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•              REsunEIt

La   adminigtraci6n   de  hormone  tiroldea   a  ratag   induce

una  regpuegta  calorigenica  organica,   con  incrementog  en  la

regplraci6n  hep6tlca,  en  la reduccl6n  univalente del  oxlgeno

a   nivel   mlcrogomal   y   en   la   lipoperoxldacl6n   celular.    Con

egtog   antecedenteg,   en   egta  tegiB  ge  egtudian   log  cambioB

moleculareg   hepdticog,   agociaclog   al   hipertiroidigmo  en   la

rate,   que  degencadenan  un  egtr6g  oxldativo  pare  el  6rgano.

Todog  log  egtudiog   ge  efectuan  en  el  higado  de  ratag

macho,   alimentadag  ad libitun,  tratadag  con  dogig  diariag  cle

a,1   mg/Kg    cle   triioclotironlna   g6dit:a   durante   1    a   7   dlas

congecutivog.

La   evaluaci6n   de   la   regpiraci6n   hepatica   gengible   a

antioxidanteg    y    de    lag    regpuegtag    quimioluminigcente    y

lipoperoxidativa   del   tejiclo,    muegtran   uns   alterac=i6n   del

egtado     norm6xico     celular     con     incrementog     clel     lndice

tiobarbittlrico  y  de  la  luminigcencia  tanto  en  el  6rgano  in

gitu,   coma  en  la  bilig  y  en  homogeneizadog  clel  tejiclo.   Egtog

cambiog    derivarlan    de    incrementog    clr6gticog,     tent.a    del

congumo  de  oxigeno  y  de  la  regpiraci6n  microgomal  gengible

a    antloxldanteg,     coma    de    la    generacl6n    peroxigomal    de

xvill



per6xido    cle    hiclr6geno    y    de    la    actividad    prooxidativa

mitocondrial,    manifegtada   a   traveg   de   la   produccl6n   de

guper6xidog  y  de  per6xido  de  hidr6geno  en  egte  organelo.

La   evaluaci6n    de    la   actividad    celular   de    defenga

antioxidante,  gefiala que  el  tratamlento hormonal  no modlf ica

la  actividad  de  la  pareja  enzimitica  glutati6n  peroxidaga-

glutat,i6n  reductaga,   increment.ando  dr6gticamente  el  aporte

de  NADPH  al  gigtema,   via  glucoga-6-I ogf ato  deghidrogenaga.

A   log  3   dia:   de  tratamiento   ge   obgerva  una   gigni±icativa

digminuci6n   de   lag   actividadeg   de   la   catalaga   y   cle   la

guper6xido    digmutaga    citog6lica,     que    podrla   derivar    de

modi±icacioneg   de   regicluog   egencialeg   y/o   degraclaci6n   cle

egtag    enzimag    pop    lag    egpecieg    prooxidativag    hep6t.icag

incrementadag.   En   opogici6n   la   actividad   de   la  guper6xido

digmutaga   mitocondrial   aumenta   en   egtog   animaleg,    lo   que

puede  repregentar  un  mecanigmo  de  adaptaci6n  al  incremento

de    dichag    egpecieg.     En    forma    paralela,     ge    obgerva    una

drigtica  depleci6n  del  contenido  intracelular  del  glutati6n

reducido  y  oxidado,   lo  que  guTnado  a  lag  disminucioneg  de  lag

enzimag  gefialadag,   congtituiria  un  I actor  cleterminant.e  para

el   degencaclenamiento   de   un   egtreg   oxidativo   hepatico   en

egtog  animaleg.

En    relaci6n    a    log    mecanigmog    regpongableg    de    la

depleci6n  hepatica  clel   glutati6n  reducido,   el  tratamiento

hormonal   durante   3   diag   incrementa   en   un   86./.   el   eflujo
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ginusoidal  del  tr`ipeptido  y  en  un  112%  la  actividad  tie  la

gama-glutaTnil tranE5feraga,  gin alterar el eflujo canalicular
cia    glutati6n    ni    lag    velocic[ac[eg    cle    utilizaci6n    y    de

repogici6n    tie    la    biomol-Ecula    via    la    par`eja    glutati6n

peroxida±a-glutat.i6n     reductaga.      En      conc=omitancia,       la

utilizaci6n     del     glutati6n     reclucido     via     glutati6i-S-

trangferagas    (arilo   y   epoxi)    cligminuye   draf5ticamente   en

egtog  animaleg.   Egtog  regultac[og  sugieren  que  la  clepleci6n

hepatica  clel  glutati6n  reclucido  geria  mecliacla  pcir  aumentos

del    eflujci    ginugoidal   y    de   gu   clegraclaci6n,    la    cual   eg

inicacla  pop  la  gama-glutamil  trangferaga.

La   velc]cidac±   de   sintegig   clel   tripeptidci,    estimacla   a

travEg      clel      recambio      in      vivo      del      migmo,       aumenta

E5igni±icativamente,   gin  compengar  la  pErc]ida  del  metabcilito

pop  log  mecanigmog  gefialaclog.   Debiclo  a  egto,   en  log  aniTnaleg

hipertiroicleog  ge  egtablece  un  nivel  tie  glutati6n  reducido

intracelular  de  egtadci  egtable  Tnuchci  mag  bajo  que  el  cle  log

animaleg  control.

En  gums,  en  el  egtaclo  hipermetab6licc}  hepitic:ci  induciclo

pop  el  hipertirciicligmo,   ge  proclucen  cambiog  mcjleculareg  que

conllevan   el   desarrcillo   de   un   estrEg   oxidativo   pare   el

6rgano,    clebic]o   al   incremento   de   la  capacidad   prooxiclativa

hepEtica   y   a   cligminucioneg   cle   mecanigmog   clave   cle   defenga

antioxidante,   entre  log  cuales  la  clepleci6n  clel  glutati6n

reducido  tenclria  un  rol  critico.
XX



SUHHARY

Thyroicl    hormone    administration    t.a    rats    induces    a

calorigenic   regponge   in   the   animalgg,    in   parallel   with

increments  o±  the  hepatic  regpiratlon,   microgomal  univalent

reduction  of  oxygen  and  cellular  lipid  peroxidation.  In viey

o±  these  congiderationg,   the  present  thegig  evaluates  the

molecular  changes  elicitecl   by  a  hyperthyroid  State   in  rat

liver,   which   might   trigger   an   oxidative   condition   in   the

Organ.

The  gtudieg  Were  carrlecl  out  in  livers  from  male  rate,

fed  ad  libitun,    treated   with   daily  dogeg   of   a.i   mg/kg   of

weight   of   sodium   triiodothyronine   for   1   to   7   consecutive

days.

Aggeggmentg    of    the    hepatic    antioxidant     gengitive

respiration  and  the  chemiluminegcent  and  lipid  peroxidative

regpongeg  o±  the  t,iggue,   evidence  a  gignif icant  alteration

in   the   cellular   normoxic   State,    with   increments   in   the

thiobarbituric  acid  index  ancl  in  the  luminegcence  of  the  in

91tu   organ,     bile    gampleg   and   tiggue    homogenateg.    These

changes  could  derive  from  the  clragtic  enhancementg  bat.h  in

the  oxygen  congumpt,ion  and  Tnicrogomal  antioxidant  f=engitive

xxi



respiration,    ag   Yell   ag   in   t,he   peroxigomal   generation   of

hydrogen   peroxide   and   mitochondrlal   prooxldant   activity,

With  generation  of  guperoxideg  and  hydrogen  peroxide  by  thif=

organelle.

The   evaluation   of   the   cellular   antioxidant   capacity

ghowg    that    the    hormonal    treatment    does   not    modif y   the

activity         of         the         enzymatic         pair         glutathlone

peroxidage/glutathione     reductage,      enhancing     the     NADPH

avilability     to      this      gygtem      via      glucose-6-phosphate

clehydrogenage.     Three    days    after    hormone    treatment,     the

animals  ghov   gignif icant   decreTnentg  ln   liver   catalage   and

cytogolic      guperoxide      cligmutage      activities,       poggibly

resulting  from  modifications   of  eggencial   regidueg  and/or

enzyTne  clegradBtion  by  t.he  enhanced  generation  of  prooxiclant

gpecieg.     Contrarily,     mitochondri.al    guperoxide    digmutage

activity   ig  increased,   a  I inding  which  could  represent.  an

adaptative   mechanism   to   the   enhancecl   levels   of   prooxidant

gpecieg.      In     parallel,      a     drastic     depletion     o±     the

intrahepatlc  content  of  reclucecl  and  oxlclizecl  glutat.hione  wag

observed  which,   in  adclition  to  the  decreased  activit.leg  of

antioxidant  enzymeg,   could  constitute  a  determinant  I or  the

clevelopment   of   an   oxiclative   gtregg   in   the   liver   of   t.heE5e

animals, `

In    relation    to    t,he    mechanisms    leading    to    hepat,ic

reduced  glutathione  depletion,   hormone  t.reatment  I or  3  clayg
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elicited  an  S6./.  enhancement  in  the  glnugoidal  e±f lux  of  the

tripeptide  and a  112./. increage  in gamma-glutamyl  trangferage

activity,    without   changes   in   the   canalicular   eff lux   o±

glutathione    and    ln    the    proceggeg    o±    utillzatlon    and

repogition    of    the    biomolecule    via    the    enzymatic    pair

glutathione         peroxidage/glutathione         reductage.          In
concomitance,        reduced       glutathione       utilization       via

glutathione-S-trang±erageg        (arylo       and       epoxide)        ig

drastically  decreased  in  these  animals.   These  regultg  are

guggegting  that  the  depletion  of  liver  recluced  glut.athione

coulcl   be   mainly   ascribed   to   increments   in   the   glnugoldal

efflux and  in t.he  tripepticle degradation,  which  ig  initiated

by  gamma-glutamyl  t.rangferage.   Although  the  rate  of  hepatic

glutathione  gynthegig,   estimated  in  in  vivo  experiments,   ig

drastically   increased,    no   compensation   of   the   metabolite

depletion     ig     attained.      Thug,      a     gignif icantly     lower

intracellular     Steady     State     level     of     glutathione     ig

gtablighed  in  the  hyperthyroid  animals.

In         Summary,          hyperthyroidigm-inducecl     -    liver

hypermetabolic  State,   elicits  molecular  changes  leading  to

the  development  o±  an  oxidative  gtresg  in  the  tissue.   This

deletereoug  condit.ion  ig  the  result  of  an  enhancement  in  the

prooxiclant  capacity  of  the  organ,   ag  veil  ag  the  dlminutlon

c.I    key    antioxidant    Tnechanigmg,     among    Which    glut,athione

depletion  geemg  to  play  an  important  role.
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I NTF!ODUCC I 0N

A.        ACCI0NES       BI0L0t5ICAS       Y       CELULARES       DE       LAS       HORMONAS

TIR0IDEAS.

1.   Agpectog  generaleg.

Lag   hormonag  tiroideas,   T.  y   T3  hen   gido   degcritag   en

cagi  todog  log  vertebradog,   determin6ndoge  que  ellag  juegan

roles  importanteg  en  el  degarrollo  fetal,   neonetal  y  en  el

de  organigmog  adultog,   modulando  el  metaboligmo  de  divergog

nutrient.eg,    el   trangporte   de   aminoacidog   y   electrolit,og

dentro    de    la    celula    e    incrementando    la    fogforilaci6n

oxiclativa   (Shambaugh,    1986).    Log   efectog   de   T.   y   T.   gobre

or`ganigTnog   fetaleg   y   neonataleg   eE5tan   relacionadog   con   el.

crecimiento,   proliferaci6n  y   cliferenciaci6n  celulareg,    en

tanto     que     log     efectoE=     gobre     organigmog     ac]ulto=     gen

notablemente  diferenteg  y  ge  relacionan  con  la  producci6n  cle

energla   (Shambaugh,    1986).

Pege   a   que   no   ha   gido   pogible   clegcribir   una   acci6n

celular  dnica  de  lag  hormonag tirolcleag  que  permits  explicar

lag  divergag  alteracioneg  funcionaleg  que  ocurren  cuando  un

tejido  eg  expuegto  a  ellag,   ge  ha  pogtulaclci  que  gu

i
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interacci6n  con  .celulag  blanco",   c=onclucente  a  la  expregi6n

final  cle  gug  efectos,   implicaria  log  giguienteg  eventog  (De

Nayer,1987):

i)    Captaci6n   e   ingrego   c[e   lag   hormonag   tiroic±eag   a   lag

cElulaE5.

ii)   Convergi6n  enzimatica  de  T.  a  To  par  deioclinaci6n.

iii)   Uni6n  de  T.  a  receptoreg  nucleareg  egpecificog.

iv)   Modulaci6n  de  la  expregi6n  g6nica.

Se   ha   gugerido   que   el    ingrego   cle   Ta   a   una    "t=6lula
'.1

blanco"   involucraria  mecanigmog  cle  trangporte  clepenclienteg

c[e  energla,   y   que  habria  un  interc=aTnbio  rapiclo  entre  la  To

intracelular   y   la   Ta   extracElular   {Clppenheimer,    1985;   De

Nayer,19S7).   Pop  otro  laclo,   log  efect.og  celulareg  ejerc=iclog

par.  lag  hormonas  tiroideag  gen  especificog  pare  cac]a  tejido

{Oppenheimer,    1979).

Con    frec=uencia    ge    ha   congiderado    que    lag    accioneg

celulareg    cle    lag    horTnonag    tiroideag    provienen    de    la

regulaci6n  clel  procego  de  trangcripci6n,   mecliante  gu  uni6n

a   receptoreg   nucleareg    {Oppenheimer`,    1979}.    Sin   embargo,

estudios   mag   recienteg    apoyan    la   exiE5tencia   cle   efectos

extrEinucleareg   de   lag   hormonag   tiroideag,    pop   lo   que   ge

prciponen  al  menos  3  cliferenteg  viag,   mediac[ag  pop  receptoreg

gituaciog  en  ntlcleo,   membrane  plagmitica  y  mitoconclr.ia,   lag

clue  clarian  cuenta  de  la  divergidacl  de  lag  accioneg  ejerciclag

pop  To   (Sterling,    1986;   De  Nayer,    19S7).
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a}     RLEg_eotoreg     nucleE±L±:     Son     protelnag     no     higt6nicag

pregenteg  en  la  cromatina,   unldas  fuertemente  al   DNA,   que

pregentan  uno  alta  afinidad  pop  T®_(congtante  de  agoclaci6n

en   hlgado   de   rate   ln  vlvo:   4,7   x   10-``   M)   y   cuya   BlnteglB

puede   ger   regulada   pop   la   migma  hormone   {Shambaugh,    1986i

Sterling,      19S6;      De     Nayer,      1987).      Exigten     receptoreg

nucleareg     pare     T.,      tanto     en     tejidog     que     regponden

calorig6nicamente      a      ella,      coma      el      hlgado,      mtigculo

eE5quel6tico  y  rifi6n,   coma  tambien  en  cerepro,   6rgano  que  no

manifiegta  dicha  regpuegta   (Oppenheimer,   1974).

A  diferencia  de  lag  hormonag  egteroldaleg,   la  uni6n  c]e

Ta  a   estog   receptore8   Berla   dlrecta,   gin  requerir   de  una

lnteracci6n   prevla   entre   la   hormone   y   gu   receptor   en   el

citogol   (Shambaugh,   19S6).   Sin  embargo,   el  trangporte  de  Ta

degde  el  citogol  al  ndcleo  no  geria  pop  Simple  difuE5i6n  gino

que     requerirla      cle     un      sigtema     egtereoeE=peclf ice      de

trangporte,   dependiente  de  energia   (Oppenheimer,   1985).

