciones entre las
generaciones de 0, con NADH y con succinato, 1,59 en las
ratas control y 1,53 en las ratas tratadas, concuerdan con
la existencia de al menos 2 sitios diferentes en la cadena
transportadora de electrones mitocondrial que pueden reducir
el oxigeno a 0, (Turrens y col., 1982a).

2.2.3. Mediciones de la generacién de H;0,. Estos estudios
se realizaron utilizando mitocondrias intactas y particulas

submitocondriales. Para efectuar estas mediciones se utilizé
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TABLA 6
Efecto del hipertiroidismo sobre la actividad prooxidativa
de mitocondrias hepaticas: generacién de Op"por particulas
submitocondriales. -

Prod. Ratas Ratas % de efecto P

de 0 control tratadas 3

{(nmol/ dias con

mg pr/ Ts

min)

NADH 0,43 + 0,06 1,04 * 0,13 + 141,9 2,8x107°
2, 1mM (n = 6) (n = 8)

Succ. 0,27 *+ 0,07 0,68 * 0,03 + 151,9 1, 1x107°
SmM (n = 4) (n = 9)

El tratamiento de los animales, la preparacién de las
particulas submitocondriales y la medicién de la velocidad
de produccién de 0, utilizando un amortiguador MSH a pH
7,4 con epinefrina 1 ml, antimicina-A 2 pM, 150 U/ml de
catalasa y 0,6 mg de proteina mitocondrial/ml, adicionando
el sustrato mitocondrial, NADH o succinato de sodio, se
describen en Materiales y Métodos. Los resultados
representan el promedio * S.E.M. para el numero de
animales indicado entre paréntesis. El1 tratamiento
estadistico de estos datos se describe en Materiales y
Métodos. N.S., no significativo.
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succinato de sodio o urato de sodio como sustratos vy
antimicina-A o azida de sodio como inhibidores
mitocondriales.

Las figuras 9 a 12 ilustran la produccién de Hz0, por
mitocondrias intactas de higado de ratas, tratadas 3 dias
con T, La velocidad de generacion de H,0, corresponde a la
pendiente ascendente, debido a la formacién del complejo
H,0,-HRP. La pendiente inicial obtenida en todos los
experimentos, luego de la adicién de HRP al medio,
corresponde a la produccién de H,0, utilizando sustrato
endégeno (produccién basal). La velocidad de produccién de
H,0, se ve incrementada por la adicién de succinato (figuras
9 y 10) o de urato (figuras 11 y 12), como también por las
adiciones posteriores de antimicina-A o de azida.

El efecto del hipertiroidismo sobre la generacién de
H,0, en condiciones basales y con succinato de sodio e
inhibidores mitocondriales, expresada por mg de proteina
mitocondrial o por g de higado, se resume en las tablas 7 y
8, respectivamente. Se puede apreciar un aumento
significativo de las mitocondrias de los animales tratados
en todas las condiciones descritas, lo que concuerda con los
hallazgos anteriores en relacién a la generacion de 0;, que
generaran Hp0, por dismutacién, vy refuerza la proposicién de
un efecto estimulador de T, sobre la reduccién univalente

del oxigeno a nivel mitocondrial. Mas aun, si bien se puede
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Figura 9. Generacién de HU, por mitocondrias hepaticas de
ratas tratadas con T, durante 3 dias. Efecto de
succinato de sodic 4 mM y de antimicina-A @, 18 puM.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
las mitocondrias y la medicién de la produccién de HO,
utilizands un amortiguador MST con 0,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, 136 U/ml de HRP {deteccién basal),
succinato de Na y antimicina-A se describen en Materiales y
Métodos. Las flechas sefialan las adiciones sucesivas de HRP,
succinato de Na (S) y antimicina-A (A-A). Los numeros
adyacentes al trazo indican los nmoles de HO,
producidos/min/mg de proteina mitocondrial.
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Figura 10@. Generacién de H,0, por mitocondrias hepaticas de
ratas tratadas con T, durante 3 dias. Efecto de
succinato de sodio 4 mM y de azida de sodio 1,3
RrM.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
las mitocondrias y la medicién de la produccién de H 0,
utilizando un amortiguador MST con 0,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, 136 U/ml de HRP (deteccidén basal),
succinato de Na y azida de Na se describen en Materiales y
Métodos. Las flechas sefialan las adiciones sucesivas de HRP,
succinato de Na (S) y azida de Na (AZ). Los nuUmerocs
adyacentes al trazo indican los nmoles de H.0,
producidos/min/mg de proteina mitocondrial.
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Figura 11. Generacién de H 0, por mitocondrias hepaticas de
ratas tratadas con T, durante 3 dias. Efecto de
urato de sodio 3@ pM y de antimicina-A @,18 nM.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
las mitocondrias y la medicién de la produccidén de HO,,
utilizando un amortiguador MST con @,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, 136 U/ml de HRP (deteccién basal), urato de
Na y antimicina-A se describen en Materiales y Métodos. Las
flechas sefialan las adiciones sucesivas de HRP, urato de Na
(U) y antimicina-A (A-A). Los numeros adyacentes al trazo
indican los nmoles de H 0, producidos/min/mg de proteina
mitocondrial.
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Figura 12. Generacién de H,O0, por mitocondrias hepaticas de
ratas tratadas con T, durante 3 dias. Efecto de
urato de sodio 30 pM y de azida de sodio 1@, 3 pM.

El tratamiento de los animales, la preparacidn de
las mitocondrias y la wmedicién de la produccién de H O,
utilizande un amortiguador MST con 0,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, 136 U/ml de HRP (deteccién basal), urato de
Na y azida de Na se describen en Materiales y Métodos. Las
flechas sefialan las adiciones sucesivas de HRP, urato de Na
(U) y azida de Na (AZ). Los numeros adyacentes al trazo
indican los nmoles de HZ;0, producidos/min/mg de proteina
mitocondrial.
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observar que la adicién de succinato a la preparacioén
mitocondrial incrementa significativamente la generacibn
basal de H,0, tanto en animales control como tratados, la
adicién de los inhibidores sélo la incrementa en forma
significativa en los animales tratados (tabla 7), lo que
sefiala una mayor capacidad oxidativa de las mitocondrias de
estos animales (Tata y col., 1962; Sterling, 1979; Sterling,
1982), con una mayor capacidad de reduccién univalente del
oxigeno.

Las tablas 9 y 1@ muestran la generacién de H0, en
presencia de urato de sodio e inhibidores mitocondriales,
expresada por mg de proteina mitocondrial o por g de higado
respectivamente. Estas determinaciones se efectuaron para
poder evaluar 1la contribucién de los peroxisomas, que
normalmente contaminan la fraccién mitocondrial, a la
generacién de H;0,. En todas las condiciones experimentales
descritas, se observa aumentos significativos de este
parametro en los animales tratados, lo que puede ser
explicado por el efecto proliferativo y estimulador de 1la
actividad oxidativa que las hormonas tirocideas ejercen sobre
los peroxisomas (Chance y col., 1979; Fringes y col., 1982;
Just y col., 1982; Just vy Hartl, 1983). En todos 1los
animales la produccién basal de HO, aumenta
significativamente con la adicién de urato al wmedio de

reaccién, sin embargo la adicién de antimicina-A, inhibidor
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TABLA 7
Efecto del hipertirocidismo sobre la generacién mitocondrial
de H. 0, (nmoles/minuto/mg de proteina mitocondrial): efecto
de succinato de sodio e inhibidores mitocondriales sobre la
produccién basal. :

Adiciones Ratas control Ratas tratadas ~ % efecto del”
al tratamienta
ensayo
HRP 8,17 + @,02 2,41 + 0,02 + 147
136 U/ml (n = 22) (n = 59)
p<5x107® (a)
Succinate 9,30 * 0, @5 1,02 + 0,06 + 241
4 mM {n = 8) {n = 35) ~
p<5x10™° (b) p<5x12~° (a, b)
Antim-A 9,36 + Q0,04 1,78 + 0,11 + 403
@, 18 ul {(n = 21) (n = 13)
p<5x10™° (c) p<5x10~°(a, c, d)
N.S. (d)
Azida ©,33 + 0,04 1,57 + 0,14 + 383
12,3 pM (n = 16) {n = 15) .
p<Sx10™® (e) p<5x1073%(a, e, £)
N.S. (£)

El tratamiento de los animales (T, 3 dias), la preparacioén de
mitocondrias y la medicién de la produccién de Hy0p utilizando
un amortiguador MST a pH 7,3 con 0,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, con adiciones sucesivas de HRP (deteccién
basal), succinato de Na y antimicina-A o azida de Na, como se
indica en las figuras 9 y 10, se describen en Materiales y
Métodos. Los resultados representan el promedio x S.E.M. para
el numerc de wmediciones indicadas entre paréntesis. E1
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. La comparacién de los promedios, cuyo
significado estadistico (p) se indica, fue la siguiente:
{a): ratas tratadas versus ratas control

{b): basal versus succinato

(c): basal versus succinato + antimicina-A

{d): succinato versus antimicina-A

(e): basal versus succinato + azida

{f): succinato versus azida

N.S.= no significativo
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TABLA 8
Efecto del hipertiroidismo sobre la generacién mitocondrial
de Hy0; (nmoles/minuto/g higado): efecto de succinato de
sodio e inhibidores mitocondriales sobre la produccién

basal.
Adiciones Ratas control Ratas tratadas % efecto del
al tratamiento
ensayo
HRP ©,68 + 0,08 3,46 *+ 0,18 + 409
136 U/ml (n = 22) (n = 56)
p<5Sx10~° (a)
Succinato 1,22 + 0,19 8,64 + 0,61 + 608
4 mM (n = 8) (n = 33)
p<5x107° (b) p<5x10~° (a, b)
Antim-A 3,08 + 0,37 15,2 + 0,49 + 394
@, 18 pM (n = 21) (n = 12)
p<5Sx10~° (c,d) p<5x10~°
(a,c,d)
Azida 2,84 + 0,40 12,0 + 0,92 + 321,95
10,3 pHM (n = 16) (n = 14)
p<5x10~° (e) p<Sx10~°
p<l@2 (£) (a,e, )

El tratamiento de los animales (T, 3 dias),

la preparacién de

mitocondrias y la medicién de la produccién de Hz0; utilizando
un amortiguador MST a

mitocondrial/ml,

basal),

indica en las figuras 9 y 10,
Métodos. Los resultados representan el promedio * S.E.M.
el numero mediciones
tratamiento
Materiales y Métodos.

significado estadistico

de

estadistico

pH 7,3 con
con adiciones sucesivas de HRP
succinato de Na y antimicina-A o azida de Na, como se
se describen en Materiales vy

indicadas

(p) se indica,

estos

(a): ratas tratadas versus ratas control

(b)
(c)

(e)
(£):

: basal versus succinato

: basal versus succinato + antimicina-A
(d): succinato versus antimicina-A

: basal versus succinato + azida
succinato versus azida

N.S.= no significativo

@, 23

entre

datos se

mg de

proteina

(deteccién

para

paréntesis. E1

describe en
La comparacién de los promedios,
fue la siguiente:

cuyo
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TABLA 9
Efecto del hipertiroidismo sobre la generacién mitocondrial
de H,0, (nmoles/minuto/mg de proteina mitocondrial): efecto
de urato de sodio e inhibidores mitocondriales sobre la
produccién total.

Adiciones Ratas control Ratas tratadas % efecto del
al ensayo tratamiento
HRP @,17 + 0,02 @,41 + 0,02 + 147
136 U/ml (n = 22) (n = 59)
p<5x107° (a)

Urato 2,30 + 0,04 1,18 + 0,08 + 299
30 pM (n = 8) (n = 34)

p<5x10™°(b) p<5x10~° (a, b)
Antim-A ©,31 + 0,04 1,34 + 0,14 + 336
2,18 pM (n = 18) (n = 10)

p<5x10~° (c) p<5x10™° (a,c)

N.S. «d) N. S. (d)
Azida 0,47 *+ 0,08 1,99 + 0,29 + 328
19,3 pM (n = 17) (n = 14)

p<5x10~° (e)
N.S. (£f)

p<5x10~3(a, e, £)

El tratamiento de los animales (T, 3 dias),

la preparacién de

mitocondrias y la medicién de la produccién de HZ 0, utilizando
un amortiguador MST a pH 7,3 con 0,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, con adiciones sucesivas de HRP (deteccidn
basal), urato de Na y antimicina-A o azida de Na, como se
indica en las figuras 11 y 12, se describen en Materiales y
Métodos. Los resultados representan el promedioc * S.E.M. para
el numero de mediciones indicadas entre paréntesis. E1
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. La comparacién de los promedios, cuyo

significado estadistico (p) se indica, fue la siguiente:
(a): ratas tratadas versus ratas control

(b): basal versus urato

(c): basal versus urato + antimicina-A

(d): urato versus antimicina-A

(e): basal versus urato + azida

(f): urato versus azida

N.S.= no significativo
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TABLA 10
Efecto del hipertiroidismo sobre la generacion mitocondrial
de Hz0, (nmoles/minuto g higado): efecto de urato de sodio e
inhibidores mitocondriales sobre la produccién basal.

Adiciones Ratas control Ratas tratadas % efecto del
al tratamiento
ensayo
HRP ©,68 + 0,09 3,46 + 0,18 + 409
136 U/ml (n = 22) (n = 56)
p<5Sx107° (a)
Urato 1,20 + @,17 9,95 + 0,78 + 729
30 pM (n = 8) (n = 33)
p<5x10~° (b) p<5x10~° (a,b)
Antim-A 2,72 * 0,35 10,78 + 1,37 + 296
0,18 pM (n = 18) (n = 10)
p<5x10~° (c) p<5x10~° (a,c)
p<107* (d) N. S. (d)
Azida 2,82 + 0,36 14,30 + 1,89 + 407
19, 3 piM (n = 14) (n = 13)
p<5x107° (e, f) p<5x10~® (a,e)
p<lo? (£)

El tratamiento de los animales (T, 3 dias), la preparacién de
mitocondrias y la medicién de la produccién de H 0O, utilizando
un amortiguador MST a pH 7,3 con 0,23 mg de proteina
mitocondrial/ml, con adiciones sucesivas de HRP (deteccién
basal), urato de Na y antimicina-A o azida de Na, como se
indica en las figuras 11 y 12, se describen en Materiales y
Métodos. Los resultados representan el promedio * S.E.M. para
el numero de mediciones indicadas entre paréntesis. El
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. La comparacién de los promedios, cuyo
significado estadistico (p) se indica, fue la siguiente:
(a): ratas tratadas versus ratas control

(b): basal versus urato

(c) basal versus urato + antimicina-A

(d): urato versus antimicina-A
(e): basal versus urato + azida
(f): urato versus azida

N.S.= no significativo




115
mitocondrial especifico, no la incrementa y la adicién de
azida, inhibidor de la cadena respiratoria mitocondrial y de
lé catalasa pe;&#isomal, s6lo incrementa la_de los animales
tratados (iabla 9).

La t;bla 11 muestra los eiectos netos del succinato y
del urato sobre la generacién mitocondrial deﬂHJh, los que
fueron calculados sustrayendo la generacién basal de las
mediciqneé efectuadas en presencia de los sustratos y de los
inhibidores. Se aprecia asi que el hipertiroidismo induce
incrementos de més de 100% en el parg;etro, al ser este
evaluado en presencia de succinato o de wurato, lo que
permite apreciar mas adecuadamente el efecto prooxidative
que ejercen las hormonas tiroideas sobre mitocondrias y
peroxisomas.

Se pudo lograr una estimacién més precisa del efecto
neto del tratamiento con T; sobre la generacién de H0; por
mitocondrias mediante dos enfoques. El1 primero fue el
célculo del efecto de los inhibidores mwmitocondriales sobre
este parametro (figura 13), ya que unc de ellos, la
antimicina-A, es especifico de la cadena respiratoria
mitoceondrial. El segundo fue la medicién de la produccioén de
H,0, por particulas submitocondriales, ya que esta fraccién
estd libre de peroxiscomas (tabla 12).

La figura 13 muestra el efecto (%) que ejercen los

inhibidores mitocondriesles sobre el incremento en la
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TABLA 11
Efectos netos de succinato de sodio y de urato de sodio
sobre la generacién de H0; mitocondrial (nmoles/minuto/mg
de proteina mitocondrial).

Adicio- Ratas Ratas (Tratadas - % cambio
nes al control tratadas ~ Control)

ensayo

Succ @, 132 @, 603 0,473 + 358, 3
4 mM

Antim-A 0, 189 1,374 1,185

@,18 pM

Azida 0, 159 1,139 1, 000

10,3 pM

Urato @, 129 @, 768 @, 639 + 495, 3
30 pM

Antim-A 0,141 @, 928 @, 787

@,18 pi

Azida @, 300 1, 585 1,285

10,3 nM

El tratamiento de los animales (T; 3 dias), la preparacién de

las mitocondrias y la medicién de la produccién de H 0, se
describen en Materiales y Meéetodos. Los efectos netos de
succinato de Na y urato de Na (sustratos), corresponden a las
diferencias entre los promedios de las velocidades de
generacién de H0, con el sustrato y la generacién basal.
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(av)

nmoles H202/min/mg prot

1.4

0.0
Succinato Urato

Bl sin adiciones DN Antimicina—A Azida sbdica

Figura 13. Generacit6n de H,0, por mitocondrias hepaticas de
ratas tratadas con T, durante 3 dias. Efecto neto
de los inhibidores mitocondriales antimicina-Ay
azida de sodio.

El tratamiento de los animales, la preparacioén de
las mitocondrias y la medicién de la produccién de H0; se
describen en Materiales y Meétodos. /\V corresponde al
incremento en la velocidad de produccién de Hz0, por efecto
del hipertiroidismo ([Tratadas -Controll] en la tabla 11). El
efecto neto de un inhibidor corresponde a la relacién (AW
con inhibidor - AV sin inhibidorl/AV sin inhibidor.
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generacién de H0, inducido por el hipertiroidismo. El % del
efecto de cada inhibidor se calculé con las diferencias
entre los animales tratados y controles en la produccién de
H0,. Con este enfoque se aprecia que al adicionar un
inhibidor mitocondrial especifico, 1la antimicina-A, la
produccién de H0; con succinato como sustrato incrementa en
15@0% mientras que la produccién con urato incrementa s6lo en
un 23%. Al adicionar un inhibidor mitocondrial que ademas
inhibe a la catalasa peroxisomal, la azida de sodio, se
aprecian incrementos semejantes en la produccién de H:0; con
succinato y con urato.

La tabla 12 muestra los resultados de las mediciones de
H,0, wutilizando particulas submitocondriales. En estas
condiciones se observa que el tratamiento con T, estimula
significativamente las producciones de H,0, basal, con
succinato sin inhibidor y con antimicina-A sin sustrato. El
efecto mayor se obtiene en la produccioén con succinato. Por
otro lado, la adicién de succinato aumenta
significativamente la produccién basal de H,0, en los
animales control y en los tratados; en los animales control
la adicién de antimicina-A sola o en presencia de succinato
estimula la produccién de HJ& significativamente, pero en
los animales tratados este efecto s6lo se manifiesta al
adicionar el inhibidor en ausencia de succinato.

Respecto a la produccién de H0; con urato, no hay un




Efecto del hipertiroidismo sobre la produccién de H0,

TABLA 12

(nmoles/minuto/mg de proteina) por particulas
submitocondriales.
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Adiciones Ratas control Ratas tratadas efecto del
al ensayo tratamiento
HRP 136 @,578 *+ 0,017 @,901 + 0,077 * 85,9
U/ml (n = 19) (n = 30)
p<5x107° (a)
Succinato ®, 802 *+ ©,053 1,950 + 0,403 + 143
4 mM (n = 8) (n = 11)
p<5x10~° (b) p<2, 5x107* (a)
p<5x10~° (b)
Antim-A 1,104 + 0,144 1,900 + ©,69 + 72
9,18 pM (n = 6) (n = 9)
p<5x10~° (c) p<5x107~° (c)
p<i@™ (d) N.S. (a,d)
HRP @,952 *+ 0,094 1,520 + 0,23 + 59,7
136 U/ml (n = 5) (n = 8)
+ p<5x10~° (e) p<5x10~* (a)
Antim-A p<5x107* (e)
@, 18 nM
HRP 0,642 + 0,074 ®,831 + 0,118 + 29
136 U/ml (n = 6) (n = 7)
+ N.S. (£) N.S. (a, )
Urato
30 pM

El tratamiento de los animales (T, 3 dias) y la preparacién de
las particulas submitocondriales se describen en Materiales y
Métodos. La produccién de Hz0; se midié en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos, utilizando un amortiguador
MST a pH 7,3 con 0,13 mg de proteina mitocondrial/ml, con
adiciones sucesivas de HRP (deteccién basal), succinato de Na
y antimicina-A; HRP vy antimicina-A; HRP y wurato, como se
indica. Los resultados representan el promedio * S.E.M. para
el numero de mediciones indicadas entre paréntesis. El
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. La comparacién de los promedios, cuyo
significado estadistico (p) se indica, fue la siguiente:

(a): ratas tratadas versus ratas control

(b): basal versus succinato

(c): basal versus succinato + antimicina-A

(d): succinato versus antimicina-A

(e): basal versus antimicina-A

(f£): basal versus urato

N.S.= no significativo
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incremento significativo, ya sea en relacién a la produccién
basal o por efecto del hipertiroidismo; mas altn al calculgr
el efecto neto del urato {yrato—basal) la produécién de H0.
~de los animales tratados resulta menor gque la de ios
‘animales control (tabla 12).

Estos. reshltados permiten visualizar en forma mas
precisa el efecto estimulador del hipertiroidismo sobre la
reduccién univalente del oxigeno a nivel mitocondrial y, en
conjunto con las mediciones anteriores, produccién de Hz0;
por mito;ondrias intactas y generacién de 0" por particulas
submitocondriales, sustentan la proposicién de una
contribucién de la utilizacién mitocondrial del oxigeno, via
reduccién univalente, a la respuesta respiratoria hepatica
en el hipertiroidismo.

En estos estudios se observé un aumento significativo
en el contenido de proteinas mitocondriales en las ratas
hipertiroideas [control: 12,11 * 0,60 (n = 16) mg/g de
higado; T, 12,45 %= 0,93 (n = 13); p < 5x10721.

C. EVALUACION DE SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE HEPATICOS.

Estos estudios comprendieron evaluaciones de la

actividad de sistemas enzimaticos y no enzimaticos, como
también de sistemas enzimaticos auxiliares.
1. Sistemas enzimaticos de defensa antioxidante.

Las enzimas estudiadas fueron la S0D, la catalasa y la

glutatién peroxidasa.
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1.1. Actividad de SOD. Estos estudios incluyeron mediciones
de la actividad de 1la S0D citosélica y de 1la sab
mitocondrial.
1.1.1. Evaluacién de 1la SOD citosbélica. Se realiz6 un
estudio cinético de los cambios en la actividad de esta
enzima, utilizando citosol hepatico de ratas tratadas con Ty
durante 1, 3, S y 7 dias. El contenido de proteinas de esta
fraccién subcelular [control: 87,35 * 1,75 (n = 48) mg/g de
higado; T, 1 dia: 77,1 % 5,1 (n = 10); T, 3 dias: 90,3 * 2,7
(n = 26); T, S dias: 83,6 % 9,15 (n = 6); T, 7 dias: 75,63
+ 5,8 (n = 7), N.S.1 no fue alterado por la condicién
hipertiroidea. Los resultados del estudio cinético de la SOD
se muestran en la figura 14, Se aprecia un incremento
inicial y significativo (1 dia de tratamiento) en la
actividad de esta enzima, seguido de una importante y
significativa disminucién a los 3 y S dias de tratamiento,
que alcanza valores correspondientes al 5@% del valor basal
a los 5 dias de tratamiento. La disminucién que se observa
a los 3 dias de tratamiento coincide con los incrementos en
los parametros celulares asociados a la actividad
prooxidativa hepatica ya sefialados (seccién B).
1.1.2. Evaluacién de la SOD mitocondrial. Los resultados de
este estudio, realizado en mitocondrias hepaticas de ratas
tratadas con T, durante 3 dias, se muestran en la tabla 13.