La  uni6n  cle  T. a  gu  receptor  iniciarla  la  trangcripcidn

cle     "genes     blanco-,     egpecificamente    afectadog     pc.r     lag

hormonag   tiroideag,    lo   que   llevaria   a   increment.og   en   la

91ntegig  de  RNAm,   con  cambiog  en  el  RNAm  citoplagmitico  y  en

la    glntegig    de    protelnag    egpeclficag    (Shambaugh,     1986;

Sterling,    1986;   De  Nayer,    19S7).    En   higado   se   ha   clegcrito

que  la  glntegig  de  19  egpecieg  de  RNAm  (8./.)  geriB  controlada

pop   T.   (De   Nayer,    1987).
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b)   Receptoreg  en  mitocondria  y  en  meTn.Er,E}na   plaBm6tlca:   Log

receptoreg mitocondria.leg gen gitiog gaturableg,  componenteg

de  la  membrana   interna;   ge  ba   propuegto  que  ellos  poc[rian

e=tar  muy  relacionadog  a  ger  identico=  a  la  trangloca=a  de

ADP-ATP   degcrita   pop   Klingenberg    {Sterling,    1986).    Estan

presenteg  en   tejiclog  que   regponden  calorigenicamente  a   Ta

{higac±o,    mtisculo   egqueletico,    pulm6n,    intestinci   y   tejic±o

aclipogo}   y   ausenteB   en   tejidog   que   no   lo   hacen   (cerebra

adulto,   bazo  y  tegticulo)   {Sterling,1986;   De  mayer,   19S7).
+',

Tanto   log   efectog   rapidog   y   clirectog   ejerciclos   pop   Ta  en

higaclo   gc]bre  el   metabolismo   energEtico   y   la   proc[ucci6n  cle

glucoga,     que   no    gen   moclif icadog    par    inhibicloreg    tie    la

gintegiB  pl`oteica,   coma  gu  ef ectci  egtimulaclc]r  temprano  cle  la

regpiraci6n       mitoc=onc[rial,        ban       gido       atribuiclog       a

interaccioneE5  de  la  hormona 'con  egtos  ret=eptoreg  (Sterling,

1986;   De   Hayer,    19S7}.

La   uni6n   cle   T3   a   receptoreg   en   meTnbrana   plagmatica

podrla  explicar  Bug  accic]neg  te"pranag  gobre  el  intercambio
cle   ioneg,    la   acuTnulaci6n   intraceluiar`   cle   aminciEcidog   y   2-

deoxiglucciga,   entre  otros,   la  activaci6n  del  eflujo  de  Ca.2

clegcle  eritrocitog  y  el  ingreso,   clepencliente  cle  energia,   cle

T®  a   la  c5lula   {Oppenheimer,   19S5;   Sterling,    19S6)..

TambiEn  ge  ham  degcrito  proteinag  citog6licag,   capaceg

cle    unir    T8   ±ormando    complejog    que    egtan    en    equilibrio

reversible   con  mQIEc:ulBg   C[e   T3  libre,    y   que  r`etienen   a   la



hcirmona  dentro  de  lag   "cElulag  blanco"   {Sterling,   1986)..

Pop consiguiente,  habrla 3 viag pogibleg  pare la acci6n

celular   de   lag   hc)rmonag   tiroideag,    giendo   aqu6llag   que

utilizan    lcig    ret=eptoreg    de    membrane    plagmatica    y    de

mitocondria   lag   que   mecliarian   regpuegtag   tempranag   a   lag

horTnonag  (dentro  cle  lag  6  primerag  horag),   mientrag  aquella

que  utilize  receptoreg  nucleareg  mediaria  eventog  tardios
(clegpuEg  cle  24  a  4S  horag).

2.   Efectci  calorigEnico  de  lag  hormonag  tiroic[eaE5.

Luego   que   en   ls95  Aclolf   Magnus-Levy   egtableciera   que

exigte   una   relaci6n   entre   lag   hormonas   tiroldeas   y   el

congumo   clel   oxigeno,    egtudiog   a   nivel   celular   cle   Tats   y

colaboradoreg   gefialaron   que   la  ac=ci6n   calorigEnica   c[e  lag

hormonag  tiroicleag  eE5taria  mecliada  pop  una  inducci6n  en  la

gintesig   cle   RNA   y    proteinag    (Shapbaugh,    19S6;    Sterling,

i9S6 ) .

Lag  hcir"onag  tiroicleag  estimulan  el  congumo  cle  oxigeno

celular  en  el  hlgado,   rifi6n  y  mdgculo,   obgervEncloge  que  egta

respuesta    calorigEnica   cligminuye   c=on   la   eclacl   clel   animal

(Shambaugh,      1986).     Estucliog    de     Igmail-Beigi     y    Eclelman

sefialan  que  egte  efec:to  ge  lograria  a  travEs  tie  un  egtimulo

c[e   la   bomba  tie  Ha.,    que   opera   a  travEg  c]E   una   ATpaga  Na+/K.

unicla  a  la  membrana  plagmatica,   mec[iante  un  inc=re"ento  en  el

ntlmero  de  uniclac±eg  cle  Egta.   El  mayor  congumo  cle  ATP  que  ello

implica    incrementaria    lag   velociclacles    cle    trangporte    de
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electroneg y  de  fogforilaci6n del  ADP  mitocondrialeg,  con  un

aumento  concomltante  en  la  velocidad  de  conBumo  de  oxlgeno

(Igmall-Beigi   y   Edelman,    1970).    Edelman   ha    degcrito   qu-e

exigtirla   un   paraleligmo   entre   la   inducci6n  de   la  ATpaga

Na./K. el  grade  de  ocupaci6n  de  log  receptoreg  nucleareg  papa

T.  y   la   actividad   de  uns  enzima  mltoconclrial   hep6tica,   la

al fa-gllcero  I ogfato  cleghidrogenaga,   proporcionando  agl  un

mecanigmo  que  permitir`1a  explicar  la  acci6n  calorigenica  de

lag  hormonag  tiroldeag   (Shambaugh,   1986;   Sterling,   1986).

El   efecto   que   manif iegtan   lag   hormonag   tiroldeag   de

incrementar    el    ntlmero    de    unidadeg    de    ATpaga    Na./K.    de

membrana     plaE5matica     parece     compatible     con     una     acci6n

primaria  de  T®  a  nivel  de  log  receptoreg  nucleareg,   lo  que

producirla  incrementog  en  la  slntegig  de  un  mayor  ntlmero  de

unidades  de  bomba  de  Na.  (Sterling,   1986).   Sin  embargo,   log

genes   que   coclif ican   pare   la   ATpaga   Na./K.   de   membrane   en

cerebra,   regponderian  g6lo  transit,oriamente  a To durante  log

perlodog-fetal  y  neonatal,   ya  que  pese  a  existir   un  mayor

ntlmero  cle  receptoreg  pare  T3  en  cerebra  de  rate  adults  que

en    hlgado,     dicho    tejiclo,     al    ser    eE5timulado    par    T®,     no

manif iegta     un     lncremento     en     el     consume     de     oxlgeno

(Shambaugh,    1986).

La      gecuencia      de      eventog      degencadenada      par      la

interacci6n  de  T3  con  recept,ores  nucleareg  no  parece  ser  la

tinica  explicaci6n  pogible  pare  el  efecto  calorig6nico  de  lag
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hormonaB  tiroldeag.   Haber  y  Loeb   (19S4)   ham  demostrado   que

habrla  un  efecto  temprano   (dentro  de  lag  6  primeras  horas)

E=obre    la    permeabilidad    a    cationeg,    con   incrementog   de-i

eflujo   pagivo   de  K.  y  del   influjo  de  Na..    Egtog  hallazgog

expllcarlan  en  parte  log  efectog  egtimuladoreg  de  T3  gobre

el    tr`anBporte    activo    de    cationeg,     e    implicarlan    uno

interacci6n    de    T®    con    gitiog    cle    union    en    la    membrane

plagmatica   (Sterling,   1986).

Pop   ot.ro   lado,    Hulbert   ha   propuegto   que   lag  hormonag

tlroldeag,     a    traveg    de    cligminucioneg    en    el    grade    de

ingaturaci6n     de     log     6cidog     gragog     congtituyenteg     de

membranag  biol6gicag,   digminuirlan  la  fluidez  de  egtag,   con

la   congiguiente   alteraci6n   en   la   actividad   c]e   gigtemas

enzimaticog   agociados   a   ellag,    hecho   que   podrla   explicar

muchog  de  log  efectog  tigulareg  de  T.,   incluyenclo  gu  e±ecto

gobre  el  trangporte  activo  de  cationeg   (Hulbert,   197S).

De      acuerdo      a      egtag      observaciones,       el      efecto

calorigenic=o   de   lag   hormonag   tircilcleag   podrla   involucrar

tent,a   regpuestag   t.empranag   coma   regpuegtag   tardlag.    Lag

regpuegtag  te"pranag egtarlan  mediadag  pop  la  interacci6n de

egtag     hormonag     con     receptoreE5     de     membrane     plagmitica

(intercambio     de     ioneg)     y    mitocondrialeg     {egtimulaci6n

directs  de  la regpiraci6n  mitocondrial).  Log  eventog tardlog

ge  deBencaclenarian  coma  regultado  de  la  interacci6n  de  lag

hormonaB    con    receptoreg    nucleareg,     e    involucrarlan    uns
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egtimulaci6n   cle   la   gintegig   de   unidadeg   de   ATpaga   Na./K-,

provocando   agi   un   aumento   en   la  velociclad   cl-e   rEc.ambio  clel    ...

ATP.

3.   Otras  accioneg  de  lag  hormonag  tiroideag.

3.i.    Accioneg   gobre    la    neutrangmigi6n.    Egte   procego    eB

modulado      par      lag     hcirmonag     tiroicleag      par     mecanigmog

diferenteg  que  incluyen   (Shambaugh,19S6) :

a)  Cambio  en  log  niveleg  cle  algunog  neurcitrangmigoreg  y/a .cle

Bug    precur`soreg    (incrementc)    clel    contenido    de    tiiogina,

clopaTnina  y  triptofano,   y  en  lEi  gintegig  de  Eicetilcolina).

b)    Moclificaci6n   clel   conteniclo   de   receptores    (aumento    de

recept.ores  bet.a-aclrenErgicog  y  clecremento  cle  log  receptoreg

al fa-aclren6rgicos  y  colinergicog}.

a)      Variacioneg     en     la     activiclacl     de     algunag     enzimag

involucradas     en     la     neurotransmisi6n      (colina     acetil

trangferaga,   acetil  ccilina  egteraga  y  monoamino  oxiclaga).

3.2.   Sintegis  proteica.   Egte  procego  eg  incrementado  a  toclo

nivel,   siendo  afectadas  priori,tal`iamente  enzimag  clel  ciclo

de  la  urea,   clel  metaboligmo  de  log  carbohiclratog  y  lipiclog,

lag  enziTnag  ligof5omaleg,   del  metabo|igmo  de  log xenobi6ticog

y   cle   lag   migmag   hormcinag   tiroicleag,    coma   tambiEn   lag   RNA

polimeragag  I  y  11.   Toaumenta  aclemig  |a  gintegig  de  algunag

proteinag    egtructurales    en    Tnitoconclriag    y    microgomag,

auTnentando  agi  la  maga  cle  egtos  organelog  (Shambaugh,1986).

3.3.    Interaccidn   con   otrag   horTnonag.    Se   ha   descrito   que
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pueden  actuar  en  tandem  con  el  cortigol,   la  prolactina,   la

ingulina  y  log  glucocorticoicleg,   y  controlar  la  glnteE=1g  de

la  hormone  del  crecimiento   (Shambaugh,    1986).

En   regumen,    lag   accioneg   tigulareg   de   lag   hormonag

tiroldeag   ocurren   pop   variog   mecanigmog,    que   incluyen   el

trangporte de  biomoleculag  y electrolitog hacia dentro de  la

c6lula,   la glntegig  o  activaci6n  de enzimas  egpecif icag y el

incremento    de    procegos    intracelulares    clave,     como    la

tranE5cripci6n   y   la   traclucci6n,    conducenteg   toclog   ellog   a

cambiog  en  el  tamafio  celular,   en  el  ntlmero  de  c6lulas  y  en

la  funci6n  celular.

a.    EL   ESTAD0   HIPERTIR0IDEO.

i.   Degcripci6n  y  cambios  metab6licos.

La   mantenci6n  de   la   actividac]   metab6lica  de   la  mayor

parte  de  log  tejidos  corporales  depende  del  funcionamiento

normal   de   la   glandula   tiroidea,    que   gintetiza   y   libera

hormonag      capaces      de      controlar      clivergas      actividadeg

enzlmiticag   tigulareg   (Barker,    1951).    El  degarrollo   cle   un

egtado  hipertiroldeo  en  vertebradog,   junto  con  producir  una

amplia        variedad        de        glntomas        clinicos,         aumenta

gignificativamente   la   velocidad   del   metaboligmo   basal   de

estog   animaleg,    siendo   6f=te   gu   efecto   mag   signif icativo

(Schwartz  y  Oppenheimer,    1978).   Esta  acci6n,   conocida  coma

calor`ig6negig  tirolclea,   se  caracteriza  par  un  aumento  en  la

velocidad   del  Boa  tot,al,   el   que  reE5ulta  cle   log  increment.os
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individualeg   en   el   Q0a   de   log    ntejic[og   blancon    pars   la

acc=i6n      cle      lag      hormonag      (Edelman,       1974;      SE.hvartz.     y

Oppenhei"er,    1978).    Egtudiog   de   Eclelman   y   colaboradoreg,

sefialan  que  el  aumento  en  el  gagto  energEtico  que  invol¥cra

el  trangporte  active  cle  Na-,   eg  capaz  cle  mec[iar  una  fracci6n

significativa  c]el  incremento  en  el  BOB  total  que  ge  obtiene

en   la   transici6n   del   egtado   eutiroideo   al   hipertiroicleo

(IE5mail-Beigi  y  Ec[elman,   197®;  Ismail-Beigi  y .Ed:-lman,1971;

Schwartz  y  OppenheiTner,   1978;  Sterling,   1979).   Estimaciones

cle    egta    contribuci6n    sefialan    que    en    higaclo    y    mdgc=ulo

eE5quelEtico  ella  seria  cle  mag  cle  un  9®./.  y  en  rifi6n  cle  un  46./.

{Edel"an,    1974;   Sc:hwartz  y   Oppenheimer,    1978).

Incrementos  en  el  tranE5porte  ac=tivo  c±e  cationeg  se  hen

observado     tambien     en     otras     concliciones,      asociadas     a

calorigEnegig  e  inc=rementog  en  la  veloc=iclacl  c[el  metaboligmo

bagal  y en  la  respiraci6n  celular,  tales  c:omo  el tratamiento

c3on      catecola"inas,       el      aclimatamientci      al      frio,       la

c±eghidrataci6n   con   hipernatremia   y   el   c=ongumo   cr6nico   de

etanol   (Edelman,    1974).

Pege  a  que  uns  importante  fracci6n  clel  incremento  en  el

gagto  energEtico  inc[uciclo  pop  lag  hormonag  tiroideag,   geria

utilizacla    pop    la   ATpaga   Ha-/K.   cle   la   bombs   de   Na-,    egte

mecanigmci     no     da     cuenta     del     total     de     la     regpuegta

calorig6nica  a  estag  hormonag,   existienc±o  una  fracci6n  clel

aumento   en   el   003   no   agoc=iado   al   trangpc]rte   active   cle   Na.
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(Igmail-Beigi  y  Edelman,   197®;  Igmail-Beigi  y  Eclelman,1971;

Edelman,     1974).     Este    hecho    sefiala    que    otros    procegos

celulareg,   clependienteB  de  oxigeno,   poclrian  contribuir  a  la

manifegtaci6n   de   la   regpuegta   calorigenica,    puc[ienclo   ser

ellog    c[ependienteg     a     inclepenclienteE5    de     la    energEtica

mitocondrial.

En  trabajog  previog  realizadog  en  nuegtro  laborator`io,

se  ha  c±egcrito   que  el  efecto  calorigEnico   cle  Ta  en  higado,

ge  acompafia  tie  la  estimulaci6n  c±e  reaccioneg  celulareg  que

invcilucran  la  reclucc=i6n  univalente  clel  oxigeno.   Es  agi  coma

la    administrac:i6n   cle   dogig   cliarias   de    T9   a   ratag,    que

c[etermina  incrementog en  log niveleg  gEricos de  Tasemejantes

a   log   obgervados   en   el   hipertiroiclismo   humane    (Viclela   y

col.,19SS),   junta  con  pl`oducir  aumentos  en  la  temperature

corporal   y   en   el   Q0a  hepatico,   incrementa   la   velociclacl   c±e

a.eneraci6n    cle    Oa-.    y    la    activic±acl    cle    la    NADPH    oxiclaga

micrc]gomales    (Fernandez    y    col.,     19S5).     ATnbos    parametrog

mic:r`ogclTnaleg   egt.En   agQc:iaclog   a   la   recluc:ci6n  univalente   clel

oxigenci,    procego   a   travEs   clel   cual   ge   generan   raclicaleg

libreg  y  especieg   activag,   capaces   de  iniciar   proceE5og  c±e

lipciperoxidaci6n  celular  con  consuTrlo  cle  oxigenc}  y  generaci6n

de    egpecieg    cle    elevacla    c=itotoxicic±ad     (Friclovich,     i.97.a;

Kappug,    1985).    Log   aspectos   especificog    c±e   la   reducci6n

univalente   clel   clxigenci   y   de   la   lipciperoxiclaci6n   celular`

E5erEn   analizaclcig   en   lEi   gEcci6n   C. i.
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2.   Interacci6n  de  lag  hormonag  tiroldeas  con  el  hlgado.

El  hlgado  es  uno  de  log  "tejidog  blanco"  pare  la  acci6n

de   lag   hormonag   tirolcleag,    lag   que   interactuan   con   egte

tejido   en   forms   muy   e=peclfica.    Lag   interaccioneg   de   lag

hormonag   tiroldeag   con   el   hlgado   involucran   no   g6lo   gu

metaboligmo   y  excregi6n   biliar,   gino   que  edemas   gu  efecto

Bobre  vlag  metab6licag  egpecificag  del  hepatocito,   coma  la

91ntesis   de   acidos   biliares,   y   log   eventos   celulares   que

conducen   a   incrementoE5  en   la  regpiraci6n   celular   (Javitt,

197S ) .

La  adTninigtraci6n  de  T3  a  animaleg  de  experimentaci6n,

induce    uns    condici6n    termogenica    que    ge    evidencia    pop

aumentog  gignif icativog  en  la  temperature  corporal  y  en  el

Q0a  hepit.ico   (Fernandez  y  col.,19S5).   Se  ha  degcrito  ademag

que   la  adminigtraci6n   de   horTnonag   tiroldeas   incrementa   la

actividad   cle   divergag   enzimag   hepaticag   r`elaclonadag   con

procesog celulareg de  6xido-reducci6n,  a nivel  mitocondrial,

micr`ogcimal   y   peroxigomal    (Barker,    1951;    Kato   y   6illette,

1965;    Igmail-Beigi   y   Edelman,    1971;    Israel   y   ccil.,    1973;

Isr`ael   y   col.,    1975;    Moreno   y   col.,    1979;    Just   y   Hartl,

19S3;   Haber  y  Loeb,    1984),    lo   que  repregentaria  regpuegtaE5

adaptativag   conducentes   al   incremento   en   la   regpiraci6n

tigular    (Kato    y    Gillette,     1965;     Israel    y    col.,     1973;

Edelman,    1974).

Se  ha  egtimado  que,   en  conclicioneg  normaleg,   alredeclor
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de    un    S®./.    del    00.    hepitico    en    egtado    egtable,     egt6

relacionado   con   la   activided   de   la   cadena   regpiratoria

mitocondrial,   en  la  cual  la  citocromo  oxidaga  lleva  a  cabo

la     reducci6n     tetravalente    del     oxlgeno     molecular    gin

generaci6n de intermediariog  (Fridovich,197S).  Una fracci6n

importante   del    2®./.    regtante    podria    repregentar    oxigeno

congumido   en  eventog   celulareg   que   impliquen  gu   reducci6n

univalente.      Dichog     eventog     ocurren     principaiment.e     en

citoplagma,     mitocondria    y    reticulo    endopligmico    ligo,

catalizadog    par    enzimag    egpecif icag,    con    la    generaci6n

concomitante  de  egpecieg  pro-oxiclanteg  tales  coma  Oa-.,    Haoa,

y    HO..

La  adici6n de  antioxidanteg con  capacidad  atrapadora de

radicaleg  libreg,  t,ales  coma CN-3,   agcorbato  a  hidroxianigol

butilaclo,    a   preparacioneg   de   higado   perfundido   de   rate,

determina   una   digminuci6n   en   el   002   gin   que   ge   produzcan

alteracioneg  en  el  patr6n  regpiratorio  mitocondrial  a  en  la

velociclacl  glicolitica  celular  (Viclela,19a4a).   Egt.e  hallazgo

representa  uno  RSA  bagel,   y  gu  magnitucl  corresponde  a  un  5

a  7./.  del  total  del  oxlgeno  consumido   (Videla,   1984a).   En  el

eE5tudio  mencionaclo  =e  gugiri6  que  la  RSA  bagel  representarla

un     componente     regpiratorio     clel     Q0a    hepatico,      que     es

eliminado  par  antioxiclantes,   y  que  podria  estar  relacionado

con     el     oxlgeno     utllizado     ya     sea     en     reaccione=     cle

trangferencia  de  un  electr6n,   a  en  la  mantenci6n  c]e  indic:eE
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bagaleg  de  lipoperoxiclaci6n,   a  en  ambo=   (Videla,   19S4a).   La

adici6n  de  agenteg  prooxiclantes,   de  Tnanifiesta  toxicidacl  a

nivel   hepitico,    incrementa   drasti_camente   egte   pal`a"etro

regpiratorio,   lo  que  eE=taria  sefialanclo  que,   come  re=ultado

de   la   interacci6n   de   dichoB   agenteg   con   el   higaclo,    ge

favoreceria      la      producci6n      cle      especieg      I`aclicalariag

intermec[iariag  tie  la  rec]ucci6n  univalente  del  oxigeno,   con

el    concomitante    incremento    de    la    RSA    {RSA    quimicamente

inclucicla)    (Viclela,    19S4b).    Estc}g   hallazgos   han   gervic[ci   de
``,rt

base   pare  pogtular   que   la  interacci6n   cle   Ta  con   el   higac]o

poclria     conclucir  en   forma  similar  a  incre"entcts  en   la  RSA

basal de  egte tejido,   conf=ic±erando  log efectos  egtimulaclcireg

cia  T9 gobre  la  reclucci6n  univalente  clel  oxigeno  ya  descritos

{FernEnclez   y   col.,    1985).    En   teoria,    el   incremento   en   la

regpiraci6n  hepatica  cibE5ervado  en  ani"aleE5  hipertiroicleog,

pciclria    atribuirge    a    aumentos    en    el     Q0a    mitciconclrial,

microgomal      y      perc)xiE5omal.       Estas      actividacles      podrian

involucrar  una estiTnulaci6n  c±e  reaccic)nes cle  utilizaci6n clel

oxigeno  mediante  f5u  recluc=c:i6n  univalente,   c=ontribuyendo  asi

egte  tipo  de  procegos  a  la  regpuesta  calorig6nica  obgervada

en  log  animales  hipertiroideog.

a)    Efectcis   mitoconclriales   de    lag   hormonas   tiroicleaE5.    AI

parec=er  algunos   cle  log  efectos  de  Ta  sabre  mitoconclrias  no

requieren  de  incrementos  en  la  capac=idad  gintetic=a  nuclear.

Se   ha   clegcrito   que   exiE5tiria   un   componente   en   la   membrane
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mitoconclrial   que   une   Ta   en   I orma   egpecifica,    con   gitios

E5aturableg,   cle  alta   afinidac]   (congtante   c[e  agociaci6n   loll

H-i)     (Sterling,     1979).     La    _adminigtraci6n    cle    Tg    a    T.    a

aniTnaleg tiroiclectc]mizados,  restituye la capaciclad oxidativa

mitoconclrial   cle   egtog   animaleg,    junta   con   incrementar   la

captac:i6n  cle  ADP,   la  velociclacl  de  metaboligmo  bagel  y  el  Q0a

en  forma  propcircional   (Tats  y  col.,1962;   Sterling,1979).

En  ani"ale=  hipertiroideog  =e  observa  edemas  la  slntegis  cle

uns  --nueva    poblaci6n    cle    mitocondriag    con    aumento    en    el
` I.} ,

ntlmero,    tamafio   y   capacidacl   regpiratoria   {Sterling,    19S6),

junta  a  incrementog  en  el  contenic]o  cle  citocromo  a  y  en  lag

actividacleg de algunas enzimas mitoconclrialeg hepaticas c:omo

citocroTno-c=   oxiclasa   y   guc=cinico   oxiclaE5a   {Barker,    1951).

SE  ha  gefialaclo  qua  mitocondrias  aiglaclag  cle  coraz6n  cle

bovinc]   en  estaclo   4,   pueden  generar  0=-.   y  H=0=  a  velocidades

que     repregentan     alrecleclor     del     2./.     del     Boa    total     en

condicioneg figiol6gicas  (Turreng  y  Boveris,198®).  Mag  adn,

la      pEI`fu=i6n      c[e      higadoB      cle      rats      nc]rTnal      c=on      alta=

concentraciones tie 2, 4-clinitrofenol,  ha perTnitidc. visualiz-ar

un      componente      regpiratoric]      mitocondrial      sensible      a

antioxic[antes,     que   representa   un    13./.   clel    QO=   total    clel

6rganci,   lo  que  gugiere  que  el  increTnento  en  la  regpiraci6n,

par  efecto  clel   degacoplante,   estaria  Tnediado  en   parte  par

algtln    componente    mitocondrial    agociaclo    a    la    reducci6n

univalente  c[el  c}xigeno   (Viclela,19S4a).   Lcig  clatog  obteniclog
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c±e  log  trabajog  gefialadog,   permiten  gugerir  que  el  efecto  cle

lag  hormonag  tiroicleag  E5obre  la  respiraci6n  celular  poclr±a
I

involucl`ar  la  egti"ulaci6n  de  reacciones  mitocondr.iales  cle

trangferenc:ia  cle  un  electr6n.

b)   Eiectcig  DeroxigoTnaleg   de  la_g±ormonag  tiroic]eag..   Se  ha

encontrado   que   la   adminigtraci6n   de   hormonag   tiroicleas   a

rates  induce  una  proliferaci6n  c[e  egtos  organelos  en  forma

de   microperoxigomag,    lo   que   implica   uns   remc]clelaci6n   clel

compartimento   peroxigomal   hepatico   (Fringes   y   col.,19S2;

Just  y   col.,1982).   En   egtag  condiciones,   se  hen  degcrito

incrementoE5    cle    61./.    en    la    actividacl    cle    la    D-aminoaciclo

oxiclasa    y    cle    25®./.    en    activiclad    de    la    beta-oxidaci6n

peroxisoTnal   cle   aciclog   grasog,    ambog   E5istemas   relacionados

con  la  generaci6n  cle  H=0=  {Chance  y  col.,1979;   Just  y  col.. ,

1982;  Just  y  Hartl,   1983),   en  concomitancia  ccin  incrementos

cle  32./.  en  la  activiclacl  de  la  catalaga   {Jugt  y  col.,19S2).

Pese   a   que   no   se   ha   clescrito   prciducci6n   cle   02-.    a   de   HO.

durante   la   produc:ci6n   peroxisomal   de   Hac]=   (Chance   y   col.,

1.979),    se   ha   sugericlo   que   eE=to=   c=ambios   inc{uc=ic[os-por`   laE5

hormonag  tiroicleas  en  la  egtructura  y  funci6n  peroxiscimal,

poclrian  contribuir  tanto   al  aumento   en  el   Boa  c=elular  c=oTno

a    la    proclucci6n   cia   calor    que   ge    observan   en    el    eE5taclo

hipertiroideo   {Just  y  Hartl,   1983).

c)   Efec=tog  TnicrogoTnaleg  tie  lag  her_in_QnElg  tirolcleaE3.   El  ugo  cle

inhibidores  de  la  cadena  regpiratoria  mitoconclrial,   coma  la
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antiTnicina-A,   ha  permiticlo  egtimar  que  alrecleclor  de  un  2®%

c±el  total  de  la  regpiraci6n  celular  eg  insensible  a  EE5tos.

Una   fracci6n   importante   cle   egta  respirac=i6n   insensible   i

antimic=ina-A   podria   atribuirge   a   procesos   microsomale=   de

trangferencia    cle    electroneB    que    implican    la    reclucci6n

univalente clel  oxigeno.  Dichag reaccioneg egtan involucradaE5

en    el    metabolisTno    cle   xenobi6ticos,     proceso    en    el    cual

participan  la  hemoproteina  citoc=romo  P-45®,   degempefianclci  un

rol    central,     la    NADPH-citocro"o    P-45®    recluctaga,     NADH-

citocromo  bs  recluctaga  y  el  HADPH   (Egtabrook  y  Werringloer,

1977).   Coma  intermec±iario  cle  lag  reacc:ioneg  TnicroE5omaleg  cle

cixidaci6n  cle  funci6n  mixta  que  ocurren  en  el  metaboligmo  c[e

log     xenobi6ticos,      E5e     forTna     un     complejo     ternario,      el

oxicitocromo    P-45®    {Fe.Z-02-xenc)bi6tico)    cuya    cligociaci6n

poclr`ia  generar  la   forma  ±errica  cle   la  hemoproteina  con   la

concomitante  liberaci6n   de  0=-.   de  cuya  cligTnutEici6n,    ya  sea

espontanea   a   via   SOD,    se   podria   generar   H=C)a   (Estabrook   y

Werringloer`,      1977).      Pc)r     otro     laclo,      H=C]a    poclria    tambiEn

clerivar      cle      la      cliE5ociaci6n      cle      otro      intermec[iario,

corresponc±iente  a  la  forma  Fe.9-Oa-=-xenobi6tico   (Estabrook  y

Werringloer,1977).   La  proporci6n  en  que  ge  obtenc±rian  estas

eE5pecieg  activag  del   cixigeno  va  a  C[epencler  cle  la  pl`egencia

de  suE5tratog  microsomales   y   del  tipo   de-  uni6n  de   Egtog   al

citocromci   P-45®   (Egt.abrook  y  Werringloer,    1977).