Se observa que la actividad de la SOD mitocondrial,
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Actividad de la SOD citosdlica
£ 3

3 4

dias de tratamiento
-2

—— (U/mg proteina) —+ (U/g higado x 10 )

Figura 14. Estudio cinético de los cambios en la actividad
de la SOD citosélica hepatica en el
hipertircidismo experimental.

El tratamiento de los animales y la preparacién
de 1la fraccién citosélica hepatica se describen en
Materiales y Métodos. La actividad de la SOD citosdélica
(CuZnSOD) se midié adicionando alicuotas de citosol a un
amortiguador de glicina 5@ mM a PH 10,5 con epinefrina 1 mNM
Y registrando los incrementos en la A ,(p/Mmin como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan
el promedioc * S.E.M. pP&ra un numero de 6 a 12 animales por
grupo experimental. La expresién de estos resultados y el
tratamiento estadistico de ellos se describen en Materiales
y Métodos. (#): p < Sx107* respecto a controles.
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TABLA 13 .
Efectoc del hipertircidismo scbre la actividad de la SOD
mitocondrial hepatica. -

Actividad de Ratas control Ratas tratadas

I={nj»]

U/mg de prot 2,35 + @,37 3,20 * 8,65 -
(n = 9) (n = 7)

4 de efecto + 25,5

P N. S.

U/g de higado 25,86 + 3,46 48,37 + 11,26
(n = 9) (n = 7)

% de efecto + 87,8 .

p <5x10™®

El tratamiento de los animales (T, 3 dias) y la preparacién de
las mitocondrias se describen en Materiales y Métodos. La
actividad de la S0D mitocondrial (MnS0OD), se midié en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, adicionando
alicuotas de mitocondrias suspendidas en amortiguador MSH, a
un amortiguador a pH 7,3 de fosfato de potasic 0,05 M y EDTA
@,1 M con hematoxilina 0,15 mM, registrando cambio= en la
Asge/minuto. Los resultados representan el promedio + S.E.M.
para el numerc de animales indicados entre paréntesis. La
expresioén de estos resultados y el tratamiento estadistico de
ellos se describen en Materiales y Métodos. N.S., no
significativo.
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expresada en U/mg de proteina, no se modifica en forma
significativa por efecto del tratamiento; sin embargo, al
expresar esta actividad en U/g de higado; se observa un
incremento significativo de ella, lo que puede ser
consecuencia del aumento en el contenido de proteinas
mitocondriales, indicado en la seccién B.2.2.3, que se
manifiesta en las ratas hipertiroideas.

1.2. Actividad de catalasa. Se realizé un estudio cinético
de los cambios en la actividad de esta enzima, utilizando
sobrenadantes post-nucleares de homogeneizados de higado de
ratas tratadas con T, durante 1, 2 y 3 dias. Los resultados
de estas mediciones se muestran en la figura 15. Se observa
un aumento inicial no significativo, en los animales con 1
dosis de T, el que es seguido de disminuciones progresivas
en esta actividad enzimaticsa, alcanzandose un efecto
significativo a los 3 dias de tratamiento. Estos resultados
se obtuvieron en ausencia de alteraciones significativas en
el contenido de proteinas de la fraccién subcelular
utilizada en este estudio, por el +tratamiento hormonal
[control: 149,65 * 5,3 mg/g (n = 27) de higado; T5; 1 dia:
151 * 14,65 (n = 9); T, 2 dias: 150,25 * 11,15 (n = 8); T,
3 dias: 162,8 #+ 9 (n = 1@), N.S.]1.

1.3. Actividad de glutatién peroxidasa. Estos estudios
comprendieron mediciones de la actividad total y de 1la

actividad soluble, de la glutatidén peroxidasa hepatica.
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Actividad de la catalasa

! ! -

2 3
dlas de tratamiento

-2
—— (U/mgq proteina) ~+— (U/g higado x 10 )

Figura 15. Estudio cinético de los cambios en la actividad
de la catalasa hepéatica en el hipertiroidismo
experimental.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
sobrenadantes post-nucleares de homogeneizados hepaticos y
la medicién espectrofotométrica de 1la actividad de 1la
catalasa (A,s del sulfato de peroxiTi), luego de incubar el
sobrenadante con H,0, @, 44 mM en amortiguador imidazol 20 mM
con 1 mg/ml de albumina de bovino a pH 7,0, se describen en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio
+ S.E.M. para un numero de 4 a 16 animales por grupo
experimental. La expresién de estos resultados vy el
tratamiento estadistico de ellos se describen en Materiales
y Métodos. (*): p < 5%x10°% respecto a controles.
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1.3.1. Evaluacié6n de la actividad de glutatién peroxidasa
total. Se realizé un estudio cinético de los cambios en esta
actividad enzimatica, utilizaﬁdo sobrenadantés post-
nucleares de homogeneizados de higado de ratas tratadas con
T, durante 1, 2 y 3 dias. VLos resultados de estas
mediciones, que se muestran en la figura 16, indican que el
tratamiento con la hormona no modifica la actividad hepatica
total de la enzima en estudio, resultados obtenidos en
ausencia de modificaciones en el contenido de proteinas de
esta fraccién (seccién C.1.2).
1.3.2. Evaluacién de 1la actividad de glutatién peroxidasa
soluble. Este estudio, cuyos resultados se muestran en la
tabla 14, se realizé en preparaciones de citosol hepatico de
ratas tratadas con T, durante 3 dias, condicién que no
produjo modificaciones en el contenido de proteinas, como se
indicé en la seccién C.1l.1.1. Al igual que en el estudio
anterior, no se observa alteracién en esta actividad
enzimatica, por efecto del tratamiento hormonal.
2. Niveles de glutatién hepatico.

Se realizé un estudio cinetico de los cambios en el
contenido de GSH, de GSSG y de Glutatién total, este uUltimo
expresado como equivalentes totales de GSH (GSH + 2GSSG),
utilizando muestras hepaticas de ratas tratadas con T,
durante 1, 3, 5 y 7 dias. Los resultados de estas mediciones

se muestran en la figura 17. En relacién al contenido
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Estudio cinético de los cambios en la actividad
de la glutatién peroxidasa hepatica total en el
hipertirocidismo experimental.

Figura 16.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
sobrenadantes post-nucleares hepaticos y la medicidén de la
actividad de la glutatién peroxidasa (disminucién de 1la
Age/min) utilizando un amortiguador a pH 7,0 de fosfato de
Na 43 mM, con el sobrenadante, NADPH @, 28 mlM, azida de Na
3,75 mM, GSH 5 =M, ©,33 U/ml de glutatién reductasa y HO;
©,22 pM, se describen en Materiales y Métodos. Los
resultados, cuya expresién y tratamiento estadistico se
describe en Materiales y Métodos, representan el promedio %
S.E.M. para un numerc de 3 =a 15 animales por grupo
experimental. (#): N.S., no significativo respecto a
control.
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TABLA 14
Efecto del hipertiroidismo sobre la actividad de la
glutatién peroxidasa hepatica soluble.

Tratamiento de U/mg de proteina U/g de higado

los animales citosélica

Na OH 0,1 N @, 141 + 0,027 12,26 + 1,96
(n = 7) (n = 7)

T, 3 dias @, 151 + 0,024 12,25 + 1,86
(n = 7) (n = 7)

% de efecto + 7,1 0,0

P N. S. N. S.

El tratamiento de los animales y la preparacién de la fraccién
hepatica soluble se describen en Materiales y Métodos. La
actividad de la glutatién peroxidasa se midié en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, resistrando los
cambios en la Age/Mmin que se producian luego de la adicién de
H,0, (concentracién final = @, 22 pM) a un medio de reaccién que
contenia una alicuota de citosol diluido, NADPH @, 28 mM, azida
de Na 3,75 mM, GSH S mM y 0, 33 U/ml de glutatién reductasa, en
un amortiguador a pH 7,0 de fosfato de Na 43 mM. Los
resultados representan el promedio + S.E.M. para el numero de
animales indicado entre paréntesis. La expresién de estos
resultados y el tratamiento estadistico de ellos se describen
en Materiales y Métodos. N.S., no significativo.
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Contenido de glutoﬂén hepéﬂco
(umoles/g higado)

3 4
dlas de tratamiento
—8- GSH —% GSSG =& GSH Total

Figura 17. Estudio cinético de los cambios en el contenido
de glutatién hepatico en el hipertiroidismo
experimental.
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Figura 17. Estudio cinético de los cambios en el contenido
de glutatidn hepatico en el hipertiroidismo
experimental.

El tratemiento de los animales y la preparacién
de homogeneizados hepaticos en HCl0, 0,5 N se describen en
Materiales y Métodos. El1 contenido de GSH =se midié
espectrofotométricamente a 240 nm, luego de la formacién del
S-lactocil-GSH mediante la reaccién cuantitativa de GSH con
metilglioxal, en presencia de glioxalasa I, segln se
describe en Materiales y Métodos. El contenido de GSSG se
mididé espectrofotométricamente a 340 nm, luego de su
reduccién cuantitativa a GSH mediante NADPH, en presencia de
glutatién reductasa, segun se describe en Materiales y
Métodos. El1l contenido de GSH mas 2 veces el de GSS6
representa los equivalentes totales de GSH (GSH total). Los
resultados representan el promedioc + S.E.M. para un numero
de 5 a 28 animales por grupo experimental. (*): p < 5x1@™
respecto a controles.
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hepatico de GSH, se observa una deplecién inicial de éste,
con valores que a las 24 horas de tratamiento estéan
reducidos en 34 % respecto al contenido de GSH hepatico de
los animales control; a tiempos mayores de tratamiento, la
deplecién alcanza un efecto maximo a los 3 dias (61 %) y
efectos menores a los 5 y 7 dias.

Con respecto &al contenido de GSSG hepatico, éste
experimenta una disminucién de 60 % a las 24 horas,
alcanzando un efecto maximo a los 3 dias de tratamiento de
69 %4 de reduccidén respecto del contenido de los animales
control, con tendencia a la recuperacién de niveles normales
a los 5 y 7 dias de tratamiento. Debido a la caida dréastica
que experimenta el contenido de GSSG a los 1 y 3 dias de
tratamiento, la disminuciodén en los niveles de GSH en este
periodo no seria atribuible a su oxidacién a GSSG,
reflejando estos cambios una disminucién significativa de

los equivalentes totales de GSH intrahepaticos, como se

observa en la figura 17 (GSH total).

3. Sistemas enzimaticos auxiliares de defensa antioxidante.
Estos sistemas fueron evaluados en muestras de citosol

hepatico de ratas tratadas con T, durante 3 dias, condicién

que no produjo modificaciones en el contenido de proteinas

de esta fraccién, como se sefialé en la seccién C.1.1.1.

3.1. Sintesis de glutatién. Dentro de las reacciones

enzimaticas que constituyen el proceso de biosintesis de
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GSH, la primera de ellas es la etapa limitante del proceso
y la enzima que la cataliza, la gama-glutamilcisteina
" sintetasa, es controlada tanto por la disponibilidad de
cisteina, como también por retroalimentacién mediante una
inhibicién competitiva ejercida por el GSH (Richman, vy
Meister, 1975; Beatty y Reed, 1980; Kaplowitz y col., 1983).
Considerando estos antecedentes y la disminucién en el nivel
intrahepatico de GSH inducida por el tratamiento con T; fue
importante medir la actividad de la sintesis in vitro de
este tripéptido en los animales con 3 dias de tratamiento
hormonal, ya que en ellos se detecta la mayor deplecioén de
esta biomolécula, por lo cual se esperaria un significativo
incremento del proceso.

Los resultados de la evaluacién de la sintesis de GSH

se muestran en la tabla 15; ellos indican un incremento
significativo de este procesc in vitro, como consecuencia
del tratamiento con la hormona.
3.2. Actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La
actividad de esta enzima hepatica es necesaria para la
produccién de NADPH, agente reductor wutilizado por 1la
glutatién reductasa para la reduccidén del GSSG a GSH.
Constituye asi un mecanismo auxiliar de defensa
antioxidante.

Los resultados de la medicién de la actividad de esta

enzima se muestran en la tabla 15, observandose que en los
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Efecto del hipertiroidismo sobre la actividad de sistemas
auxiliares de defensa antioxidante.