En     conc=omitanc=ia     cc)n     el     clegarrollo     cle     uns     Tnayor
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capacidad  oxidativa  hepatica,   en  el  egtado  hipertiroicleo  ge

produce  uns  proliferaci6n  clel  reticule  encloplasmico  lisa  de

egte   tejigo,    junta   a   una   Eerie   de   alteraciones   en   lag

funcioneg     microf5omaleg     relacionadag     con     reacc=iones     cle

trangferencia  cle  electrones,   dependienteg  de  NADPH   {Israel

y   ccil.,    1973;   Szilagyi   y   col.,    197S).    Es   agi   comc]   ge   ban

degcrito  increTnentog  drasticog  en  la  ac:tividad  de  la  NADPH-

citocromc]  P-45@  reductaga   {Phillipg  y  Langc[on,   1956;   Tats  y

col.,    1962;    cle   Araujo   y   col.,    19S2),    una   cle   lag   enzimas

clave    en    el    Tnetabolismo     cle    xenobi6ticos     (Estabrook    y

Werringloer,   1977),  hallazgos  que concuerc±an  con  increTnentog

en    el    metabolismo    de    xenobi6ticos    coTno     la    antipir`ina

(Eichelbaum   y   col.,    1974),    la   zoxazolamina   y   la   anilina

{Conney    y    Barren,     1961;    Kate    y    Billette,     1965),    en    el

sistema   microf5omal   que   metaboliza   etanol    (Moreno   y   col.,

1979)       y       en       la       reduct=i6n       microsoTnal       de       clelta{-3

Get.oegteroicles     (MCGuire    y    ThoTnkins,     1959).     De    la    misma

manera,   ratas  tiroiclectc)mizaclag   y   trataclas  clurante  7   clias

con  dogis   qua  fluctuan  entre  a,®5  y  a,5®  Tng   c[e  T.  par  Kg  cle

peso,   manifiegtan  incrementos  en  la  actividacl  de  la  NADPH-

citocromo   P-45®  reduc=tasa   y  en   el  metaboligmo   tie  diversog

xenobi6ticog     (Rumbaugh    y     col.,      197S).      AdemiE5    de    egtog

regultadoE5,    la   aclministraci6n   cle   To   y   T,   a   ratag   procluce

incrementc]g    significativog    en    la    actividad    de   la    NADPH

oxidasa  Tnicrogomal   (Kate   y  Takahashi,1968;   Israel  y  col.,
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1973;     I.ernandez    y    col.,     1985),     y    en    la    velocidad    de

generaci6n  de  0.-.  par  egta  fracci6n  gubcelular   (Fernandez  y

col.,1985).   La  actividad  de  la  NADPH  oxidaga  iepregenta  la

capacidad   maxima   de   la   fracci6n   microgomal   hepatica   pars

oxidar  aer6bicamente  al  NADPH,   en  augencia  de  xenobi6ticog,

con  la  generaci6n   concomitante  de  Oa-.   (Fang  y  col.,1973),

lo  que  egtarla  de  acuerdo  con  log  hallazgog  mencionadog.

E=tos       resultadog       indican       que       en       el       egtado

hipertiroideo,  el  aumento en  la regpiraci6n hepatica estarla

asociado  a  uns  mayor  capacidad  oxidativa  microgomal,   la  que

conduciria  a   la  proclucci6n  de  Oa-.   y  tal  vez  a   la  de  otrag

especieg  activag  derivadas  del  oxigeno,   todo  lo  cual podria

incrementar  el  procego  lipoperoxidativo  celular.

C.     ASPECTOS   BI0QUIMICOS   DEL   ESTRES   0XIDATIV0   CELULAR.

i.   Reducci6n  univalente  del  oxlgeno.

Debido     a     la    naturaleza     aer6bica     del     metaboligmo

celular,    la   reducci6n   clel   oxigeno   es   un   evento   de   gran

importanc=ia    para    log   gigtemag    biol6gicog.    De   Bc:uerdo    al

principio  de  exclugi6n  de  Pauli,   la  estructura  electr`6nica

del    oxigeno    molecular    en    su    egtado    basal    contempla    la

pregencia  de  2  electroneg  no  apareados  en  el  orbital  2ppi.
Pop   egta   raz6n,    lag   reaccioneg   qul"icag   de   reducci6n   del

oxlgeno   molecular   corregponderlan   a   etapas   gucesivas   de

trangferencia    de    un    electr6n,     lo    que    conduciria    a    la

formaci6n  de  lntermediarloE=  de  naturalezB  radicalarla  y  no
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rac[icalaria  c]e  gran  reactivic]acl   quiTnica   {Esquema   I)   .{SieEs,

1986 ) .

Lag  ±ormag  res:-tivag  radicalariag  del  oxigeno  gen  el

0=-.     y    el    HO.,      de    reconocicla    iTnpcirtancia    en    procegog

quimicog,    I otoquimicog   y   electroquiTnicos,    coma   lo   eg   la

reacci6n    de    degcompogici6n    clel    Hao=    pop    Fe.=,     gegtln    lo

degcrito  pop  Haber  y  Weisg   (Sieg,19S6).   EI  Hpa  corresponde

a    una    esp.ecie    reactiva    del    oxigeno    de    naturaleza    no

rac[icalaria.  Estag  espec:ies Son  capaceg cle  interaccicinar con
`.I,

cliversag  biomolEculag  provocanclci  alteracic]neg  estructuraleg

y    de   Bug    funcioneg   aE5ociadag    (Esquema    1}     (Kappus,     1985;

Sieg,     19S6).     Dentro    clel    area    tie    maycir    intereg    en    log

fen6menoE5   radicalariog,     se   encuentran    lag    reac:c=ioneg    cia

oxiclaci6n    de    log    acidog    grasos    constituyentes    de    log

fosfolipidos  de  lag  membr.anas  biol6gicas,   proceso  conociclo

coma   liDODeroxidaci6n    (Esquema    11)     (Chanc=e    y   col.,     1979;

Sies,    1986).

2.   La   lipoperoxic[aci6n   En  gigtemag  bic]16gicclg.

EE5te  prc]ceso  consist-e  en  la  oxiclaci6n  inegpecifica  c±e

log     acidc]g     grasog     poliingaturadog,      constituyenteg     de

membranag    biol6gic:ag.     Una    vez    inic:iado,     El    es    capaz    de

Progeguir       via       Tnec:anigTnog       que       utilizan       reaccioneg

radicalar`iag,   con  liberaci6n  de  una   Eerie  tie   productog  de

degraclaci6n    egtableg    (Kappug,     19S5;    Sieg,     1986).     Se    ha

sugericlo   que   este   proc:esci   geria   regponf=able   tie   numerosag
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alteracioneg  celulareg   (Kappug,   19S5).

Dentro  de  lag  egpecies  radicalariag  capaceg  de  inic=iar

egte  evento,   lag  clel  oxigeno  gen  de  particular  importancia

pop    cuanto    ellas    son    pro.duciclag    clurante    el   metabolismo

oxiclativo    en   todci   tipo   de   a-rganigmos   aer6bicog    (Kappug,

1985;   Wills,   19S5;   Sieg,    1986).   No  se  han  identificaclo  lag

especieg  reac:tivag  derivadag  clel  oxigeno  que  inicial`ian  la

lipop.eroxidaci6n  a  nivel  celular;  se  gupone  que  Oa-`  tendria

un    rol    importante,     pero    gu    reactividacl    quimica    no    le
:,-

permitiria   abstraer   un   ato"c]   c[e   hidr6geno   clescle   el   grupo

metile.no  cle  un  icicle  graso   ingaturado  pare  asi   iniciar  la

caclena  c±e  reaccioneg  (Kappus,19S5).   Sin  embargci,   cle  acueI`dci

a  lo  clegcrito  par  Haber  y  Weigg,   02-.  al  interac:tuar  con  H20z,

que   es   el   prc)ducto   de   Su   dis"utaci6n,    y   en   pr`esencia   de

metaleg  de  transici6n   (Fe.a  a  Cu.a)   puede  generar  al  raclic=al

OH.,      especie     altamente     reactive,      cuya     capacic±a-d     para

peroxidar  lipidog  ha  gido  demogtrada   en   sigtemas   qui"icos

{Kappug,     1985;     Halliwell    y    Buttericlge,     19S6)._    Asi,     lag

reaccioneg   que   conduc=irian   a   la   obtenc:id-n   de   uns   egpecie

iniciadora  del  procego  lipoperoxidativo  en  dichog  E5istemas

gerlan  lag  giguienteE;:

i)   Digmutaci6n  clel  Oz-.,   egpontEnea  ci  catalizacla  par  la  SOD:

203-.   +   2H .------- >   H20=   +   0=

ii)    Reacc=i6n   cle   Haber-Weigg,    que   ocurriria   en   2   etapag,

giEndo  la  E5egunda  uns  reacci6n  tipo  Fenton:
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Oa-.   +   Fe.9   ------- >   Oa   +   Fe.a

Hn-  +   Fe.a ------- =   HO.   +   Fe..   +   OH-

0.-.    +   H]Oa   ------- >   03   +   HC).    +   OH-

EI  HO`  puede  ger  tambi6n  producido  coma  congecuencia  de

la   interacci6n   del   radical   gemiquinona,    derivado   cle   la

oxidaci6n  de  compuegtog  quinonoideg  coma  la  ublquinona,   con

Haoa   (Kappug,1985):

semiquinona.   +   Hao]   ------- >   quinona   +   HO.   +   H]0

0trag  egpecieg  que  ge  han  pogtulado  coma  iniciadorag  de

la  lipoperoxidaci6n,   serlan  el  i6n  perferrilo    a  Fe.ao.-.  y  e|

tea.     El     primero    es    un    complejo     que     se    forms     par    la

interacci6n   del   oxigeno   con   Fe..,    posiblemente  complejado,

y   el   gegundo   corregponde   al   egtado   excitado   clel   oxlgeno

molecular   (Kappug,    1985).

Agi,   la  cadena  de  reacciones  radicalariag  clel  procego

lipopercixidativo,     coma    1o    muegtra    el    Egquema    11,    eg    la

siguiente:

i)   El  procego   lo  inicia   uns  X.,   mediante  la  abgtracci6n  de

un   at.omo   de   hidr6geno   desde   un   acido   gr`ago   ingatur`ado   (LH,

L.H   6   LaH   en   el   Egquema   11).

ii)     EI    L.,     asi    formado    podria    reaccionar    con    oxigeno

molecular,    generando   un   LOO.    (Egquema   11).

iii)     EI     LOO.     obtenido,      puede     iniciar     una     cadena     de

reaccioneg    radicalariag,     mediante    la    abgtracci6n    de    un

hidr6geno   clegde   otra   mol6cula   cle   icido   grago   (L[H),    ccin   la
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conglguiente  propagaci6n  del  procego  pop  parte  de  la  nueva

egpecie  radicalaria  I armada,   LL'   y  la  generaci6n  tie  L00H

(Egque"a   11).

iv)   L00H  puede  romperge  egpontineamente,   mediante  calor  a

en pregencia de  catalizadoreg metalicog  (Fe..),   iniciando  agl

mag  reaccioneg  radicalariag  en  caclena  con  generaci6n  de  LO.

(Egquema  11).   Pop  lo  tanto,   log  ioneg  metalicog  tienen  uno

importante  participaci6n en  egte procego,  habiendo gido  ella

demogtrac]a  en  E5istemag  in  vitro   (Kappug,   19S5,   Wills,   1985i

Burton      e      Ingold,       1989).       La      descompoE5ici6n      cle      log

hidroper6xidog   es   pogible"ante   la   cauga   principal   de   la

toxiciclac]   celular   que   produce   la   lipoperoxidaci6n   (Wills,

1985 ) .

v)    LC).    puede   gufrir   rupture   de   enlaceE5   C-C   dentro   de   gu

estructura,     generando     agl    aldehldos    de    acidog    gragog

insaturadog    (R-CHO)    y    R.    (Egquema   11)     (Egterbauer   y   col.

1991);    al    iniciar   6gtog   nuevag   cadenag   radicalariag   de

react:ioneg,     pueden    generar    F!H    del    tipc)_  alcanog    (etano,

propano,      n-butano.      n-pentano)     y     alquenog     (Egquema     11)

(Kappug,    19S5).   Tent.a   log  aldehidog  coma   log  hidrocarburog

congtituyen         productos         I inaleg        del         procego        de

lipoperoxiclaci6n   (Sieg,    1986).

En         sistemas         biol6gicos         que         experimentan

lipoperoxidacl6n,    ge   ±ormarlan   radicaleg   de   endoper6xiclog

que   darian   origen,    previo   reorclenamient.a   intramolecular   y
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posterior  inter`acci6n  con  el  oxigeno,   a  MDA,   product,a  final

de   egte   procego   que   ge   puede   eE5timar   en   el   laboratorio

mediante    tecnicag    egpectrofotom6tricag     {Kappug,      19S5).

Experimentog  de  autooxidaci6n  de  acidog  grasog  in=aturados

a  I ogf ollpiclog,   ham  detectado  muchog  otros  productos,   tales

come  hidroxiacidog,   ep6xidog,   cetonas,   polihidroper6xidog,

dlmerog   y   pollmeros  cle   acidos  gragog,   todog   log  cualeg   ge

formarian  en diferentes reacciones de  la cadena radicalaria;

gin    embargo    no    todog    ellos    hen    side    identlf icadog    en

gigtemas   biol6gicog   (Kappug,    19a5).

Log  eventog  mag  importanteg  de  la  lipoperoxidaci6n  gen

lag  reac:cioneg  de  propagaci6n  cle  la  cadena  radicalaria.   El

termino   de   egta   puede   producirge   pop   la   interacci6n   de   2

radicaleg  (K.appus,   1985),   coma  tambien  par  la  abstracci6n  de

un   atomo   de   hidr6geno   pop   una   especie   radicalaria   degde

alguna  molecule  que  no  sea  un  acido  grago,   la  que  actuarla

como   un   antioxiclante  formanc±o  compuegtos   egtableg   (Kappug,

1985;     Wills,      1985).     Si    lag    reacciones    de    propagaci6n

progiguieran,   se  podrla  llegar  a  la  degtrucci6n  de  t.odag  laE5

fases  lipidicaE5,   en  particular  de  lag  membranes  biol6gicas

pop     fragmentaci6n     cle     lag     cadenas     de     acidog     grasos

insaturadog   congtituyenteg   de   I ogf ollpidog   egtructuraleg,

con  rupture  de  membranag  plagmiticas  y  de  organelos  (Kappus,

1985;  Wills,19S5).   Ademas,   algunos  de  log  productos  finales

de       la       lipoperoxidaci6n,        coma       2-alquenales       y       4-
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hic[rcixinonenale=,   pueclen  reELccionar  con  muchag  biomoleculas

que     poE3een    grupog     gulfidrilog,      prc)duciEnc]ose    asi     uns

citotoxicic[acl   adicional    (Wills,    19a~5;   Esterbauer   y   col.,

1991 ) .

Pop  otro  lBdo,   log  LOO.  pueclen  partic:ipar  en  reaccioneg

cle  recombinaci6n  con  generaci6n  cle  egtaclog  electr6nic=amente

excitadog,   tales  c3omci  el  103  y  lof5  carbonilog  excitadog   (LO.

en  el  Egquema   11)    (Caclenag,    1985),   el  tlltimo-c[e  log  cuales

podria    inic=iar    eventos    lipoperoxiclativog     {Kappuf5,     19S5;
|E

Sieg,     19S6).     Egtog    egtadog    excitaclog    clecaen    al    egtac[o

energetico    basal,     generanclo    luz    cle    longitucleg    cle    oncla

caracteristicas     (Esquema     11),      cuya     emigi6n     puecle     gen

cietectacla       y       correlacionacla       con       otrog       parimetrog

lipoperoxiclat,ivog   (Cadenag,    1985).

En  sigteTnas  bicil6gicoE5,   el  reticulo  enclopligmico  liE5o

eg  el  c}rganelo  miE5  Susceptible  a  la  lipoperoxic[aci6n,   tanto

pop    ger    un    buen    gustrato    peroxiclable    coma    pop    poseer

Eic:tlvic[EiclEE5         enziTnEt.icBg         que         inician         el         prc]cego

{.Kappug,19S5).     La    lipoperoxiclac=idn    inducida    pop    enziTnag

mic:rosoTnaleg  eg  egpecif ica  par  NADPH,   sienclo  lag  enzimas  clel

gigtema  metabolizante  cle  clr`ogag  lag  que  egtEn  involuc:radag

en  la  inic:iac:i6n  de  egte  proceso.   El  sigtema  NADPH-citocromo

P-45®     recluctasa,      en     presencia     cle     Fe.a    y     de     oxigeno,

pogiblemEnte     pop     la     reclucci6n     cle     Fe-]     a     Fe.=    ya     gee

c±irectamente   par   la   enzima   a   par   el   Oa-.   liber`ado   par   el
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sigtema   enzimitico,    egtarla   involucrado.    Debiclo   a   que   la

adicl6n  de  catalaga  a  prepBracloneg  microgomaleg  no  inhibe

el      procego      lipoperoxidativo,       ge      concluye      que      la

participaci6n  de  Fe.a no  gerla  a  traveg  de  uno  reacci6n  tipo

Haber-Weigg  y  que  log  OH.  no  participarlan  en  egt.e  procegog

(Kappug,19S5).   Pop  otro  lade  y  come  ya  ±uera  gefialado  en  la

gecci6n  B.2.a,   la  cadena  de  reaccioneg  clel  citocromo  P-45®

podria   egtar   tambien   involucrada   en   la   lipoperoxidaci6n

microgoTnal,      a     trav6g     del     fen6meno     de     degacoplamiento

provocado  pop  algunag  clrogag,   conducente  a  la  liberaci6n  cle

C)a-.   y   Haoa  gin   la   hiclroxilaci6n   de   aqu6llag   (Kappug,    19a5;

Egtabrook  y  Werringloer,    1977).

La  gugceptibilidad  del  retlculci  encloplagmico  ligo  a  la

lipoperoxidaci6n  puede  ger  modulada  pcir  cambiog  en  el  graclo

de     ingaturaci6n      de     log     acidog     gragog     de     membranag

micr`ogomaleE=,   giendo   log   icidog  grasog  de   la  E=erie   6mega-3

log    mag    gusceptibleg    a    egte    procego    (Wills,     19S5).     La

relaci6n  entre la  compogici6n  lipidica y  la lipoperoxidaci6n

microgomal      explicaria      la      diferencia,       en      cuanto      a

gengibilidacl   a    la   peroxidaci6n,    que   ge   manifieE5ta   entre

diversag   egpecieg,    coma   tambi6n   log   digtintog   niveleg   de

lipoperoxidaci6n   microsomal    que   ge   encuentran   ent,re   log

6rganog   (Kappug,    19S5).

La  lipoperoxidaci6n  de  la  fracci6n  mitoccindrial  puede

ger   lnlc=iEida   tanto   pop   Tnecanigmog   no   enzim6ticog   coma   par
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adici6n      de      enzimag      que      lo      catalicen.       La      cadena

trangportadora    de    electroneg    egt6     involucrada    en     la

lipoperoxidaci6n  mitocondrial  enzimatica,  dependiente  cle  la

presencia   de  ioneg  de.hlerro.   Sin  embargo   el  mecanismo  de

iniciaci6n  no  ge  ha  egtucliado  en  detalle.   Eg  pogible  que  i;s

enzimag  mitocondrialeg Sean  capaceg cle  efectuar  la reclucci6n

de  Fe.a  en   forma   Similar   a  lo   que   ocurre  en   log  microgomag

(Kappug,    1985).

En  el   citosol   exigte  un  clerto   ntlmero  de  enzimag   que

podrlan  egtar  involucradag  en  la  iniciat=i6n  del  procego.   El

ejemplo   mag   egtudiado   eg   el   cle   la   xantina    oxidaga,    que

procluce   0.-.   en   pregencia   de  xantina,    acetaldehlc]o   u   otrog

gugtratog   (Kappug,    i9S5).

3.   Mecanigmos  celulares  de  de±enga  antioxidante.

Uno  de  log  prerequigitog  de  log  organigmog  aer6bicog  es

el   de   pogeer   uns   capacidad   para   detoxi±icar   lag   egpecieg

reactivag   del    oxlgeno,    contrarregtando    asi    log   e±ectog

peroxldatlvog  delet.Er.ecg  c[e  Egtag,   Tal  capacldac]  reside  en

diverges     gigtemag     de      clef enE5a,      comtlnmente      denominadog

"antioxidanteg",   que  proporcionan  esta  protecci6n  al  actuar

en  digtintas  et.apag  del   procego  peroxidativo,   mecliant.e  lag

giguienteg  accioneg   (Sieg,19S6;   Burton  e  Ingold,19S9):

i)      Prevenci6n      de     la      fcirmaci6n      de      nuevas      egpecies

radicalariag,   pop  reducci6n  de  la  velociclad  de  iniciacidn  de

nuevag  cadenag  de  reaccioneg,   lo  qua  congtituye  una  lines  de
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defenE=a  primaria.

ii)   Intercepci6n  de  uno  a  m6s  de  lag  etapag  de  propagaci6n

del procego  lipoperoxidativo  pop interacci6n dlrecta con  log

radlcaleg,   congtituyendo  una  llnea  de  defengB  gecunclaria.

Dentro    de    log   antioxidanteg   celulareg    ge    incluyen

gigtemag  de  de±ensa  de  caracter  enzimatico  y   gigtemas  no-

enzim6ticog,    giendo   egtog   tlltimog   tambien   conocidog   coma

atrapadoreg  cle  especieg  radicalariag.

3.i.    §istemag   enzimaticog   de   defenga   antioxidante.    Estan

congtituldos  pop  lag  enzimag  SOD  y  par  divergag  peroxidagag

coma  la  catalaga   (H.Oa:H20a  6xidoreductaga;   EC  i.11.1.6)   y  la

glutati6n    peroxidaga     (glutati6n:    per6xido    de    hidr6geno

6xidoreductaga;     EC     i.11.i.9).     Son    gistemag    ampliamente

diet,ribulclog     en     la     naturaleza,      con     uns     dependencia

egpeci±ica    de    met,aleg,     coma    c=obre,     manganego    hierro    y

gelenio;    preE5ent.an   una   localizaci6n   egpecifica,    tanto   a

nivel  de  tejidc]s  come  a  nivel  E=ubcelular,   grac:lag  a  la  cual

a  Tnenudo  se  complementan  en  gug  acciones  defengivag   (Sieg,

1986 ) .

Lag   enzimag   SOD   (CuznsoD   y   HnsoD),    identificadag   par

Mccord  y  Fridovich,   gen  cagi  ubicuEig,   localizandoge  tanto  en

citogol,   coma  en  mitocondria;  catalizan  la  remoci6n  del  0 .-.,

mediante  gu  digmutaci6n  a  H30a  (Egquema  Ill)   previniendo  agi

la   acci6n   t6xica   de   egta   egpecie   radicalaria    (Mccord   y

Fridovich,   1969;   Fridovich,    197S).   La  mayor   parte  de  la



Mecanismos k  (M_1 seg-I) Ubicacio'n

1 .-  S[sf®mas  enzlrna`t]cos

9 Cltosol+   SUPEROXIDO
* 2  02.   +  2H      DiswuTASA    .    H2°2 +  °2 2xl0  72,6x1a Mftocondr]a

•2H2J2                CATALASA       '    Hip  +  °2 Peroxlsoma

•  LooH                   GLUTATION              LOH   +  GSSG 8 afosol
2xlo 5 HllacondrlaFas®acucrsa

+2GSH           PEROXIDASA       -        +Ilo
2

2.-  Alrapadores  de  radlcales  l[bros
+• 2GSH  +  202. + 2H    - GSSG +  2H202 7,7xl0

tvit-E+  HO.                          I    vll-E.+  HP 1xlo`0 Mernbmnas

•  ylt-c  +  Ho.                           .    vll-C.  +  H2J3.-Apagadorosde€specles€xcltcidas 1x|olo3xlol0 Fasc  acuosaMembranas

•/-Carotono +  102 -    -C* + 02i+cdorTodo-Irons+-C

|DECAIMIENTO   I             I  ISOHERIZAcloN   I

Esquema   Ill.     Mec=anismcis  celulEires  de  defensa  antioxidant.a.
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actividad  de  la  Cuzn§OD  de  higado  de  rate  ge  encuentra  en

el    citogol,     con    uns    manor    proporci6n    en    ligc]goriias

pogiblemente  entre  lag  membranag  mitocondrialeg  intel`na  y

externa,   en  tanto  que  la  actividacl  cle  la  MnsoD  regicle  en  la

matriz  "itoconclrial   (Halliwell  y  Gutteridge,   19S6).

La   catalaga   eg   uns   proteina   hemic=a,    presente   en   la

mayor  parte  tie  log  tejiclog  tie  log  aniTnaleg,   concentrandoge

preferentemente    en   hi.gaclo    y   en   eritrocitog,    y   a   nivel

gubcelular   en   la   matriz   peroxisoTnal,    clonde   cataliza   la

clesco.mpogic3i6n  del  Haoa  (Esquema  Ill)   (Sies,   19S6;   Halliwell

y    I;utteridge,     19S6),     pogibilitando    agi    gu    remoci6n    y

c=omplementando  su  acci6n  antioxiciante  con  la  de  la  SOD.

Lag    glutati6n    peroxidasag    gen    geleno-enzi"ag    qua

manif iestan     una     elevacla     activiclacl     en     higaclo     y     que,

utilizando   ccimo   sugtrato   a   C5SH,    catalizan   la   oxiclaci6n   cle

egte    tripeptido    a.    GSSE    a    expengas    cle    H=Oa    a    cle    otrog

per6xidos,    come   aquEllos   clerivaclog   c[e   la   lipoperoxiclac=i6n

(L00H,    Egquema_III)    (Halliwell   y   t3utteridge,19S6).    Agi,

egtas     enzimag     ccintribuyen     a     la     remoci6n     cle    -c±iver`f=cig

per`6xicios  organicog  y  a  la  vez  complement.an  la  ac=ci6n  cie  la

catalasa  en  tejic[oE5  en   los  que  esta  enzima   pogee   uns  baja

activiclac]   (Halliwell  y  C;utteric{ge,    1986).

3.2.     Sigtemag    no    enzi"aticog    de    defenga    antioxidante.

CoTnprenclen   molEculag   atrapacloras   cia   raclicales   libreg   y   cle

egpecieg  excitaclas  tales  come  el  tripEptido  SSH,   la  vitamins
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Comentarios
1.-  Procesos  preventivos

•  Enzlmas  de  coniugaclo'n  (GSH-.

sulfo-  y  glucuronil-transf erasos)
•  NADPH-qulnona  6xldoreductaso

*   Ep6xldo   hldrolcisQ

'  Quelacio'n  de  jones  met6licos

(Ferritino,   metalotioneincis)

EIlmlnaclo'n  de  lnt®rmedlarlos   octlvos

Reduccl6n   blvcllente  de  qulnonas  qua
evlta  la  f ormaclo'n  de  radlcales  seml-

quinlnci  vra   r®ducclo`n   unlvcllente
Conversl6n  de  ep6xldos  en  derlvados
dlhldroxldloles  estables
Prevenci6n  de  reacciones  radicolarias
inducidas  par  hierro  y  cobre

2.-  Mantencio'n  de  niveles  de  estado  estable  6ptimos  de
componentes

•  EnzlmQs/proternas

•   GlutQtlo'n   (GSH)

•  Suministro  dietorio

Mantenclo'n  par  srntesls  contlnua,
susceptlble  de  odaptacl6n  en   exposl-
cl6n  prolongado  a  estfmulos  to`xlcos
a)  Blos(ntesls  de  nova  par  la  6r-glu-
tamilcisteinil  y  lci  GSH-sintetoscis,   con
suministro  de  cisterna  par  la  vfa    del
cistatio`n  ,       b)  reducci6n   del  GSSG

por  la  glutati6n  reductasc),  con  sumi-
nistro  de  NADPH   por  la  vro  de  las

pentosas  y  reacciones  auxiliares
Vitciminas  (E,  C,/-coroteno),  mine-
rales  (Cu.Zn,Mn,Se.Fe),  omino6cidos
y  dcldos  grasos  esencloles,  y  com-
bustlbles  metab6llcos

Esquema   IV.        Reacciones  auxiliar`eg  y  mantenci6n  de  niveles
6ptimos  de   log  sigteTnag  antioxidanteg.
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E  a  al fa-tocoferol,   la  vitamina  C  a  acido  agc6r.bico  y  el

beta-caroteno.

Debido  a  gu  caract:r  lipogoluble,   el  al fa-tocoferol  ge

ingerta  en  membranag  biol6gicag  e  interact.ua  directamente

con  lag   cadenag  ingaturadag  de   log  acidog  gragog;   pop  tal

motivo      egta      vitamina      eg      congiderada      el      principal

antioxidante  lipogoluble  atrapador de  egpecieg radicalariag

tanto  a  nivel  tigular  coma  a  nivel  plagmatico   (Sieg,   1986;

Burton     e    Ingold,      1989).     Coma     regultado    de    gu    acci6n

antioxidante,    la   vitamina   E   genera   a   gu   vez   un   radical

cromanoxilo    (Egquema    Ill)    que    puede    ser    reconvertido    a

vitamina    E   graciag    a    la    acci6n    atrapadora    de   egpecieg

radicalariag  ejercida  par  vit.amina  C   (Sieg,   1986).

El   acido   agc6rbico   es   un   compuesto   hidrogoluble   con

caracter  reductor,   debido  al  cual  puede  participar  in  vivo

en  la  detoxificaci6n  de  t02,   HO.  y  radicaleE5  organicog,   coma

el         radical         cr`omanoxilo,         generanclo         un         radical

gemidehidroascorbato  (EgqueTna Ill),   (Halliwell  y Buttericlge,

1986;    Sieg,     1986).     La    recuperaci6n    del    ascorbato    puede

ocurrir          por          dif5proporcionaci6n         del          radical

semidehidroagcorbato  y  tambiEn  pop  gu  recluccidn  con  C3SH,   en

pregencia   de   la   dehidroagccirbato   reductaga    (Hallivell   y

I;utteridge,   1986).

Debido  a  gu  alta  concentraci6n  intr`acelular,   el  SSH  eg

el    principal    antioxidant.e   hidrogoluble,     al    actuar    coma
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gugtrato  de  la  glutati6n  peroxidaga   (Egquema   Ill)   y  de  la

clehidrciagcorbato     reductaga,      come     ta"biEn     al     atrapar

directamente  espe=ies   reactivas.-del   oxigeno,   coma   el   £Oa  y

el   HO.   (Egquema   Ill)    (Halliwell   y   I;uttericlge,    1986;   Sieg,

1986;      Akerbcicim     y     Sieg,       199®)..     Coma     estag=    reacc=ioneg

involucran  su  cixidaci6n  a  I;Sst;,   la  expogici6n  de  un  tejiclo

a   altas   concentraciones   de   Hao=   y/a    de   HO.`   conlleva   uns

ciiE5minuci6n    en    la    relaci6n    t3SH/GSS6    (mayor    que    1®,a    en

higaclo  cle  rata),   y  a  clivergag  perturbacioneE5  metab6licaE5,   ya
..-t`

que   el   GSst3   es   un   inhibidor   de   la   sintegig   proteica   e

inactivador   de   algunas   enzimag    (Halliwell   y   Eutteridge,

1986;   SiEg,    19S6).