Sistema

Ratas contreol

Ratas tratadas

Sintesis de GSH

nmoles/min/mg @,685 + @,134 1,101 + @, 562

proteina (n = 11) {(n = 11)

% de efecto - + 60,7

P <5x107*

pmoles/min/g 0,063 + 0,011 0,096 + 0,014

higado {n = 11) (n = 11)

% de efecto + 52,4

P <5x10~2

Glucosa-6-

fosfato-

deshidrogenasa

U/mg prot({xio®) 6,55 + 0,64 12,07 + @,88
(n = 6) (n = 6)

% de efecto + 84,3

p <1@™®

U/g higado @,37 * 0,856 1,090 + 0,08
(n = 6) (n = 6)

% de efecto + 90,3

P <5x107°

Glutation

reductasa

U/mg proteina @, 042 + 0,004 0, 239 * 0,004
{(n = 7) (n = 7)

/# de efecto - 7,14

P N.S.

U/g higado 3,66 + 0,313 3,20 + 0,29
{n = 7) (n = 7)

% de efecto - 12,6

P N.S.
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TABLA 15 Continuacién:

El tratamiento de los animales y la preparacién de las
fracciones citos6licas hepaticas se describen en Materiales y
Métodos. Las actividades de los sistemas indicados se midieron
en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. La
evaluacién de la sintesis del GSH contemplé la cuantificacién
de los equivalentes totales del GSH sintetizado, luego de
incubar una alicuota del citosol diluido con L-cisteina S mMN,
glicina 5 mM, L-glutamato 5 mM, ATP 5 mM, MgCl, 1@ mM y EDTA
®,2 mM, en un amortiguador a pH 8,0 de Tris 100 mM; se
registré el incremento de la Ag,/min como se describe en
Materiales y Métodos. La actividad de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa se estim6é a través del aumento de la Aje/min
que se registroé luego de adicionar glucosa-6-fosfato
(concentracién final = 2,1 mM) a un wmedio de reaccién
constituido por una alicuota de citosol diluido, MgCl; 20,8 mM
y NADP 1 mM en un amortiguador a pH 7,6 de glicilglicina 32,1
mM. La actividad de la glutatién reductasa se estimé a traves
de la disminucién de la A,e/min que se registré luego de
adicionar NADPH (concentracién final = 0,2 mM) a un medio de
reaccién constituido por una alicuota de citosol diluido vy
GSSG 5 mM en un amortiguador a pH 8,8 de Tris 97,3 mM con EDTA
1 mM.Los resultados representan el promedio * S.E.M. para el
numero de animales indicado entre paréntesis. La expresioén de
estos resultados y el tratamiento estadistico de ellos se
describen en Materiales y Métodos. N.S., no significativo.
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animales hipertircideos hay un importante y significativo
incremento, y por lo tanto una mayor produccién de moléculas

de NADPH. -
3.3. Acéividad de 1la glutatidén reductasa. Esta enzima, en
conjunto c;n la glutatién peroxidasa, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y el GSH intracelular, constituyen un sistema
clave de defensa frente al estrés oxidativo para la célula
(Akerboom y Sies, 1990).

Los resultados de la medicién de la actividad de esta
enzima se muestran ;n la tabla 15. Se puede apreciar que el
tratamientoc hormonal no produjo alteracidén en la actividad
de la glutatién reductasa hepatica.

Con estos Gltimos resultados, se puede apreciar que la
deplecién hepatica del GSH en el hipertircidismo no modifica
la actividad del sistema glutatién peroxidasa-glutatidn

reductasa, el cual como ya se indicé, interviene tanto en la

reduccién de peréxidos organicos como en la recuperacién del
GSH. -

D. ESTUDIO DE PARAMETROS CELULARES ASOCIADOS AL METABOLISMO
DEL GLUTATION.

Los estudios del efecto del hipertiroidismo sobre el
metabolismo del GSH comprendieron la evaluacidn de procesos
de utilizacién del tripéptido y la de procesos de sintesis
del mismo. Para ello se midieron actividades de enzimas que

utilizan GSH y el eflujo del tripéptido desde el hepatocito,
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complementandoc estos estudios con la medicién del recambio
in wvivo de esta biomolécula, ya que cambios en las
actividades de 1los procesos de utilizacién ﬁodrian
determinar cambios en este parametro hepético.
1. Enzimas que wutilizan GSH. Los procesos celulares
enzimaticos que utilizan GSH son tres; ellos corresponden a
las reacciones de alquilacién, con formacién de conjugados,
que catalizan las glutatién transferasas, a la ruptura
enzimatica o degradacién del GSH, que cataliza la gama-
glutamil traﬂ;ferasa y a la oxidacién de GSH a GS5G, cuyo
estudio ya se ha referido.

El efecto del hipertiroidismo sobre la actividad de
estas enzimas hepaticas se evaludé wmediante un estudio
cinético de los cambios inducidos por la administracién de
la hormona durante distintos periodos de tiempo.

1.1 Evaluacién de glutatién transferasas. Este estudio
comprendié la medicién de las actividades arilo y epoxi de
estas enzimas, en la fraccién citosélica hepatica de ratas
tratadas con T, durante 1, 3, S y 7 dias. La figura 18
muestra las actividades especificas arilo y epoxi de las
glutatién transferasas, expresadas en U/mg de proteina. En
ambas actividades se observa que, luego de un incremento
inicial, significativo s6lo en la actividad epoxi, se

produce una importante y significativa disminucién a los 3

dias de tratamientec hormonal. La magnitud de esta
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Actividad especifica de la glutatidn—S—transferasa
(U/mg proteina)

ol | | | ! | | |
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—8— Actividad arilo % Activid?d e;poxi
x10

Figura 18. Estudio cinético de los cambios en las
actividades especificas de las glutatién-S5-
transferasas, arilo y epoxi, en el
hipertiroidismo experimental.
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Figura 18. Estudio cinético de los cambios en las
actividades especificas de las glutatién-S-
transferasas, arilo y epoxi, en el
hipertiroidismo experimental.

El tratamiento de los animales y la preparacidn
de los sobrenadantes de 33.000g por 60 minutos de
homogeneizados hepaticos, se describen en Materiales vy
Métodos. La medicién de ambas actividades contempld el
registro de los aumentos en la Ag,,/min (actividad arilo) o
en la Age/min (actividad epoxi), utilizando un medio de
reaccién que contenia amortiguador fosfato de Na 60 mM, a pH
7,4 para la actividad arilo y a pH 6,5 para la actividad
epoxi, GSH 1@ mM, el sustrato arilo (1-Cl-2,4-dinitrobenceno
1 mM) o el epoxi (1,2-epoxi-3(p-nitrofenoxi)propano 1 mM) y
una alicuota del sobrenadante, segun se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio
+ S.E.M. para un numero de 4 a 29 animales por grupo
experimental. La expresién de estos resultados y el
tratamiento estadistico de ellos se describen en Materiales
y Métodos. (*): p < 5x1@7? respecto a controles.
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disminucién es mayor en la actividad arilo (41l%) que en la
epoxi (27%), situacién que tambieén se observa a los 35 dias
de tratamientoc (30% en la actividad arilo y 7,4 % en la
actividad epoxi), en tanto que a los 7 dias de tratamiento
la actividad arilo es aun significativamente menor que la
del grupo control (26%) y la actividad epoxi ha alcanzado
valores superiores en un 4% a los basales. En la figura 19
se muestra la expresién de ambas actividades en U/g de
higado, siendo posible apreciar resultados similares a los
recién mencionados, ya que, como se indicdé en la seccibn
C.1.1.1., el contenido de proteinas citosélicas no es
modificado por el tratamiento hormonal. La disminucidén de
las actividades arilo y epoxi de las glutatién transferasas,
detectada a los 3 dias de tratamiento con la hormona, sefiala
que la deplecién del GSH en estos animales no se relaciona
con cambios adaptativos en reacciones que involucren una
mayor utilizacién de la biomolécula para su conjugacién con
intermediarios electrofilicos.

1.2. Evaluacién de la gama-glutamil transferasa. En este
estudio no sélo se evalué la actividad hepatica de esta
enzima, sino que también la actividad renal, debido a que la
gama-glutamil transferasa en este tejido es mucho mas activa
que en el higado. En ambos casos se realizé un estudio
cinético de los cambios en 1la actividad enzimatica,

utilizando homogeneizados de ambos tejidos de ratas tratadas
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Actlvidad total de la glutatibn—S—transferasa
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Figura 19. Estudio cinético de los cambios en las
actividades totales de las glutatidén-S-
transferasas (arilo y epoxi) en el
hipertiroidismo experimental.

El tratamiento de los animales y la preparacién
de los sobrenadantes de 33.000g por 6@ winutes de
homogeneizados hepaticos se describe en Materiales vy
Métodos. La medicién de las actividades ariloc y epoxi se

realizdé segun lo descrito en Materiales y Métodos, coma se

indica en 1la figura 18.
promedio *
grupo experimental.

Los resultados representan el
para un numeroc de 4 a 29 animales por
La expresién de estos resultados y el

S.E. M.

tratamiento estadistico de ellos se describen en Materiales
y Metodos.

(#): p < 5x107® respecto a controles.
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Actividad de la gama—glutamil transferasa
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Figura 20. Estudio cineético de los cambios en la actividad
de la gama-glutamil transferasa en el
hipertiroidismo experimental.

El tratamiento de los animales, la preparacién de
los homogeneizados hepaticos y la medicién de la actividad
de la gama-glutamil transferasa, A,s de la p-nitroanilina
producida al incubar el homogeneizado con glicilglicina 5@
mM y gama-glutamil-p-nitroanilida 4,35 mM, en un amortiguador
a pH 8,0 de amediol 47,6 mM con MgCl, 1@ mM, se describen en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio
*+ S.E.M. para un numero de 7 a 24 animales por grupo
experimental. La expresién de estos resultados y el
tratamiento estadistico de ellos se describen en Materiales
y Métodos. (*): p < 5x10° respecto a controles.
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con T, durante 1, 2 y 3 dias. La figura 20 mnuestra los
resultados de la evaluacién de la actividad de la gama-

glutamil transferasa gepética. Se puede apreciar un »
pronunciadeo, progresiveo y significativo incremento de ells,
con un efecto méximo a los 3 dias de tratamiento, leo que
sefiala un aumento drastico en 1la utilizacién del GSH
mediante el proceso catabélico que inicia esta enziﬁé, lo
que podria contribuir a la deplecidn del GSH Obs;rvada en
estos animales. Estos resultados se obtuvieron en ausencia
de cambios significatives en el contenido de proteinas
totales, como se indicé en la seccién B.1l.3.2.

En relacidén a la actividad especifica de la enzima
renal, expresada como U/mg de proteina renal o como U/g de
rifién, no se observé variacién significativa en los periocdos
de tratamiento estudiados. Los valores obtenidos en U/mg de
proteina y en U/g de rifién, fueron respectivamente 1los

siguientes: 1,60 * 0,11 {(n = 13) y 226,5 % 15,8 (n = 16)

{control); 1,744

1+
8
N
N

( n= 3) y 230 * 9,18 (n = 5) (Tz; 1
dial); 1,65 z 9,30 (n = 3) y 208,6 = 29,9 (n = 5) (Tz; 2
dias); 1,37 % 0,23 (n = 3) y 245,4 = 32,7 (n = 6) (T, 3
dias), N.S., en ausencia de cambios significativos en el
contenido total de proteinas renales [control: 129,7 * 5,4
{n =16) mg/g de rifién; Ts 1 dia: 335,05 * 18 (n = 3); T,y 2
dias: 130,2 * 10,1 (n = 5); T, 3 dias: 141 % 6,7 (n = 68),

N.S5.1. Estos resultados indican que el hipertiroidismo no




143
modifica la velocidad de utilizacién renal del GSH.
2. Eflujo de glutatioén.