A   nivel   cle   membranaE5,    el   beta-caroteno   ccingtituye   un

importante  apagaclor  de  egpecies  excitadag  coma  el  log,   capaz

c]e  I orTnar  dioxetancig  inestables  al  adicionarse  a  log  clobles

enlaceg  de  log  aciclog  grasog.   El  102  interactua  con  el  beta-

caroteno  decayenclo  a  su  nivel  energEtico  basal,   y  la  energia

transfericla    al    beta-carciteno    es    liberacla    come    calor    a

provoca una  isomerizaci6n  interna  (Esquema  Ill)   (Sies,1986:

Burton  e   Ingold,    1989).

Log     iTiecanigTncis     celulares     c]e     c[efenga     anti-oxidante

degc:ritog    pof5een    dos    c:aracterigticEiB    funclamentEiles:     (a)

tienen  una  ubicaci6n  gubcelular  complementaria  a  log  sitiog

de   generaci6n   de   egpecieg   activaE5   del   oxigenc}   y    (b)    gon

extremaclamente ef icient.es al tener congtanteg bimoleculareg



FUNCIONAMIENTO
CELULAR   OPTIMO
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de  interacci6n   (k)   altag,   cerc3anag  al  limite  clifugional  de

lag  molEculag   {Egquema   Ill).   Con  el   objeto  c[e  lograr  una

protecc:i6n  antioxiclante  dptima  compatible  c:on  la  vida,   lag

celulag   digponen   de   procegog   preventivog   aclicic]naleg,    y

deben   ger   capaceg   de   manterier   niveles   de   estado   egtable

adecuadog  de  log  componenteg  involucrados  en  citoprotecci6n

(EE5quema    I-V).

.  D:   ac=uerclc]   a   todos   lc]g   antecedentes   digcuticlos   gobre

citoprotecci6n,   ge  puede   concluir  que   la  mEintenci6n   de  la
'.~.'

viabiliclad  celular  en   condicioneg  aer6bicas  depende  cle   la

integrac=i6n  de  log  gigtemas  defengivos  y  tie  reparELci6n,   que

con±orman  una  I aceta  egpecializada  del  metaboligmo  celular,

con    el    metabolismo    interTnecliario    y    el    Eiporte    dietario

(EsqueTna   V).    Egta   inte8I`aci6n   condiciona   un   bajo   nivel   de

estado  egtable de  egpecies activas  clel  oxigeno,  cleterminanclo

asi   un  estaclo   nor"6xico   celular  en  el   c:ual   log  mecanigmc]g

prooxidanteg    egtan    balanc:eados    pop    aquEllog    de    cle±ensa

antioxiclantE   (Egquema   VI).

4.    Cc}ncepto  de  ef5tr6s   oxiclativo.

Actualmente  exigte  un  considerable  apoyo  experiTnent.al

que  sefiala  que  la  utilizEici6n  del  oxigeno  pc]r  log  organismog

aer6bic:og   ge   agocia   a    prcicesos   oxiclativog   de   naturaleza

deletErea,    log    que   se    postula    serian    la    base    papa    la

ocurrencia         cle         clivergog         procegoE=        fiEic}16git=c]g         y

pat.ofigicil6gic:og  coma  la  inflamaci6n,   el  envejecimientcl,   la
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carcinogEnegig   y   la   toxic:idacl   cle   loE}   xenobi6ticog,    entre

otrog,   log  cualeg  involucrarlan  una  alteraci6n  clel  egtado

norTn6xico  celular   (Sieg,   19S5).   Egta  alteraci6_n  congtituye

el  fen6"eno  de  "egtreg  oxidativon   e  implica  la  pErclic[a  del

balance  entre  log  factores  celulareg  prcioxidanteg  {egpecies

reactivag   del   oxigeno)    y   log   antioxiclanteg    (gigtemag   cia

clEfenga  antioxiclante),  .en  favor  de  log  primeros  (Egquema  VI)

(Sies,   i985).   La  intengidad  del  egtr5s  oxiclativo-depende-clel

tipo   de   mecanismo    alterac±o   y   de    la   magnituc{   del    cambio

producido,   pucliendo  ger  conclicionado  par  uns  digminuci6n  cle

log  mec=anisTnos  clef ensivcls,   par  un  increTnento  en  log  I actcires

prooxiclantes,    a   par  ambog  a   la  vez   (Esquema  VI).
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ESTAD0   NORMOXICO ESTRES   0XIDATIVO

Egquema   VI.      Balance  entre  mecanismog
antioxidanteg   (A)   y  factoreg  prooxidanteg   (P)
que  determinan  el  egtaclo  norm6xico  celular.
Conc:epto  de  egtreg  oxidativo.



OBJETIVOS

Log     antecec±enteg     pregentaclog    en     la     introclucci6n,

gefiEilan    que    el    egtado    hiper`metab6lic=o    hepitico    que    ge

manif iegta    en    el    hipertiroicligmo,     podria    conclucir    Eil

c]egarrollo   cia   un   egtrEg   oxiclativc]   pars   egte   6rgano.    Log

cambiog     moleculareg     que     llevariEln     a     egta     condici6n
•`--.

citot6xica      en      higado      de      rats,       poclrian      involucrar
•  modific=acioneg    no    E56lo    cle    la    actividacl    cle    log    procegos

celulareg  agociadog  a  la  reclucci6n  univalente  clel  oxigeno,

gino   que   tambiEn   de   la   c=apacidacl   cle   clef enga   antioxidEinte

celular,

En   egte   gentido,    el   egtudio   cle   Cuttler   en   clivergEig

egpecies  cle  mamiferbg  ha  gefialado  una  correlaci6n  pcigitiva

entre la concentraci6n tisular cle antioxiclanteg especificos,

tales     ccimo     SOD,      car`otenoicles     y     al fa-tocoferol,     y     la

lcingevidacl  cia  ellag,   sugiriendo  al  estrEs  oxiclativo  coma  una

c:auga    impcirtante    clel     envejecimient.a     Cle    egtag    egpecieE5

(Cuttler,     1991).     Mag    adn,    uLilizando    log    regultaclog    tie

Cuttler,   eg  pcigible  obtener  una  correlaci6n  clirecta  entre

lag   velocidacleg  tigulares  tie  autooxidaci6n  y  cle  metabolismo

bagal   cle  lag  egpec=ieg  egtudiac[as   (Esquema  VII),    lo   que

4®
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gugiere  la  exigtencia  de  uns  correlaci6n  direc=ta  entre  Bug

velocidadeg  de  lipoperoxidaci6n  egpontinea  y  cle  Tnetaboligmo

bagal,

De   ac3uerc]o   con   egtog   antececlenteg,    lcig   objetivag   de

egta     tegig     egtan     cirientaclog     a     evaluar     log     cambiog

moleculareg      hepaticog       que      ge      producirian      en      el

hipertiroicligmo  exper`imental  y  que  conllevan  la  proclucci6n

c]e  un  estreg  oxiclativo  y  un -aumento  clel  metaboligmo  bagal  cle

lc]g  animales  involucranclo  un  egtaclo  calorigEnico  hepatico,

a  trav6g  de  log  giguienteg  planteaTnientog:

1.     Evaluaci6n     cle    paraTnetrog    c:elulareg     agociadog    a    la

activiclacl       prooxiclativa        ( respuegtas       r`egpirat.aria       y

quimioluminigcente      hepiticag}      que      c[egencadenarian      la

lipoperoxiclaci6n  hepatica,  con  el prop6sito  c[e relacionar  la

calorigenesis    tirciidea    c=on    la    producci6n    de    especies

excitaclag   (quimioluminigcenc=ia),    la   lipoperoxidaci6n   y   la

ref5piraci6n  hepatica   (Tnicrogomal,   Tnitoconc]rial   y  RSA).

2.    Egtuclio   cinEtico-de   log   caTnbiog   en   la   activiclacl   cle   log

sigtemag de  clef enga  antioxiclante  enzimatic=og  y del  conteniclo

cle     glutati6n,      con     el     fin     cle     eE5ti"ar     la     conclici6n

antioxidante  del  higado.

3.   Egtuclici  c:inEtico  de  lc}g  cambiog  en  el  eflujo  ginugoidal

y  canalicular-  clel  BSH  y  cle  lag  enzimag  que  lo  utilizan,   como

tambiEn   clel   recaTnbio   in  vivo   clel   tripEpticlo,    pare  conocer

lEig       alterEicicineg       molec:ulareg       que       conclicionan       lag
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moclificacioneg  en  gu  contenido  intracelular.

Parte  tie  log  RESULTADOS  que  ge  pregentan  en  egta  tegis

han    s`iclo    publicaclog_(Ferninclez    y    col.,   -19S8;     Viclela    y

FernEnclez,   19SS;  Fernanclez  y  Viclela,   19S9;  Fernandez  y  col. ,

1991 ) .



MATEF=IALES   Y   METODOS

A.    ANIMALES   DE   EXPERIMENTACI0N   Y   REACTIVOS.

i.   Animaleg,

Se    utiliz6    ratas    -inac=ho     (edad    aproximacla    12    a    15

gemanas)   de  la   cepa  Wigtar,   provenienteg   clel   vivero  de   la
``..`-.

Unic]acl    cia   Bioquimica    de   la    DiviE5i6n   c±e    Cienciag   HEclicas

Occic]ente,     Facultad    de    Heclicina,     Univergidacl    cle    Chile,

alimentaclos     act     libitum     con     c]ieta     s6licia      (Alimentog

Balanceac]os    S.A.,     Santiago),     manteniciog    .a    temperaturag

ambientales  que  fluctuaron  entre  los  2©  y  22°C  con  perioclos

constantes  y  alternaclos  cle  12  horag  cle  luz  y  oscuric[acl.

2.   Reactivog.

Log   siguienteg   reactivoE5,,    fueron   obtenic[og   cle   SigTna

Chemical    Co.  :    Ta    E56clic:a,     NADP,     NADPH,     HADH,     ATP,     t-B00H,

TEA,    CN-3,    epinefrina,    imiclazcll,    albbmina   cle   bovine,    BSH,

GSst3,     amecliol,     metil     glioxal,     acido    glioxilico,     DTNB,

antiTnicina-A,   alopurinol,   hematcixilina,   glucoga-6-I ogfato,

piruvato   de   godio,    azic[a   cle   godio,    glicina,    i-cigteina,

aciclo   L-glutamico,    L-butionina   gulfoximina,    1-cloro-2,4-

clinitrobenc:eno,    i, 2-epcixi-3(p-nitrofenoxi)prc}pano,   L~gama-

44



45

glutamil-p-nitroanilicla, glicilglicina, glutati6n recluctaga,

glioxalaga   I,    HRP   y  .SOD.    La  L-cigteina-Sa5  fue   obtenic[a   cia

New   Englanc±  Nuc=lear.   La   DF0  fue   obtenicla  de   Ciba   Geigy.    El

nembutal  g6dico  fue  obteniclo  de  Laboratorio  Abbot  cle  Chile.

La   heparina   fue   obtenicla   cle   P.rolabo.    Tc]clog   log   restanteg

acidog  y  sales  utilizaclos,   coma  tambiEn   el  Haoa,   el  trit6n

X-l@®  y  el  reactivo  Folin,   fueron  obteniclos  cle  Her`ck  Quimica

Chilena.    El   f5ulfato   de   titanio   fue   urla   clonaci6n   clel   Dr

Feclerico      Leightcin,      Facultacl      c]e     Cienciag      Biol6gicas,

Pontificia  Llniversiclacl  Cat6lica  c±e  SEintiago.

a.     TBATAMIENT0   DE   Log   ANIMALE:S.

La    inducci6n    clel    estaclo    hipertiroicleo    ge    efectu6

Tnecliante  la  inyecci6n  cliaria  e  i.p.   de  a,i  mg  cia  Ta  s6clica,

pop  Kg  cle  peso   corporal   c[e   lag  ratas.   Este   tratamiento   se

llev6   a  cabo   en   perioclog   que  I luctuaron   entre   i   a  7  dies

consecutivos,      sienc]o     el     pe±ioclo     de     3     diag     el     mag

frecuentemente  utilizac]o,   per  manifestar  egtabilizaci6n  de

log  cambios  en  log  parametros  bioquimicos  estucliaclos  y  que-

fueron   moclificados.    Log   animaleg   c:ontrol   r`ecibiercin   dc)gis

isovolumetricag  c[e  NaoH  a,i  N,   ya  qua  en  eE5te  vehiculo  debe

ser  cliguelta  la  To.   La  condici6n  hipertiroiclea  fug  evaluacla

cle   ac:uerdo   a   2   criter`iog,    que   comprenc±ieron   la   evaluaci6n

cle:   (a)   la  temperatura  rectal,   mecliante  una  termocupla  y  (b)

log  niveleg  gEricog  de  T3,   mecliante  un  raclio   inmuno  engayo,

efectuaclo  en  el  laboratorio  c[e  Meclicina  Nuc:leaf  clel  Hospital
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San  Juan  cle  Dies.   Log  animaleg  fueron  sacrif icados  24  horas

degpuEg  cle  la  ¢ltima  inyecci-.6n.

C.    TECNICA   DE   PERF`USI0N   HEPATICA.

Se   realiz6   cle   acuer.do   a   i6   clescritc}   pop   Sieg   (197S).

Previo     al     proceso     quirtirgico,      log     animaleg     fueron

anegtegiaclog   c=on   5@   mg   de   Nembutal   g6dico   pop   Kg   de   pesc],

i.p.   El   bigado   ±ue   expuegto   y   cligecaclo   cia   gug   ligamentos

gastricog,:  drioc]enaleg  y  egpl6nico§.   Se  inyec:t6  25@  uniclac±es

c±e   heparina   en   el   bazc],    y   f5e   canul6   la   vena   pc]rta   con   un
'`--{

c=at5ter   conectacio   a   un   matraz   qua   contiene   el   liquido   de

perfusi6n,   cuya  c:omposic:idn  fue  la  siguiente:   Nacl   118  mM;

KH2P041,2    mM;     Mgso,i,2    mM;     Cacla   2,5    mM;     NaHC0a    25    mM    y

glucoE5a   1®   mM,    equilibrado  con   una   mezcla   c±e  Oa  y   COB   (19:1,

vol/vol)    a   pH   7,4.    Lag   perfiisiones   se   llevaron   a   cabo   a

temperaturag     que     fluc=tuaron     entre     36     y     37.C     y     con

velocidacles  de  flujo  constante  (3-4  ml/g  cle  higado/minuto`),

sin   rec:irculaci6n   clel   perfuE;aclo.    Luego   que   el   liquic{o   cle

perfuE5i6n  fuera  r`ec:olectadc]   pop  la  t=a.va,   ge  le  hizo  paE5ar  a

travEs  c]e  un  electroclo  c[e  oxigeno  pare  evaluar  la  velocidac±

cle  aoa de  cacla  preparaci6n   (Esquema  VIII)   (Estabroc}k,   1967).

La   constancia   cle   la   velocidacl   cle   Ooa   hepatico   clurante   la

perfugi6n  y  la  magnituc]  cle  la  liber`aci6n  ginusoiclal  de  LDH

(,Bernt   y   Bergmeyer,    1974)    y   de   proteinas    (Lowry   y   col.,

1951),   fueron  c]eterminac[ag  en  cacla  preparaci6n  comcl  incliceg

cle   viabilidacl   clel   6rganci   (Sies,    197S).
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Esquema  VIII.   Equipo  pare  egt.udiog  que  utilizan  la  t.6cnica
de  perfusi6n  hepatica.

Al    cent.ro     ge    obgeiva    al    hlgado     digecado    y
conectado,   via  porta,   al  liquido  de  perfugi6n,  ubicado  en  un
mat.raz   dentro   de   un   bafio   termoregulado    {extremo   inferior
derecho).   En  la  parte  superior  del  esquema  se  observan,   de
izquierda  a  derecha,   el  oxlgrafo,   la  bomba  perigtaltica,   el
electrodo  cle  oxlgeno  y  la  bombs  de  infugi6n.   Junta  al  hlgado
(extremo  izquierdo  clel  eBquema)  ge  observe  el  ingcriptor  que
regigtra  el  oo3.
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D.    .OBTENCI0N   DE   BILIS.