El higado libera GSH y GSSG hacia el sinusoide y hacia
el conducto biliar, estimandose que ambos eflujos
representan alrededor de un 90 a 95% de la velocidad de
deplecién del glutatién hepatico (Kaplowitz y col., 1985).
En condiciones basales, mientras el eflujo sinusoidal es
casi exclusivamente GSH, el canalicular es GSSG, estimandose
que la velocidad del eflujo sinusoidal corresponde a
alrededor de wun 80 a 85% del eflujo total y es
aproximadamente igual a la velocidad de recambio del GSH
(Kaplowitz y col., 1985). Estos antecedentes y las
depleciones drasticas tanto de GSH como de GSSG observadas
en los animales hipertiroideos, hicieron necesario el
estudio de la influencia que ejerceria el hipertiroidismo
sobre las velocidades de los eflujos sinusocidal vy
canalicular de glutatién medido como equivalentes totales de
GSH.

2.1. Evaluacién del eflujo sinusoidal de GSH total. Este
estudio utilizé preparaciones de higado perfundido de ratas
tratadas con T, durante 1, 2 y 3 dias. Los resultados de
estas mediciones se muestran en la figura 21 y en la tabla
16. Se puede apreciar que al aumentar el numero de dias de
tratamiento hormonal, se produce un incremento progresivo en

la velocidad de liberacién sinusocoidal de GSH (figura 21),
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Efluje sinusocidal de GSH _
(nmoles/minuto/g higado) *

25,

20

15

10F
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dfas de tratamiento

Figura 21, Estudic cinetico de los cambiocs en el eflujo
sinusoidal de GSH hepatico en el hipertirocidismo
experimental.

El tratamiento de los animales, 1la preparacidn
del higado perfundido, la cuantificacién del GSH en el
liquido de perfusién, mediante un método catalitico y el
registro de la A,./min, y el calculc del eflujo sinusoidal
del GSH se describen en Materiales y Métodos. Los resultados
representan el promedio * S.E.M. para 6 animales por grupo
experimental. El tratamiento estadistico de estos datos se
describe en Materiales y Métodos. (*): p < 5x10® respecto
a controles.
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TABLA 16
Estudioc cinético de los cambios en el eflujo sinusocidal del
GSH hepatico- en el hipertiroidismo experimental.

Trata- [GSHiota d Eflujo de GSH Eflujo fracec.
miento (pmoles/g hig) (nmoles/g/min) de GSH (h™*)

NaOH ©,1N 5,78 + @,32 12,72 + 1,02 0,134 + 0,014
Ty 1 dia 4,25 + 0,31 16,50 + 1,94 0,243 + 6,034
% ef. (p) -26,5 (5x10™) +29,7 (N.S.) +81,3 (0,013)
T; 2 dias 3,58 + 0,19 21,40 + 2,3 @, 369 + @, 0353
% ef. (p) -38,1 (7x107) +68,2 (@, 025) +175,4 (@,01)
T, 3 dias 12,78 *+ 0,27 23,60 *+ 1,9 ®,549 *+ 0,074
% ef. (p) -51,9 (107 +85,5 (3x10™) +309,7 (10™)

El tratamiento de los animales y la preparacién del higado
perfundidoc se describen en Materiales y Metodos. La
cuantificacién del GSH en el liquido de perfusién y en las
muestras de higado se realizé en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos, mediante un método cataliticeo y el
registro de la Agp/min. La velocidad de eflujo y el eflujo
fraccional del 0GSH se calcularon como esta indicado en
Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio
+ S.E.M. para 6 animales por grupo experimental. El
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. N.S., no significativo.
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con aumentos significativos a los 2 dias y con un efecto
maximo a los 3 dias, que representa un 86Y% de incremento por
sobre los valores basales (tabla 16). Por otro lado, se
observa que el contenido de GSH de los animales con 3 dias
de tratamiento esta disminuido en un 52% respecto a valores
basales con lo cual el eflujo fraccional del tripéptido, que
representa la fraccién del GSH hepatico que es liberada al
sinusoide, aumenta en 310% en estos animales (tabla 16). Al
integrar el area bajo las respectivas curvas de eflujo de
glutatién versus tiempo de perfusién (15 a 75 minutos), se
obtuvo el eflujo integrado de éste. Este eflujo, que
representa al GSH disponible para la liberacién sinusoidal,
alcanz6 los siguientes valores: 617,6 * 62,3 (n = 7)
nmoles/g de higado (control); 841 * 99,1 (n = 7) (T;, 1 dia);
1140,4 *+ 165,5 (n = 7) (T, 2 dias); 1130 * 112,6 (n = 7) (T,
3 dias), lo que representa un incremento neto vy
significativo de 512,4 nmoles de GSH/g de higado, en los
animales con 3 dosis de T, respecto a los animales control.

En adicién al eflujo de GSH, en este estudio se
evaluaron las velocidades de eflujo sinusoidal de proteinas
y de LDH hepaticas. Los resultados de estas mediciones se
muestran en la figura 22 y en la tabla 17. Se observa un
incremento progresivo en ambos eflujos, con perfiles
semejantes al del eflujo de GSH (figura 21), siendo ambos

significativos a los 2 dias de tratamiento y maximo (1858Y%
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TABLA 17
Estudio cinético de los cambios en el eflujo sinusoidal de
LDH y proteinas hepaticas en el hipertiroidismo

experimental.

Ratas Eflujo LDH Ef Fr LDH Eflujo Prot Ef Fr Prot

(mU/g/min) (h™*) (mg/g/min) (h™) (x10¥
Con- 83,5 + 35,5 ©0,014+0,006 0,130+0,017 40 + 5
trol
Ts 495,1+218,3 0,069+0,031 ©,155+0,012 52 + 5
1l dia
“ef(p) +493 (N.S.) +393 (N.S.) +22,3(N.S.) +30(N.S.)
Ts 1.291+402,7 0,161+0,044 0,240+0,027 86 + 11
2 dias
%“ef(p) +1446(0,01) +1050(107%) +84,6(107%) +115¢(107°)
Ta 1.635+29, 7 0, 250+r0, 045 0, 305+0, 032 112 + 16
3 dias
Zef(p) +1858(1@™*) +1686(10™*) +134,6(10™*) +180(107%)

El tratamiento de los animales y la preparacién del higado
perfundido se describen en Materiales y Métodos. La
cuantificacion de LDH y proteinas en el liquido de perfusidén
se realizé en las condiciones descritas en Materiales y
Métodos. La velocidad de eflujo se calculé como esta descrito
en Materiales y Métodos. Para calcular el eflujo fraccional
(Ef Fr) se determiné contenido de proteinas y actividad de LDH
en muestras de higado, como estd descrito en Materiales y
Métodos. Los resultados representan el promedio + S.E.M. para
& animales por grupo experimental. El tratamiento estadistico
de estos datos se describe en Materiales y Metodos. N.S., no
significativo.
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Figura 22. Estudio cinético de los cambios en el eflujo

sinusoidal de LDH y proteinas hepaticas en el

hipertiroidismo experimental.

El tratamiento de los animales, la preparacién
del higado perfundido, la cuantificacién de LDH y proteinas
en el liquido de perfusién y el calculo de la velocidad de

eflujo sinusoidal de LDH vy proteinas se describen

en

Materiales y Métodos. Los resultados representan el promedio

+ S.E.M. para 6 animales por grupo experimental.
tratamiento estadistico de estos datos se describe

El
en

Materiales y Métodos. (*): p < 5x107* respecto a controles.
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para LDH y 134,6% para proteinas) a los 3 dias de
tratamiento (tabla 17). En la tabla 17 se observa ademas que
Va los 2 y 3 dias de tratamiento, se producen incrementos
significativos en ambos eflujos fraccionales, a pesar que en
el higado, tanto la actividad de la LDH [control: 408 * 25,8
(n =7) U/g de higado; T, 2 dias: 461,8 % 26,3 (n = 7); T4 3
dias: 397 + 18,7 (n = 7), N.S.]l como el contenido de
proteinas [control: 197,2 % 5,34 (n = 7) mg/g de higado; T,
2 dias: 180,9 + 6,8 (n = 7); T, 3 dias: 168,4 * 9,2 (n = 7),
N.S.1 no estéan alterados.

Estos resultados indican que, en los animales
hipertiroideos, el incremento en el eflujo sinusoidal del
GSH seria uno de los factores determinantes de la deplecién
del tripéptido que se observa en dicha condicién. )
2.2. Eflujo canalicular de GSH total. Este estudio se
realizé en animales anestesiados, previamente tratados con
T, durante 3 dias. Los resultados de estas mediciones se
muestran en la tabla 18. Se observa que, luego del
tratamiento con T, la concentracién biliar de GSH total
disminuye en forma no significativa, en tanto que la
velocidad del flujo biliar incrementa significativamente
(25%) respecto a los animales control. Por tales motivos, la
velocidad de eflujo canalicular del GSH alcanza valores
semejantes en los animales hipertiroideos vy en los

eutiroideos. En relacién al eflujo fraccional de GSH por la




150

TABLA 18
Efecto del hipertiroidismo sobre el eflujo biliar de GSH.

Parametro Ratas control Ratas tratadas

Flujo biliar

(pl/ghig/min) 1,20 + 0,08 1,50 + 0,07
(n = 13) (n = 16)

% de efecto (p) + 25 (0,009)

[GSHieeamalbiliar

(pmol/mlbilis) 1,39 + 0,17 1,17 + 0,10
(n = 13) (n = 16)

% de efecto (p) - 15,8 (N.S.)

Excr biliar GSH

(nmol/min/ghig) 1,70 + ©, 26 1,76 + 0,20
(n = 135) (n = 16)

% de efecto (p) + 3,5 (N.S.)

Eflujo fracc

(h™) ®,012 + 00,0015 ©, 028 + 0,006
(n = 3) (n = 3)

% de efecto (p) + 133,3 (©,037)

El tratamiento de los animales (T 3 dias) vy la obtencién de
las muestras de bilis se describen en Materiales y Métodos. La
cuantificacién del GSH en muestras biliares se realizé en las
condiciones descritas en Materiales vy Métodos, mediante un
método catalitico y el registro de la Ag,z/min. La velocidad de
excresién biliar del GSH se calculé como esta descrito en
Materiales y Métodos. Para calcular la velocidad de eflujo
piliar fraccional de GSH, se evalué6 el contenido de éste en
muestras de higado, en las condiciones descritas en Materiales
y Métodos. Los resultados representan el promedio * S.E. M.
para el numero de animales indicado entre paréntesis. E1
tratamiento estadistico de estos datos se describe en
Materiales y Métodos. N.5., no significativo.
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via biliar, debido a la disminucién del contenido hepatico
del tripéptido los animales hipertiroideos manifiestan un
incremento significativo (133%) de este parametro. Debido a
que el ensayo enzimatico usado en estos estudios mide
equivalentes totales de GSH (GSH + 2GSSG) (Tietze, 1969), se
hicieron determinaciones adicionales del contenido de GSSG,
segun lo descrito en Hateriales y Métodos, el cual aumenta
en ciertas condiciones de estrés oxidativo (Sies y Akerboom,
1974). Sin embargo, y de acuerdo con los resultados
obtenidos para GSH total (tabla 18), la concentracién biliar

de GSSG no es modificada significativamente luego de 3 dias

+

de tratamiento con T, [control: ©,283 * 0,068 (n = 8)

pmoles/ml de bilis; T,y: 0,170 = ©,021 (n 1), N.S. 1.

Estos resultados indican que en el hipertiroidismo, el
eflujo canalicular de GSH no contribuiria a la deplecién del
tripéptido que se manifiesta en esta condicioén.

3. Recambio de GSH in wvivo.

En condiciones normales de estado estable, las
velocidades de reposicién y deplecién del GSH hepatico son
semejantes, lo que representa un equilibrio dinamico para la
mantencién de la homeostasis del tripéptido (Kaplowitz y
col., 1985). El recambio del GSH es un proceso continuo de
sintesis y degradacién intracelular del tripeéptido. Con

estos antecedentes y los resultados obtenidos en 1los

estudios previos de la influencia del hipertiroidismo en
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Figura 23. Efecto del hipertiroidismo experimental sobre la
velocidad de recambio del GSH hepatico.
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Figura 23. Efecto del hipertiroidismo experimental sobre la
velocidad de recambio del GSH hepatico.