La   recolecci6n   de   muegtras   de   bilig   ge   efectu6   en

animaleg    anegtegiadog   con    5®   mg/kg    de    p6go    de    nembutal

96dlco,   con  aperture  de  la  cavidad  peritoneal  papa  canular

el  conducto  biliar  con  un  cateter  PE-l@,   colocado  antes  clel

hileo  hepatico,   pare  evitar  la  contaminaci6n  de  lag  muegtrag

con  el  juga  pancreitlco.   Pogterlormente  E5e  cubrl6  la  cavidad

abdominal  con  uns  gaga  que  ±ue  constant.ement.e  humeclec:ida  con

guero   ±igiol6gico.    La   operaci6n   de   recolecci6n   tuvo   uns

duraci6n  de  15  minutog,   durante  la  cual  log  animaleg  ±ueron

mantenidog    a    una    t.emperatura    ambiente    de    28    a    3®®C.     Al

termino  cle  cacla  experimento  ge  determin6   el   peso  total  del

hlgaclo   y   se  midi6   el   volumen  cle   bills  c:olectaclo.   Con  estos

datos    se    pudo    calcular    la    velocidacl    cle    flujo    biliar,

expregacla  en  pl/g  higaclo/minuto.

E.    PREPARACI0N  DE  HOMOGENE:IZADOS  HEPATICOS  Y  FRACCI0NAMIENT0

SUBCELULAR.

i.   Homogeneizaclog  hepiticog.

Previo    al    procego   de   homogeneizaci6n   y   egtando   log

animaleg    anegtegiadog    gegdn    ge    ha    degcrito    previamente

(geccioneg  C  y  D),   ge  efectu6  una  perfugi6n  hepatica  in  gi+u

utilizanclo   2®®   ml   de   una   goluci6n   fria   (5°C)   de   Kcl   15©   mM

y  Tris  5  mM,   a  pH  7,4.   Esta  perfugi6n  tuvo  par  finalidad  la

remoci6n de  la  hemoglobina  de  lag  preparacioneg  pogterioreg.

Luego     que     log     hlgadog    fueran     lavadog    en     la    goluc:16n
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anterior,  gecadog  en  papel  f iltro,   pegadog  y  picadog,   Be  leg

homogeneiz6      en     el     amortiguador     ya      indicado     en     un

homogeneizador  de  vic[rio  tef l6n,   utilizando  un  Omni  Mixer  a

velocldad   4,0  y   efectuando   4   pages.   Log   homogeneizaqog  ge

prepararon al  2®./. peso/vol,  efectuando  todag lag  operaciones

indicadag  gobre  hielo.

2.   Fraccionamiento  gubcelular.

2.1.    Obtenci6n   de   mitocondrias.    §e   utiliz6   el   m6todo   de

Schneider,   clegcrito  pop  Boverig  y  col.    (1972)   papa  obtener

mitocondriag   grandeg   e   intactag.    Pars   egte   I in,    luego   cle

anesteE5iar  a  log  animaleg   (geccioneg  C  y  D)   se  realiz6  una

perfugl6n     hepatica     in    gitu    papa     la    remocl6n     de     la

hemoglobina,   utilizanclo  2©®  ml  cle  uns  soluci6n  fria   (5°C)   de

amortiguador  HSE.   Luego  cle  lavar  log  hlgadog  en  ta"p6n  MSE,

gecarlog   en   papel    I iltro,    pegarlog   y   picarlos,    ge   leg

gugpendi6  al  3®./.  vol/vol  en  clicho  amortiguador   (i  volumen  de

hlgado  mag  2  voltlmeneg  de  amortiguaclor)  y  ge  leg  homogeneiz6

en   un  homogeneizador   de   viclrio   t.ef l6n,   utilizando   un  Omni

Mixer  a  velocidad  3,a  y  efectuando  4  pages.   El  homogeneizado

fue    diluldo    al    1®./.    vol/vol    (i    volumen    cle    hlgado    mag    9

voltimeneg  de  amortiguador  MSE)   y  centrifugado  a  7®®g  par  1®

minutog.    Luego   de   degcartar   el   pellet,    ge   centrifug6   el

E5obrenadante    a    5.®®®g    par     1®    minutes;     ge    clegcart6     el

gobrenadante  y  la  cape  lechoga  que  ge  ubica  gobre  el  pellet

(mitocondriaB rotas) ;  el pellet  (principalmente mitocondriag
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int.actas)  fue  lavado,   gugpencliendolo  en  la  mitad  clel  volumen

utilizado  en  la  preparaci6n  del  homogeneizado  al  1®./.  y  luego

centrifugado  a  5.®®®g  pop  1®  miriutog.   Todag  lag  operaciones

descritag   E=e   efectuaron   a   5.C   y   lag   centrifugacioneg   ge

realizal`on  en  una  centrlfuga  refrigerada  Sorvall  RC-5B.

2.2.      Obtenci6n     cle     partlculaB     gubmitocondrialeB.      Egta

fracci6n     egta     congtltulda     par     veglculas     cle     membrane

mitoconclrial,   en   la  mayor   parte  de  lag  cualeg   la  membrane

interna   egta   invertida   en   relaci6n   a   la   orientaci6n   que

pregenta  en  lag  mitocondriag  intactag;  mediante  rupture  par

Eonicaci6n,   a  egtaB  partlculag  ge  leg  ha  removido  la  mayor

parte  cle  la  matrlz  y  del  egpac:io  intermembrana,   reteniendose

la  membrana  interna  y,   en  algunog  t=agog,   la  membrane  externa

(Pedersen   y   col.,     197S).    Pare   obtener   egt.a   fracci6n   ge

utiliz6  la  met6dica  degcrita  par  Pedergen  y  col.    (197S).   Se

procedi6    cle    acuerdo    a    lo    deE}crito    en    la    gecci6n    E.i.,

except.a   que  log  higaclog  fueron  lavadog  y  homogeneizados  al

3®./.  vol/vol  en  un  amortiguador  MSH,   siendo  el  homogeneizado

posteriormente  cliluldo  al  1®./.  vol/vol  y  centrifugado  a  6®®g

por   15   minutog.    Luego   de   decantado,    el   sobrenadante   fue

centrifugaclo  a  6.S®®g  par  15  minutos,   obteni6nc]ose  un  pellet

que  fue  homogeneizado  y  regugpendido  en  la  mitad  del  volumen

de     amortiguador     MSH     utilizado     en     la     preparaci6n    del

homogeneizado  al   1®./..   Luego  de  centrifugar  a  9.77®g   par   15

minutog  y   de   descartar   el   gobrenadante   y   la   cape   lechosa
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gobre   el   pellet,    ge   regugpendi6   a   6ste   en   la   mitad   del

voluTnen    de    amortiguador    M§H    utilizado    en    la    operaci6n

ante-rior,     centrifugando:e     nuevamente  -a     9.77®g     pop     15

minutog,   con   lo   cual  ge   obtuvo   un   pellet   congtituldo   par

mitoconclriag.    EBta   fracci6n,    reBugpendida   en   amortiguador

MSH    a    uno    concentraci6n    cle    20    mg    de    protelnag/ml,     fue

gometida    a    oE=cilaci6n    g6nica,     utilizando    un    gonicador

Brangon  25®,   al  3®./.  de  gu  intengidad  maxima  y  con  un  tiempo

total   de   gonicaci6n   de   i   minute   pop   2®   mg   de   protelna=

mitoconclriales,     dividido    en    periocloB    de    3©    Begundog    de

duraci6n.   El  vastago  del  sonicador  ge  mantuvo  frlo  clurante

toda  la  operaci6n,   gumergi6ndolo  en  hielo  cada  3®  segundog.

Lag   Tnitoccindrias   que   no    fueron   rotas   pop    el    procego   de

E5onicaci6n,         fueron        separadag        de        lag        particulas

E}ubmitocondriales  mediante  una  centrifugaci6n  a  7.5®®g  par

1®     minutog;     el     gobrenadante     contiene     lag     particulas

submitocondriales,    lag   que   fueron   clecantadas   mediante   uno

ultracentrifugaci6n   a   1®5.®®®g   par   6®   minutog,    utilizando

uns  ultracentrlfuga  Beckmann  L  y  un  rotor  Ti  4®.   Todas  lag

operaciones     descritag     fueron     realizadas    a     5®C     y    lag

centrif ugacioneg  en  uns  centrlfuga  refrigerada  Sorvall  RC-

28.

2. 3.       Obtenci6n      de      microBomaE5.       Se      utiliz6      tecnicag

convencionaleg   (Rumbaugh   y   col.,197S).   Log  homogeneizadog

hepdticog,   preparaclog  gegtin  ge  degcribid  en  la  gecc:i6n  E.1. ,
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fueron  gometiclog  a  2  centrifugacioneg  a  27.®®®g  durante  15

minutog,      a     fin     de     decanter      nucleog      (fracci6n     N),

mitocondriag  (fracci6n  M)  y  ligogomag  (fra=ci6n  L)  y  obtener

un     gobrenadante     post-mitoconclrial     (fracci6n    PS).     Egta

fracci6n  fue  gometicla  a  una  ultracentrifugaci6n  a  1®5.®®®g

durante   6®   minutog   en   una   ultracentrifuga   Beckman   L2-65B

uganda      un      rotcir      Ti      65,       pare      obtener      un      pallet

corregpondiente  a  la  fracci6n microE}omal.   El  gobrenadante  de

egta    centrifugaci6n,     post-microsomal,     ge    conoce    con    el

nombre  de  fracci6n  Soluble.

F'.     EVALUACI0N   DE   INDICES   DE   LIPOPEROXIDACI0N.

1.   Medici6n  de  la  Ouimioluminigcencia.

i.i.   Egtudiog  in  vivo.   Fueron  realizadog  en  el  Ingtituto  de

Ouimica    y    Figico    Ouimica    Biol6gicag    de    la    Fac=ultad    de

Farmacia     y     Bioquimica,       Univergidad     de     BuenoE5     Aireg,

Argentina,    graciag   a   un   Convenio   CONYCIT-CONICET    (Congejo

Nacional     de      Invegtigacioneg     Cientificas     y     T6cnicas,

Argentina).     En    ellos    E5e    evalu6     la    quimioluminiscencia

egpontanea  del  higado  cle  rate  in  gitu,   midiendo  la  emigi6n

de  fotones,   de  acuerdo  a  la  met6dica  descrita  par  Videla  y

col.     (1983).    A   rataE5   t.rataclaE   con   T®   durante   i,    3,    5   y   7

dlag  y  anegtegiadas  con  nembutal  g6dico   (secci6n  C),   f5e  leg

abri6   la   cavidac]   abdominal.    Luego   ge   cubri6   la   piel   y   la

cavidacl   abclominal   con  uns   16mina   de  aluminio   que   pogeia  un

orificio   de   1   cm2  de   guperficie,    hecho   egpecialmente   pare
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cada  rate,    que  permiti6  s6lo   la  expogici6n  del   hlgado.   En

geguida,   log  animaleg  fueron  colocadog  en  una  c6mara  a  37®C

debajo  del  foto-tube  de  un  contador  de  fotoneg  de  li  Johnson

Founclation     (Johnson    F!egearch    Founc[ation,    -University    of

PennE5ylvania,     Philadelphia,     P.A.,     ll.S.A.  ),     eBpecialmente

adaptado  pare  la  medici6n de  quimioluminigcencia  de  6rganog.

E:i  fototubo  utilizado  fue  un  EMI  9658,   gengible  al  rojo,   con

un    potencial    aplicaclo    de    -1    a    3    kv     (Esquema    IX).     Log

resultaclog  cle  egtag  determinacioneg  se  expregaron  en  cpg/cTn=

de  guperficie  hepatica  expuegta,   previa  subgt.racci6n  cle  la

corriente  oscura  obtenida  al  intercalar  un  obturador  entre

el   6rgano  y  el  fat.otubo.

i.2.     Egtudiog    in    vitro.     Se    realizaron    tanto    en    log

homogeneizados     coma     en     lag     fraccicineg     mitocondrial     y

microgomal  de  ratag  tratadag  con  T8  durante  i,   2  y  3  diag.

Log          estudios          incluyeron          determlnac=iones          de

quimioluminigcencia      egpontinea      (homogeneizadog)       y      de

quimioluminigcencia   inclucida   por`   t-B00H    (homogeneizadog   y

fraccioneg).   Lag  mediciones  ge  realizaron  en  un  contador`  de

centelleo   llquido   Beckman   LS  315®P,    fuera   c]e  coincidencia

{Videla,     1983).     Previo    a    egtos    estudiog,     log    pellets

corregponclienteg  a  lag  fracciones  mitoconclrial  y  microgomal

fueron  resugpendidog  en  un  amortiguador  que  contenia  Kcl  15©

mM    y    Trig    5    mM    a    pH    7,4.     La    compogici6n    clel    mec[io    de

reacci6n  pare  la  medici6n  de  la  quimioluminigcencia
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egpontanea  e  induc=ida  fue  la  giguiente:.  Kci   15®  mM,   Trig  5

mM,     EDTA    i    mM    y    i    mg    de    proteinas    cle    homogeneizaclog    a

mitocond-riag/ml  a  a,25  Tng  cia  proteinas  micro;omEileE5/ml,   a  pH

7,4;   en  lag   meclicioneg   de  quimioluminigcencia  inclucida-ge

adicion6  t-B00H  3  TnM.   Lag  muegtras  fueron  pre-incubaclag  err

un  bafio  termoregulaclo  durante  2  minutes  a  37°C,   temperature

a   la   cual   se   efec:tuaron   toclas   lag   lnediciones.    Se   mic[i6

ta"biEn   la   qui"ioluminiscencia   de   a-acla   unc5   cle   log   viales

utilizaclog,   la  que  luego  se  rest6  cle  lag  meclicioneg  de  lag

muegtrag.      Log     regultados     E5e     expregaron     en     cpm/mg     de

prc,teina.

2.    Mec]ici6n   clel   indice   TEAR.

Se  utilizd  la  Tnet6c[ica  degcrita  pop  Buege  y  Augt  {197S}

que  determine  la  I)0  a  535  nm  clel  procluc=to  cle  la  reacci6n  clel

TEA,   con  derivaclog  alclehic[icog  provenienteg  cle  la  ruptura  de

log     aciclog     grasos     poliingaturadog      (TEAR).     pop     acci6n

radicalaria.   Lag  mecliciones  ge  efectuaron  en  homogeneizaclog`L
/

y  muestras  cle  bilig  de  ratag  trataclas  clurante  3  cliag,   y  en

microsomag   (reguspenciiclog  en   amortiguaclor  Kcl   15®   mM,   Trig

5mir,   pH  7,4)   tie  ratas  trataclag  clurante  1,   2,   3  y  7  cliag  con

Ta.   Se  efectu6  una  precipitaci6n  cle  cacla  muestrEi  con  TCA  al

3®./.    (1:1    vol/vpl)     y    ge    centrifug6    a    1,®®®g    clurante    15

minutog    a    temperatura    ambiental.    Luego   cle   degcartar    el

precipitaclo,   ge  trat6  i  ml  del  gc]br`enaclante  con  3  ml  cle  TEA

al  a,67./.  p/vol  y  ge  calent6  a  bafiomaria  clurante  15  minutos,
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papa  luego  leer  la   D0  clel  proclucto  tie  esta  reacci6n  a  535

nm.     La   concentraci6n    de    TEAR    se    calcul6    utilizanclo    el

co-eficiente    c[e  extinci-6n  molar  del  MD.-A  i, 56xl®-a M-1  cm-1.   Log

regultadctg   ge   expregaron   en   nmoles   de   MDA/mg   de   proteina

(homogeneizaclos   y   microsomag)   y  pTnoles   cle   MDA/ml   cle=bilig.