El tratamiento de los animales (T; 3 dias) y la
medicién del decaimento del GSH-S°" luego de administrar un
pulso de L-cisteina-S* a las ratas y de separar el GSH del
GSSG, de la cisteina y de la cistina por HPLC para evaluar
la radiactividad y el contenido del GSH en el efluente de la
columna, se describen en Materiales y Métodos. El decaimento
del GSH-5% fue de primer orden tanto en las ratas control
(r = -0,97) como en las tratadas (r = -0,96). Los resultados
representan el promedioc * S.E.M. para el numero de animales
(n) adyacente a cada punto. El tratamiento estadistico de
estos datos se describe en Materiales y Métodos. El inserto
muestra el contenido del GSH.... hepatico a lo largo del
experimento, medido por un método catalitico segun se
describe en Materiales y Métodos; los valores promedio de
cada grupo experimental se muestran en la tabla 19.
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TABLA 19
Efecto del hipertiroidismo sobre las velocidades de
recambio y eflujo fraccional de GSH hepatico in vivo.

Parametro Ratas control Ratas tratadas
evaluado

Contenido de

GSH@otnL

(pmol/ghigado) 7,40 + 0,28 3,90 + 0,21
(n = 14) (n = 11)

% de efecto - 47,3

p <107®

Velocidad de

recambio de GSH

(h™) ' ©,158 + 0,016 0,489 + 0,164
(n = 4) (n = 3)

% de efecto + 273, 3

o) <5x107*

Eflujo

fraccional

(nmol/min/ghig) 19,59 + 2,31 32,30 + 12,77
(n = 4) (n = 3)

% de efecto + 64,9

P

El tratamiento de los animales (T, 3 dias) se describe en
Materiales y Métodos. El estudio de recambio in vivo del GSH
se efectué en las condiciones descritas en DMateriales vy
Métodos, midiendo la velocidad de desaparicién de GSH-S5*
hepatico, después de administrar un pulso de L-cisteina-5* a
las ratas y de separar el GSH del GSSG, de la cisteina y de la
cistina por HPLC. La radiactividad del GSH-S® y el contenido
de éste, tanto en el efluente de la columna como en el higado
(GSHyeeay)» se midieron en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos, utilizando un método catalitico para
cuantificar los equivalentes totales de GSH. La velocidad de
recambio de GSH corresponde a la pendiente de la recta de
regresién de la figura 23; el eflujo fracciocnal o flujo de
recambio de GSH, representa la velocidad de sintesis de GSH in
vivo y es igual al producto de la velocidad de recambio,
expresada en minutos, por el contenido de GSHga LoOs
resultados representan el promedio * S.E.M. para el numero de
animales indicado entre paréntesis. El tratamiento estadistico
de estos datos se describe en Materiales y Metodos.
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procesos de sintesis y degradacién del GSH, se planteb
evaluar la velocidad de recambio in vivo del tripeptido en
ratas tratadas con T, durante 3 dias. Los resultados de este
estudio se muestran en la figura 23 y en la tabla 19. En la
figura 23 se observa que el decaimiento del GSH-S*, cuya
pendiente corresponde a la velocidad de recambio del GSH, es
un proceso de primer orden tanto en los animales control
como en los tratados. En el inserto de esta misma figura se
aprecia la constancia del contenido de GSH total hepatico en
ambos grupos experimentales, durante el periodo
experimental, con una disminucién significativa de 47% en
los animales tratados, en comparacién con los animales
control. En la figura 23 se aprecia que la velocidad de
recambio del GSH hepatico es mayor en los animales
hipertiroideos que en los animales control, y en la tabla 19
se muestra que el incremento de este parametro (273%) es
significativo respecto a los animales control. En la tabla
19 se muestra ademds que el hipertiroidismo incrementa el
flujo fraccional del GSH (65%), calculado como el producto
entre la velocidad de recambio (h™) y el contenido de GSH
total hepatico (pmoles/g de higado), lo que representa un
incremento neto en la velocidad de sintesis hepatica del
tripéptido en los animales hipertiroideos, de 12,71

nmoles/min/g de higado.




DISCUSION

A. RELACION DE LA CONDICION HIPERTIROIDEA CON LA ACTIVIDAD
PROOXIDATIVA HEPATICA.

Se ha establecido que el desbalance entre las
actividades celulares prooxidativa y antioxidativa, en favor
de la primera, conlleva el establecimiento de un estrés
oxidativo celular. Este fenémeno se manifiesta en los
organismos aerébicos y corresponde al dafio oxidativo
estructural que experimentan diversas moléculas organicas,
infligido por especies reactivas derivadas del oxigeno
(Sies, 1986).

Utilizando este criterio y los resultados obtenidos en
esta tesis, se puede afirmar que el incremento en la
velocidad de utilizacién del oxigeno, que caracteriza a la
condicién hipertiroidea, conduce a una alteracién del estado
norméxico celular en el higado y al establecimiento de un
estrés oxidativo en este 6rgano (Esquema VI). Los aumentos
significativos del indice TBAR en el higado (figura 4), en
la bilis (tabla 2) y en los microsomas (figura 6), como
también de la quimiolumoniscencia espontanea en el higado in
vivo (figura 5) e in vitro (tabla 3), indican una mayor

156
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respuesta lipoperoxidativa hepatica de las ratas
hipertiroideas en comparacién con aquélla de las ratas
control. Estudios de otros investigadores sustentan estos
hallazgos. Es asi como se ha descrito que la
quimioluminiscencia de mitocondrias hepaticas de conejos,
inducida por Fe®?, aumenta en los animales hipertiroideos y
disminuye en los hipotiroideos (Marzoev y col., 1982a;
Marzoev y col., 1582b), encontrandose un aumento
significativo en el contenido de  hidroperéxidos en
microsomas hepaticos de ratas hipertirocideas (Landriscina y
col., 1988). Ademas del efecto observado en el higado, el
hipertiroidismo produce aumentos en la lipoperoxidacién de
tejidoe extrahepaticos que manifiestan una respuesta
calorigénica. Estos hallazgos incluyen aumentos del indice
TBAR en musculo esqueletico y cardiaco de ratas
hipertiroideas (Asayama y col., 1987), como también de la
quimicluminiscencia del cerebro in vivo y del QO, de cortes
de cerebro de ratas hipertiroideas recién nacidas (Adamo y
col., 1989). La condicién hipertiroidea conduce ademas a la
manifestacién de efectos peroxidativos en pacientes
hipertiroideos quienes, en relacién a sujetos eutiroideos,
muestran drasticos aumentos de los niveles plasmaticos y
urinarios de TBAR y de la luminiscencia urinaria, con una
normalizacién de estos parametros luego de la recuperacién

de valores normales de la velocidad de su metabolismo basal
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(Videla y col., 1988; Lissi y col., 1992), mediante terapia
antitiroidea con propiltiouracilo (Barker, 1951), droga que
posee ademas un efecto antioxidante directo (Imamura y col.,
1986; Fauré y col., 1991); mas aun, frente a la adicién de
t-BOOH, los eritrocitos de estos pacientes son mas
susceptibles a la induccién de un estrés oxidativo, medido
a través del aumento de la quimioluminiscencia y del Q0,; que
los eritrocitos de sujetos eutiroideos (Videla y col.,
1988).

En forma paralela, el higado de las ratas
hipertiroideas manifesté una mayor actividad prooxidativa
que el de las ratas control (tabla 1), obteniéendose un
incremento en la RSA (_RSA) que corresponde al menos a un
16% del aumento del @O0, hepatico (_Q0;) inducido por el
hipertiroidismo (figura 3). La RSA representa al componente
respiratorio del QO0, hepatico que es eliminado por
antioxidantes y que corresponde por lo tanto a la
utilizacién del oxigeno en procesos de reduccién univalente
(Videla, 1984a) con generacidén de especies radicalarias que
pueden desencadenar el proceso lipoperoxidativo (Fridovich,
1978; Chance y col., 1979; Kappus, 1985; Sies, 1986). En
consecuencia, el incremento de la RSA que manifiestan las
ratas hipertiroideas sefifala un incremento de la reduccién
univalente del oxigeno en el higado de estos animales.

La reduccién univalente del oxigeno puede ocurrir en
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diversas reacciones enziméaticas citosélicas, microsomales y
mitocondriales, con la generacién concomitante de 0;7, HZ0,
e indirectamente de HO“(Fridovich, 1978; Chance y col.,
1979; Kappus y Sies, 1981). En concordancia con estos
planteamientos, el estudio en ratas hipertiroideas de la
actividad prooxidativa de microsomas Yy mitocondrias
hepaticos reveld importantes y significativos incrementos en
la condicién hipertirocidea.

La evaluacién de la respiracién microsomal de ratas
hipertiroideas, en presencia de NADPH, evidencié un drastico
aumento del @0, (figura 7), correspondiendo éste en un 100%
a RMSA (figura 8). Estos resultados concuerdan con hallazgos
previocs en estos animales en relacién a aumentos en la
produccién de 0,7 y en la actividad de la NADPH oxidasa
(Fernandez y col., 1985). Mas aun, la medicién en estas
ratas del @O0, microsomal en presencia de un agente
prooxidante (t-BOOH) y de un antioxidante (CN-3), evidencié
una RMSA 54% mayor que la de las ratas control (figura 8),
lo que sefiala una alteracién por el tratamiento hormonal de
algun componente lipoperoxidativo endogeno, vy concuerda
ademas con el aumento del indice TBAR microsomal de dichos
animales (figura 6). Estos resultados concuerdan con los
antecedentes entregados en la introduccién, en relacion a
que en la condicién hipertiroidea hay proliferacién del

reticulo endoplasmico liso con cambios importantes en las
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funciones microsomales relacionadas con reacciones de
transferencia de un electrén dependientes de NADPH, e
incrementos en la generacioén de 0z Yy en la
biotransformacién de xenobiéticos (Phillips y Langdon, 1956;
McGuire y Thomkins, 1959; Conney vy Garren, 1961; Tata vy
col., 1962; Kato y Gillette, 19635; Eichelbaum y col., 1974;
Moreno y col., 1979; de Araujo Yy col., 1982; Fernandez vy
col., 1985). En el reticulo endoplasmico 1liso, las
reacciones de oxidacién mixta de biotransformacién de los
xenobiéticos pueden generar 0, por disociacién del complejo
oxicitocromo P-450 (Fe*?-0,-xenobié6tico), y H;0, ya sea por
dismutacién del 0, o por disociacién del complejo citocromo
P-450(Fe*®-0,* -xenobiético), (Estabrooke y Werringloer,
1977). La fraccién microsomal hepatica, por otro lado, puede
generar especies activas del oxigeno, en presencia de
oxigeno y NADPH, en una proporcién que va a depender de la
presencia y tipo de un sustrato en el sistema (Estabrooke y
Werringloer, 1977).

En adicién a la contribucién microsomal a la respuesta
prooxidativa hepatica, el higado de las ratas hipertiroideas
evidencié un incremento drastico en la utilizacién
mitocondrial de oxigenc, via reduccién univalente, con
generacién de 0O, y de H0,., Es asi como se vié que
particulas submitocondriales hepaticas de ratas

hipertirocideas, en presencia de NADH o succinato y de
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antimicina-A, bloqueador del transporte mitocondrial de
electrones a nivel del citocromo b, son capaces de generar
0, a velocidades ﬁayores que las de ratas control (tabla
6). Como consecuencia de este efecto, cabria esperar un
incremento en la velocidad de produccién mitocondrial de
H_0O., via dismutacién de los 0 generados. Este
planteamiento fue corroborado por los resultados de las
mediciones de la velocidad de generacién basal de H;0; por
mitocondrias hepaticas de ratas, la que aumenté desde 0,17
a 0,41 nmoles/min/mg de proteina (147%) luego del
tratamiento con T, (figuras 9 a 12), evidenciandose
incrementos aun mayores, luego de la adicién de succinato y
de antimicina-A o azida de sodio a la preparaciodn
mitocondrial (figuras 9 y 1@; tablas 7 y 8). La produccién
neta de H,0, por el succinato e inhibidores mitocondriales
es mas de 100% mayor en las mitocondrias de las ratas
hipertiroideas que en las ratas control, con aumentos
significativos en el parametro en todos los animales, por la
adicién de los inhibidores mitocondriales (tabla 11). La
produccién de Hy0, luego de la adicién de urato a fracciones
mitocondriales hepaticas (figuras 11 y 12), corresponde a
aquélla originada en los peroxisomas que contaminan esta
fraccioéon subcelular. En esta condicién y luego de la adicién
de azida de sodio la produccién de H,0, esta drasticamente

incrementada en las ratas hipertiroideas respecto a 1la
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produccién de las ratas control (figura 12; tablas 9 y 10).
Al igual que en el estudio realizado en presencia de
succinato, el-efecto neto del urato es marcadamente superior
en las ratas hipertiroideas que en las ratas control (tabla
11); en presencia de azida de sodio, inhibidor de la cadena
mitocondrial de electrones y de la catalasa peroxisomal, se
observé una diferencia aun mayor entre los animales control
y los tratados (tabla 11), lo que sefifala que el
hipertiroidismo, ademas de su efecto mitocondrial, estimula
la actividad oxidativa de los peroxisomas hepaticos. Este
hallazgo concuerda con los de otros investigadores que
sefialan incrementos de la actividad de oxidasas
peroxisomales relacionadas con la produccién de H.0, en el
hipertiroidismo (Just y col., 1982 y 1983). En los
experimentos que utilizaron urato como sustrato no se
observa un aumento significativo de la produccién de H; 0,
luego de la adicién de antimicina-A, inhibidor mitocondrial
especifico (tablas 9 y 1@). De hecho al cuantificar los
cambios netos que induce la condicién  hipertiroidea
(tratados - control) en la generacién de H;0, mediante la
oxidacién de succinato (sustrato mitocondrial especifico) en
presencia de antimicina-A (inhibidor mitocondrial
especifico), se pudo visualizar el efecto neto del
hipertiroidismo sobre la produccién mitocondrial de H.0,

siendo éste de 150% (figura 13). En comparacién, la
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condicién hipertiroidea incrementé en s6lo un 23% la
producéién de H,0, mediante la oxidacién de urato (sustrato
peroxiéomal especifico) en presencia del inhibidor
mitocondrial (figura 13). Los estudios realizados en
particulas submitocondriales, fraccién exenta de peroxisomas
(Pedersen y col., 1978), permitieron una estimacidén mas
precisa del efecto del hipertiroidismo sobre la generacién
mitocondrial de H,0,. Con este enfoque experimental se pudo
establecer que esta condicién aumenta significativamente las
producciones de H,0, en condiciones basal (36%), con sustrato
mitocondrial exégeno (143%) y con bloqueador del flujo
mitocondrial de electrones (59,7%) (tabla 12), y tambien
confirmar el efecto activador que ejerce el hipertiroidismo
sobre la actividad prooxidativa mitocondrial sefialado por
los estudios con mitocondrias intactas (figuras 9 a 12;
tablas 7 a 1@). En estas condiciones experimentales, la
produccién de H,0, en presencia de un sustrato peroxisomal
no es diferente a la basal, sin que se observe un aumento
significativo de ella en los animales hipertiroideos (tabla
12); por esta razén se puede afirmar que los cambios
observados en la generacién de H0, derivarian s6lo de
alteraciones mitocondriales que ejerceria el
hipertiroidismo. En este estudio se vi6é ademas que la
produccién de Hy0, mediante la oxidacién de sustrato

endégeno, es estimulada en todos los animales cuando se
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inhibe el flujo mitocondrial de electrones con antimicina-A
(tabla 12); sin embargo el efecto de este inhibidor en
ﬁresencia de sustrato exé6geno (succinato 4 mM) s6lo es
significativo en los animales control (tabla 12). La falta
de estimulacién de la produccion dé H,0, dependiente de
succinato por la antimicina-A en particulas
submitocondriales de higado de ratas hipertiorideas, podria
estar asociada a la mayor actividad de la deshidrogenasa
succinica descrita en esta condicién (Sterling, 1986). Esto
facilitaria el flujo de electrones hacia la formacién de H;0,
a velocidades cercanas a los valores maximos, ya que el
transporte de electrones hacia el oxigeno es minimo por
falta de ADP en el sistema (Turrens y col., 1982b). Entre
los cambios mitocondriales inducidos por el hipertiroidismo,
los que incluyen incrementos en el contenido y actividad de
algunos componentes de la cadena trasportadora de electrones
y de la capacidad oxidativa de estos organelos (Barker,
1951; Sterling, 1986) podrian explicar el estimulo de
procesos mitocondriales de reduccién univalente del oxigeno,
en esta condicién. Se ha sugerido que en mitocondrias que
poseen un control respiratorio reducido, se puede producir
la desestabilizacién de algunos componentes de la cadena
respiratoria, incrementando la reduccién univalente del
oxigeno y la generacié6n de 0, y de H0; via SOD, (Dryer y

col., 1980); se ha descrito que la cadena respiratoria
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mitocondrial puede generar 0,7 a nivel de la NADH
deshidrogenasa y de la ubiquinona-citocromo b (Turrens y
Boveris,rl98®; Turrens y col., 1982a).

Con estos hallazgos se puede concluir que en el

hipertiroidismo hay un incremento significativo de 1la
actividad prooxidativa celular, condicionada por incrementos
tanto de la RMSA en microsomas, que representa el 100% del
incremento en la respiracién microsomal, como de 1la
utilizacién mitocondrial del oxigeno en reacciones de
reduccién univalente con generacién de 0 'y HO,
contribuyendo asi al aumento de la respiracién hepatica en
esta condicién. Ademaés las especies activas del oxigeno que
generan estos organelos pueden incrementar el proceso de
lipoperoxidacién en los animales hipertiroideos, el que por
su naturaleza aerébica conlleva a un incremento en el @O,
celular. Junto a estos efectos, el incremento de la
actividad oxidativa peroxisomal en el hipertiroidismo, que
involucra un incremento de la produccién de  H 0,
contribuiria también a la respuesta prooxidativa y al
aumento en el consumo de oxigeno celular.
B. ROL DE LA MODIFICACION DE LAS ACTIVIDADES CELULARES
ANTIOXIDANTES EN EL DESENCADENAMIENTO DEL ESTRES OXIDATIVO
HEPATICO.

Los resultados de los estudios en el hipertiroidismo de

dos de los sistemas enzimaticos antioxidantes celulares, la




166
SOD citosélica y la catalasa, indicaron que esta condicion
produjo una reduccién significativa de las actividades de
ambas enzimas hepéaticas (figuras 14 y 15). En ambos casos
este efecto fue més marcado en las ratas con 3 dias de
tratamiento hormonal, periodo en el cual se observé
incrementos maximos en los parametros celulares asociados a
la actividad prooxidativa hepatica (seccién A). En estos
animales, se obtuvo una disminucién de un 40% en la
actividad de la SOD citosélica y de un 46% en la actividad
de la catalasa. Ambas disminuciones podrian ser el resultado
del desencadenamiento de un mecanismo degradativo, mediado
tal vez por el incremento que induce la condicién
hipertiroidea en la generacidén de especies activas derivadas
del oxigeno (seccién A). Al respecto, estudios in vitro han
demostrado una efectiva inactivacidén de la S0D por H,0,
(Hodgson y Fridowvich, 1975) y de la catalasa por 0,7 (Kono
y Fridovich, 1975), por lo gque se ha postulado que ambas
enzimas estarian involucradas en una proteccién reciproca
(McCord, 1989). Sin embargo, en diferentes modelos de estrés
oxidativo in wvivo, incluyendo el hipertiroidismo, se ha
sugerido que la principal especie oxidativa seria el '0,
(Lissi y col., 1992). Esta proposicién esta basada en la
magnitud del aumento en la concentracién de '0, por estrés
oxidativo (estimado por el incremento de la luminiscencia

espontanea), su concordancia temporal con la cinetica de
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inactivacién enzimatica, y la localizacidén o acceso al sitio
subcelular donde ocurre el proceso (Lissi y col., 1992).
Independientemente de la naturaleza de la especie oxidante,
la SOD citosélica y la catalasa poseen residuos de histidina
esenciales, aminoacido particularmente sensible a la accién
oxidativa del 0,7, H0, y 0, (Sies, 1986), los cuales
incrementan su nivel de estado estable en el higado en la
condicién hipertiroidea.

A diferencia de la actividad citosélica de la S0OD, la
actividad mitocondrial hepatica de esta enzima aumenté en un
88% en los animales tratados 3 dias con T; (tabla 13). Este
incremento podria deberse al aumento de la masa mitocondrial
inducido por la condicidén hipertiroidea, con el incremento
de algunas enzimas y componentes de la cadena
transportadora de electrones (Barker, 1951; Sterling, 1986).
Por otro lado, este incremento podria representar un
fenémeno de adaptacién del organelo al incremento de la
actividad de reduccién univalente del oxigeno, que genera
0, y H,0, (seccién A). En este sentido se debe hacer notar
que la actividad de 1la S0D citosodlica experimenta un
incremento de 49%, en las ratas con 1 dia de tratamiento
hormonal (figura 14), sin modificacién del contenido de
proteinas citosélicas, lo que podria tambien representar una
adaptacién inicial a la condicién prooxidativa que induce el

hipertiroidismo.
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Las disminuciones de las actividades de S0D y catalasa
a los 3 dias de tratamiento hormonal, se produjeron sin que
hubiera cambios en las actividades hepaticas de la glutatién
peroxidasa total (figura 16) y de la glutatidén peroxidasa
soluble (tabla 14). Sin embargo, el contenido de GSH
hepatico disminuyé drasticamente en todos los animales
hipertiroideos estudiados (figura 17), observandose un
efecto maximo a los 3 dias de tratamiento (61%), con una
caida semejante (69%) en el contenido de GSSG lo que
significé una disminucién de un 359% en los equivalentes
totales (GSH + 2GSSG) de GSH, sin alteracién en la relacién
GSH/GSSG. En vista del rol critico que desempefia el GSH en
procesos hepéaticos relacionados con la detoxificacién
celular, que incluyen el catabolismo de los hidroperéxidos
(catalizado por la pareja glutatién peroxidasa-glutatién
reductasa), su conjugacién con electroéfilos (catalizada por
las glutatién-S-transferasas), y el atrapamiento directo, ya
sea de radicales libres o de moléculas excitadas (Forman y
Fisher, 1981; Videla y Valenzuela, 1982; Orrenius y lMoldeus,
1984), la disminucién que induce la condicién hipertiroidea
del contenido de este tripéptido representaria una
contribucién importante al desencadenamiento de un estres
oxidativo hepatico.
La disminucién del contenido de GSH en el higado de las

ratas tratadas 3 dias con Tas fue observada
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concomitantemente con un incremento significativo (52%) en
la velocidad de sintesis in vitro del tripéptido (tabla 135),
probablemente por disminucién de la inhibicién que este
metabolito ejerce sobre su propia sintesis, a nivel de la
gama-glutamilcisteina sintetasa (Kaplowitz y col., 1983).
Los procesos de sintesis de GSH y de reduccién del GSSG por
la pareja glutatién reductasa-glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, participan en la reposicién del GSH
intracelular (Kaplowitz y col., 1985; Lépez-Barea y col.,
1990), por lo cual forman parte del sistema auxiliar de
defensa antioxidante hepatico. El tratamiento con T; durante
3 dias produjo un incremento drastico en la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (90%), sin alterar la
actividad de la glutatién reductasa (tabla 13) o de la
glutatién peroxidasa (figura 16 y tabla 14). Estos
resultados sugieren que los hidroperéxidos y el H 0,
producidos en exceso a lo basal, impuestos por el estres

oxidativo desarrollado en la condicién hipertiroidea, serian
adecuadamente metabolizados por la glutatién peroxidasa,
proceso que estaria balanceado por una reduccién acorde del
GSSG producido, via glutatién reductasa, al no existir una
limitacioén del suministro del NADPH requerido. En
concordancia con este postulado, el hipertiroidismo
experimental no provoca un acumulo de GSSG en el higado

(figura 17) ni induce un aumento en la liberacién biliar de
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GSSG (seccién C), como ocurre en otras situaciones de estres
oxidativo hepatico (Sies, 1986; Akerboom y Sies, 1991). Por
lo tanto, la deplecidn del GSH hepatico en el
hipertiroidismo no estaria asociada a wuna reduccién
deficitaria del GSSG, producto de su mayor utilizacién en el
catabolismo de peréxidos.

Por lo tanto, se puede concluir que el hipertiroidismo
en la rata estda asociado al desarrollo de una condicién de
estrés oxidativo en el higado, desencadenado tanto por
incrementos de factores celulares prooxidativos (respuestas
respiratoria, quimioluminiscente, Yy lipoperoxidativa) como
por disminucién de actividades celulares antioxidantes
(deplecién de GSH y disminuciones de las actividades de S0D
y de catalasa).

C. POSIBLE ROL DE CAMBIOS EN EL METABOLISMO DEL GSH EN EL
DESENCADEMANIENTO DEL ESTRES OXIDATIVO Y EN LA CALORIGENESIS
TISULAR.

Como ya se ha sefialado, la deplecién del GSH hepatico
en el hipertiroidismo puede representar uno de los factores
determinantes del estrés oxidativo que se desarroclla en este
tejido en la rata, pudiendo ademas comprometer funciones
celulares dependientes del tripeptido.

El estudio de los mecanismos de utilizacién del GSH,
representados por la conjugacién con intermediarios

electrofilicos, la oxidacidén, la degradacién y los eflujos
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sinusoidal y canalicular del tripeptido, complementados con
los hallazgos relacionados con los procesos de reposiciédn
del GSH ya referidos (seccién B) y de su velocidad de
recambio din wvivo, permitieron wuna definicién de 1los
mecanismos que conducen a la deplecién del tripéptido en el
higado de ratas hipertiroideas.

Como se discutidé en la seccidén anterior, la depleciédn
hepatica del GSH no esta relacionada a cambios adaptativos
en reacciones que involucren su oxidacién a GSSG ni la
reduccién de éste a GSH, ya que la condicién hipertiroidea
no modificé la actividad de la pareja enzimatica, que
cataliza la reduccién de H0, e hidroperéxidos (glutatién
peroxidasa) y la recuperacidén del GSH (glutatién reductasa)
(figura 16; tablas 14 y 15). La utilizacién del GSH a traveés
de su conjugacién con intermediarios electrofilicos, no
contribuye a la deplecién hepatica de éste. De hecho 1la
condicidn hipertiroidea produjo una disminucién
significativa de la actividad de las glutatién transferasas
(figuras 18 y 19). Estas enzimas corresponden a una familia
de enzimas multifuncionales que wutilizan GSH en forma
efectiva para procesos de conjugacién, contribuyendo asi a
la deplecién de este (Ishikawa y col., 1986). La disminuciodn
de la actividad de estas enzimas, sumada a los bajos niveles
de GSH hepatico existentes, podrian disminuir los procesos

de conjugacién in vivo, lo que explicaria el aumento en la
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retencién de la bromosulfaleina que se observa en pacientés
hipertiroideos (Sir y col., 1987).

La utilizacién del GSH hepatico mediante un proceso
catabélico, a través de la ruptura del tripéptido en el
ciclo gama-glutamilo, iniciado por la gama-glutamil
transferasa (Meister y Anderson, 1983), podria contribuir a
la deplecién hepatica de este, ya que la actividad de dicha
enzima hepatica aumenta drasticamente bajo la influencia de
T, (figura 20). Asi, esta actividad enzimatica podria
representar un mecanismo importante que conlleve la
deplecién del GSH en la condicién hipertiroidea.

En relacién al transporte del GSH a traves de las
membranas canalicular y sinusoidal, se sefial6é previamente
que en condiciones normales la contribucién de ambos eflujos
de GSH a la velocidad de deplecién de este, se estima en un
90 a 95% (Kaplowitz y col., 1985). Respecto a esto, el
tratamiento con T, no modificé la velocidad de eflujo
canalicular del GSH (tabla 18), mientras que la velocidad de
eflujo sinusoidal aumenté en forma drastica, al ser ésta
expresada como eflujo neto (figura 21 vy tabla 16) o como
eflujo fraccional (tabla 16). En las ratas tratadas durante
3 dias con T, <se observé un aumento neto del eflujo
sinusoidal de 1@, 88 nmoles/min/g de higado. Este efecto del
tratamiento con T, se obtuvo en concomitancia con aumentos

semejantes en el eflujo sinuscidal de LDH y de proteinas
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(figura 22 y tabla 17), lo que indica una alteracién en las
propiedades de permeabilidad de la membrana plasmatica del
hepatocito en la condicién hipertiroidea. Mas aun, se obtuvo

una correlacién directa y significativa entre los eflujos

sinusoidales de GSH y de LDH I[r @,79; p < 10°%; para n =
7 en cada grupol, lo que indica que el efecto del
hipertiroidismo sobre el eflujo sinusoidal de GSH puede
representar una pérdida del tripéptido debida a una
permeabilizacién progresiva de la membrana plasmatica del
hepatocito, lo que conduce a un aumento en el eflujo total
de GSH (canalicular + sinusoidal). En las ratas tratadas con
T, durante 3 dias el eflujo total es de 25,36 nmoles/min/g
de higado, lo que representa un 75, 9% de aumento respecto al
eflujo de las ratas control (14,42 nmoles/min/g de higado).

En paralelo con estos hallazgos, la administracién de
T, a ratas durante 3 dias produjo un incremento en la
velocidad de desaparicién del GSH-S%, luego de administrar
un pulso de cisteina-S° (figura 23), indicando que la
condicién hipertiroidea conlleva a una mayor velocidad de
recambio del GSH hepatico (tabla 19). La constancia a 1lo
largo del experimento del nivel de GSH intrahepatico en
todos los animales (figura 23), representaria niveles de
estado estable de GSH, expresados en pmoles/g de higado, de

7,40 *+ ©,28 en las ratas control y de 3,90 * @,21 en las

hipertiroideas (tabla 19). Utilizando estos contenidos de
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GSH y las velocidades de recambio respectivas, se vi6 que la
condicién hipertiroidea indujo un aumento de 65% en el flujo
fraccional del GSH (tabla 19), lo que podria indicar un
aumento adaptativo en la velocidad hepatica de sintesis del
tripéptido (Lauterburg y col., 1982; Kaplowitz y col.,
1985), con un efecto neto del tratamiento con T; durante 3
dias sobre dicho parametro de 12,71 nmoles/min/g de higado.
Al comparar este incremento con el observado en el eflujo
sinusoidal de GSH (10, 88 nmoles/min/g de higado), se observa
una compensacién casi total entre ambos efectos, ya que el
aumento de la pérdida sinusoidal de GSH corresponde al 83, 6%
del aumento de su sintesis. Sin embargo, para mantener los
niveles basales de GSH (7,40 umoles/g de higado) el proceso
de sintesis hepatico en las ratas hipertiroideas debié haber
incrementado a 60,3 nmoles/min/g de higado, lo que
representa un incremento neto de 40,8 nmoles/min/g de
higado, considerando que la velocidad de recambio del
tripéptido en estos animales es de 0, 489 h™, y que en los
animales control es de 0,158 h™.

Por lo tanto, se puede concluir que la deplecién de GSH
hepatico en la rata, inducida por la condicién
hipertiroidea, puede ser atribuida mayoritariamente a la
pérdida del GSH desde el higado hacia el espacio sinusoidal
y al aumento de la capacidad de degradacién hepatica del

tripéptido. Como consecuencia de esto, se produce un aumento




175
adaptativo en la velocidad de sintesis del GSH, el cual no
logra contrarestar el incremento en el eflujo sinusoidal del
tripéptido, estableciéndose asi un nivel de GSH de estado
estable mucho mas bajo que el de las ratas control. El
incremento en el catabolismo del glutatién podria tener
relevancia en la deplecién del tripéptido en la condicién
hipertiroidea. Sin embargo la estimacidén in vitro de la
actividad de la gama-glutamil transferasa no permite estimar
la contribucién exacta de este mecanismo a la deplecidn del
GSH.

Basandose en los resultados obtenidos se puede concluir
que el estado hipermetabélico hepatico inducido por la
condicién hipertiroidea experimental en la rata, se acompafia
de cambios moleculares que conducen al desencadenamiento de
un estrés oxidativo en el higado. Esta condicién se
desarrollaria debido a que el tratamiento con T; induce no
s6lo un aumento de la capacidad prooxidativa hepatica, con
generacién de especies activas del oxigeno a nivel
microsomal, mitocondrial y peroxisomal, sino que ademas una
drastica disminucién de mecanismos claves de defensa
antioxidante hepéticos, que incluyen la actividad de S0OD y
catalasa y el contenido total del glutatién. Como
consecuencia de estas modificaciones, se produce un
desbalance entre los factores celulares prooxidantes vy

antioxidantes, en favor de los primeros, y se incrementa la
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respuesta lipoperoxidativa hepatica. De esta manera, ya que
el proceso de lipoperoxidacién es de naturaleza aerdbica, se
obtendria un aumento del Q02 hebético que contribuiria a la
respuesta calorigénica que se observa en el hipertiroidismo.

Los resultados obtenidos en esta tesis en los animales
hipertiroideos y eutiroideos, sustentan lo postulado por
Cutler (1985), cuyos estudios muestran wuna correlacion
directa entre las velocidades de autoxidacién o
lipoperoxidacién tisulares y las velocidades del metabolismo

basal de diversas especies (Esquema VII).




CONCLUSIONES

Las conclusiones finales mas relevantes de esta tesis
son las siguientes:
1. La administracién de T; a ratas induce una respuesta
prooxidativa hepatica, manifestada a traves de aumentos de
la RSA medida en higado perfundido, de la
quimioluminiscencia del 6rgano, tanto in vivo como in vitro
y de la respuesta lipoperoxidativa celular. Estos efectos
del +tratamiento hormonal serian el resultado de un
incremento en la actividad de procesos de reduccién
univalente del oxigenoc a nivel microsomal y mitocondrial,
como también de la produccién de H 0, en peroxisomas.
2. En concomitancia, la actividad de dos de los sistemas
enzimaticos que proporcionan defensa antioxidante celular,
la sobD citosélica y la catalasa, disminuyen
significativamente en esta situacidn. Mas aun, los
contenidos hepaticos de GSH, la biomolécula antioxidante de
mayor relevancia a nivel celular, y de GSSG disminuyen en
forma dréastica por el tratamiento hormonal, estableciéndose
niveles de estado estable del tripéptido mas bajos que los
de animales eutiroideos.
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3. La deplecién del GSH en el hipertiroidismo se deberia
mayoritariamente a incrementos en el eflujo sinusoidal y en
la capacidad degradativa hepatica del tripeptido. La
velocidad de sintesis del GSH aumenta significativamente en
los animales hipertiroideos, sin que este incremento logre

equilibrar la pérdida del tripeptido.




PROYECCIONES

Loe cambios moleculares inducidos por la calorigénesis
tiroidea en el higado, presentados y analizados en esta
tesis, conducentes al desarrollo de una condicién de estreés
oxidativo, sugieren algunas estrategias experimentales que
pudiesen ser de importancia en el area tematica estudiada.
Entre ellas se destacan:

1. La estimacién de la contribicién del aumento del
catabolismo hepatico del GSH a la deplecién celular del
tripéptido en el é6rgano intacto. Este objetivo se puede
lograr mediante el uso de la técnica del higado perfundido
y aislado de rata, considerando que la actividad de la gama-
glutamil transferasa ha sido demostrada recientemente,
mediante técnicas histoquimicas, en el polo sinusoidal del
hepatocito (Lanca e Israel, 1991), actividad ectdépica que
aumenta en algunas condiciones experimentales que conllevan
una deplecién del GSH intrahepatico (Israel y col., 1992).
2 La evaluacidén de la recuperacién del nivel de GSH
hepatico y la normalizacién de la actividad prooxidativa
celular, luego de un determinado protocclo de induccidn de
la calorigénesis tiroidea, con el objeto de lograr una mejor
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comprensién de la transicién del estado hipertiroideo al
eutiroideo que ocurre luego de la terapia con
propiltiouracilo en el hombre.

3. Abordar el estudio de la posible potenciacién de la
citotoxicidad quimica y de aquélla asociada a procesos de
isquemia/reperfusién en el higado por el estrés oxidativo
hipertiroideo, condiciones que involucran un componente

prooxidativo particular.
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