La  cleterminaci6n  c[e  la  velocidacl  cle  flujo  biliar,   segtln  cle

describi6  en  la secci6n  D,   permiti6-calcular  la velociclacl de

exc=regi6n   biliar   de   TEAR   (pTpoles   c[e   MDA/g   higaclo/minute)..

G.    MEDICI0NES   DE   RESPIRACI0H   HEPATICA.

i.    ReE5piraci6n   Tnicrogomal.

Se  evalu6   el  Q0a  microgomal   en  presencia  de  NADPH  a  de

t-B0CIH   utilizanclo   un   electroclo   c±e   oxigeno,    cle   acuerc]ci   al

mEtoclci  pcilarogrific:c]  clescritci  pop  Fc)gter   (i969).   Se  tl`abaj6

con  ratas   tratadag  con   T3  clurante   i   y  2   c[iag.   .El   meclio   tie

reacci6n  para  cacla  cleterminac:i6n  fue  un  amortiguBclor  fogfato

c[e   goclio   12®   mM   a   pH   7,4   que   cc)ntenia   a,6   Tng   cle   proteina

microsomal/ml,    guplementaclo   con   NADPH   a,13   mM   a   con   t-B00H

a,®2    mM.     Aclemas,     ge    efectuaron    cleterTninaciones    clel    Q02

microsomal  en  presencia  c]e  un  antioxiclante,   pare  evaluar`  la

RMSA,    aclicionando  CN-3  hasta  concentraci6n  3  mM  al  meclio  cia

reacci6n.   Toc[as  lag  c[eter"inacic]nes  se  efectuaron  a  25°e  y

lcig  reE5ultaclog  se  expreE5aron  en  nmoleg  cia  o=  consumiclc]/mg  c[e

proteina/minuto.

2.    RSA  en  higado   perfuncliclo.

i;e    evalu6     el     QO=    hepatico,     en     pregencia     c[e     log
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antioxidanteg   DF0   y   alopurinol,    en   ratas   tratadag   con   Ta

clurante  3   cliag.   La  perfuE5i6n   hepatica  se  efectu6   gegdn  se

clegcribi6    en    la    gecci6n    C    y    log    antioxiclanteg    fueron

adicionados   al   liquiclo   cle   perfusi6n   a   log   1®   minut-ag   de

perfusi6n.     La    concentrac:i6n    cle    DF0    en    el-    liquiclci    de

perfugi6n   fue   a,5   mM   y   la   tie   alopurinol   rue   1   mM.    La   RSA

hepatica  evaluacla  en  egtos  egtuclios,   se  e.xpres6  en  nmoleg  cle

Oa/gramo     cle     higaclo/n!in-htci,      y     ella     correspon-cli6     a     la

cliferenc:ia   en   el   Q0a   al   ger   Este   mediclo   en   ausencia   del

antioxiclante  y  en  pregenc=ia  cle  6gte   (Videla,    19S4).

H.     EVALUACI0H   DE   LA   ACTIVIDAD   PB00XIDATIVA   MITC)COKDBIAL.

1.    Procluc=ci6n   cia   H20=.

1.1.   Estuclios  en  mitocc)nclr`iag  intactag.   La  cletecci6n  cle  H=0=

E5e    realiz6    midienc{o    el    aumento    cle    A    a    417    nm,     con    una

longitucl   cle   oncla   de   refErencia   activa   a   4®2   nm,    [A,17  nm   -

A4o=    nm],      qua    ge     pr`oduc:en    c[urante     la    rec[uc=ci6n     tie    Haoa

catalizada     por`     la     HRP     y     en     ausencia     cia     daclores     cle

electrones,    cuanclo  H202  forma  un   c=omplejo  con  HRP   (complejo

11~),    lo   que   procluce   c=ambios   espectrales   en   log   picog   al fa

del  espectro  Soret  cle  la  peroxiclasa   (Boverig  y  ccil.,1972).

Para  ello  se  utiliz6  mitoconclrias  c[e  ratag  trataclas  con  Ta

clurante  3  clias,   preparadas  segtln  se  clescribi6  en  la  secci6n

E.2.1.     y    resugpendiclas    en    un    amc)rtiguador    MST,     a    una

cc]ncentraci6n  aproximac[a  cle  2®  mg  cle  proteinas/ml.   Se  mic]i6

la  producc=i6n  c[e  Haoa  con  gugtrato  Encl6geno   (bagel),   y  luego
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cle    la   aclici6n   cle   gut:cinato   en   pregencia    a   ausencia   de

anti"icina-A   a   azida   cle   goclio    (inhibic±oreg   cle   la   cadena

mitoconclrial  trangportaclora  c[e  elec=troneg).   Papa  egti"ar  la

proc[ucci6n    cle     Haoa    pop    log    peroxigc]mas    que   ..hormalmente

c=c}ntaminan      la      fracci6n      mitoconclrial,.       ge      efectuaron

detErminaciones   en   presencia   cle   urato   en   lag   conclicioneg

degcritag   para  el  guc:Einato.   La  reacci6n  ge   inici6   con  la

aclici6n  cle  136  upidadeg  de  HRP/ml  a  un  meclio  de  I.eacci6n  que

contenia    el    amortiguadcir    MST    y    a,23    mg    de    proteinag
-='`?mitoconc[riales/ml,      con      aclicioneg      pogterioreg     cle     log

gugtratoE5   e  inhibic[ores   de   manera   que   Bug   concentrac:ioneg

fueran  lag  siguientes:  succ=inato  4  mM,   antimic:ina-A  a, ls  pM,

azicla     cia     soc]io     1®,3     pH     y     urato     3®     pM.      Log     caTnbios

espectraleg  ge  regigtraron  utilizarido  un  egpectrofot6metro

de   cloble   longituc{   de   onda,    Aminco   DW-2a"  UV-VIS,    American

Instrument  Company  ,   acoplaclo  a  un  insc:riptor.   Pal`a  calc:ular

la    velociclacl    c{e    proclucci6n    cle    H202   se    utiliz6    el    clelta

c=oeficiente  cle   extinci6n   molar   (417   -4®2  nm)   5xl®.  M~£  cm-1,  ~

y   log   resultaclos   ge  expresaroh  en   nmoles   de  H20a/minuto/mg

cle   proteina   mitocondrial   y   en   nmoles   de   Haoa/minuto/gr   de

higaclo.   Lag  cleterminacioneg  E5e  realizar`on   a  28°C.

1.2.      Estudios      en      particulas     submitoc=onclrialeg.      Esta

fracci6n,   preparacla  segtin  se  clescribi6  en  la  sec=ci6n  E.2.2,

esta     exenta     cle     peroxisomas,      log     que     c[ecantan     en     la

c=entrifugac=i6n   de   1®   minutes   a   7.5®@g   efec=tuacla   degpu±s   tie
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la  gonicaci6n.    Pop  egta  raz6n,    con  estos  egtuc{ios   ge  puclo

estimar      mag..    aclecuadamente      la      verdadera      procluccci6n

mitoconclrial  de  H=0=  tie  ratag  tratac]as  con  T3  c]urante  3  clias.

I..a    detet:ci6n    clel    Haoa    ge    realiz6    util-izanclo    el-    metoclo

egpectrofotomEtrico  clegt=ritci  en  la  secci6n  H.1. i.    {Boverig

y   ccil.,    1972).    Previo    a   ello,    el    pellet   cle   particulas

submitocondrialeg,   ge  regugpencli6  en  amortiguac[or  MET  a  uns

concentrat=i6n    aproximacla    de    1®    mg    de    proteinas/ml.     La

reacc:i6n  se  inici6  c=on  la  aclici6n  cle  136  uniclacles  de  HRP/ml
`,i

a   un   meclio   cia   reacci6n   qua   contenia   el   amortiguaclor   MST   y

@,15    mg    cle    proteinas/ml     (producc=i6n    basal),     aclicionando

post,eriormente  4  mM  de  succinato  y/a  a,1S  pM  de  anti"icina-

A.     Pare    evaluar    la    proclucci6n    cle    H20=    producto    de    la

contaminaci6n   peroxisomal,    ge   aclicion6   3@   pM   cia   urato   al

meclio     cia     reacci6n     bagel.      Log     gambiog     espectr`ales     ge

regigtraron  en  el  ingcriptor  y  egpectrofot6Tnetro  Amincc}  DW-

2a"  UV-VIS   ya   c]egcrito   (secci6n   H.1.1).    Log   resultados   se

expregar`cin      en      nTncileg      cle      HzO=/minute/"g      c]e      proteina,

utilizanclo   el   c[elta   c=oe.ficiente  cle   extinci6n   molar   [417   -

4@2   nmJ   5xl©+  H-1  cm-..    Las   determinaciones   se   efectuaron   a

2SOC.

2.    Proclucci6n   Cle   02-..

Para      estas      mecliciones      se      utiliz6      particulas

submitoconclriales  tie  ratag  trataclag  con  Ta  durante  3  cliag.

Lag  particulas  gubmitoconclriales  ge  preparar`on  de  acuerclo  a
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lo   descrito   en   la   gecci6n   E.2.2.    y   ge   regugpenclieron   en

aTnortiguac]or  MSH  a  uns  concentraci6n  aproximac[a  de  a, 6  mg  de

proteina/ml.    La   prc)ducci6n   cle  Oa-.   ge  micli6   a  traveg   de  la

oxidaci6n,   Sensible  a   SOD,   de   la  epinefrina   a  aclrenocromo

{Turreng  y  col. ,19S2a).   A  un  meclio  de  reacc=i6n  pre-incubaclo

a   3®°C   que   contenia   el   amc]rtiguaclor   HSH,    epinefrina   1   mM,

antimicina-A  2  pM,   15®  U/Tnl  cle  catalaga  y  @, 6  mg  de  proteina

nit.ocandrial/ml,   se adicion6  el  sustrato  mitoconclrial  a,1  mM

cle  NADH   a  5  "M  c[e  gucc=inato.   La  fcirmaci6n  de  adrenocromo  ge
•.®..

r`egistr6    a    travEg    c]e    c=ambiog    en    la    A,oo,     utilizando    un

egpectrofot6metro  Perkin-Elmer  55®  tie  cloble  haz,   con  celclas

termoregulaclas  y  acoplado  a  un  inscriptor  Perkin-Elmer`  56.

La  reacci6n  fue  inhibida  significativaTnente  pop  la  aclici6n

cle  15®  U  c±e  SOD/ml  al  in-ec±io  de  reacci6n   (7®%  cle  inhibici6n).

Lag   cleterminaciones   E5e   ef ectuaron   a   3®°C,    lc]g   calculog   se

realizaron  utilizando  el  ccieficiente  de  extinci6n  molar  a

48®   nm   clel   aclrenocromo    (4xl®a  M-1  cm-1),    y   log   resultados   se

expresaron  en  n"oles  cle  Oz-./minute/mg  cle  proteina.

I.    MEDICI0N   DE   SISTEMAS   DE   DEFENSA   ANTI0XIDANTE   HEPATICOS.

1.   Sistemag  enzimaticos.

1.1.     SOD    citos6lica     (C;uznsoD).     Se    midi6    la    inhibici6n

ejercida    pop    muegtras     cle    citogol    hepEtico,     sabre    la

autcioxidaci6n  de  la  epinefrina  a  pH  alcalino,   que  in.volucra

la   participaci6n   cle  0=-.   y   la  forTnaci6n   de   adrenocro"o,    c]e

acuerdo    a   lo    clesc:rito    pop   Migra   y    Fridovich    (1971).    Se
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trabaJ6  con  ratag  tratadas  con  Ta  clurante  i,   3,   5  y  7  dies,

sometiendo  log  homogeneizac]os hepaticos  (secci6n E.1. )  a uno

centrifugaci6n   a  33.0®®g  c[urante  6®  minutes,   a  5°C,   en  una

centrifuge   Sorvall    RC-2B   refrigeracla,    pare    obtener   log

E5obrEnadanteB    cc)rregponclienteg.     En    un    meclio    de    reac:ci6n

consistente  de  un  amortiguaclor  de  glicina  5®  mH  a  pH  1®,5  y

cle   epinefrina    1    mM,    se    cletect6    la    autcioxic[aci6n    cle    la

epinefrina   lnecliante  .el   registro   cle   los   incrementog   en-  la

A4eo/minute   (ensayo  contr`c}l}  utilizanclo  el  egpec=trofot6metro
I,-

e     inscriptor     ya     clescritos     (secci6n     H.2.}.      Papa     lag

mecliciones     cle     inhibici6n     cle     la     autooxic]aci6n     cle     la

epinefrina     ge     efec=tu6     c]ivergog     engaycig     icl6nticog     al

desc=rito,   cant.enienclo  cacla  uno  cia  ellc)g  voldTneneE5  crecienteg

(1@,   25  y  4®  pl)   clel  sobrenaclante  de  33.®®®g   (engayog  tie  lag

muestras).     Al     clil]ujar    el    grafico    tie    log    log    c]e    log

porcentajeg     de     inhibici6n     (cuoc:ienteg     clel     aument.a     cle

A4oo/Tninuto  Clel  ensayo  c:ontrol  y  Clel  ensayo  de  cada  muestra)

en   funci6n   cle   lcig   voldmeneg   cle   sc)brenaclante   ge   obtuvo   uns

recta;     en    ella    el    log    del     5®./.    c]e    inhibici6n     (-a,3)

corresponcle  a  log  pl  de  sobrenaclante   (citosol)   que  poseen  1

lJ    de    SOD,     ya    que    por`    definici6n    i    U    de    SOD    eg    aquElla

activiclacl  enzimatica  c=apaz  de  inhibir  en  un  5®%  la  veloc=iclac±

de   formaci6n   del    aclrenoc=romo    (Hisra    y    Friclovich,     |971).

Toclag   las   determinaciones   fueron   realizaclas   a   3®°C   y   log

resultaclog   ge   expresaron   tanto   en   U  cle   SOD/mg   cle   proteina
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coma   en   U   cle   SOD/g   de   higac[o.

i.2.   SOD  "itoconc{rial   (MnsoD).   Se  cletermin6  en  mitocondrias

(gecci6n   E.2.1. }   de  rates   tratadas   ccin   Ta  clurante   3   clias,

resuspenc±iend-a  el  pellet  mitoconc{rial  en  amortiguac±or  MSH  a

una  concentraci6n  aproxiTnada  cle  2®  mg  c]e  proteina/ml.   Pare

la   cleterminaci6n   c±e   egta   actividacl   cle   SOD   no   fue   poE5ible

utilizar  la  met6c]ic:a  clegc:rita  pare  la  CuznsoD,   ya  que  a  pH

alcalino   la   activiclacl  egpecifica  cia   la  MnsoD  es   baja.   Pop

este   motivc),    se   efec:tub   un   ensayo    a   pH   fisiol6gico    que
tit

utiliz6  la  inhibic:i6n  de  la  autoc]xidaci6n  de  la  hematoxilina

par  la  SOD  presente  en  el  material  biol6gic=o  (Martin  y  col. ,

19S7).      En     cada     experimento     se     elabor6     una     curva     cia

calibl`aci6n,   utilizanclc)   una  SOD  est5nclar   (Sigma,   de  sangre

de  bovine,   2.S®®  U/mg  cle  proteina).   Log  ensayos  control  (gin

SOD)   se  efectuaron  aclicionanclo  a,15  TnM  cle  hematoxilina  a  un

amortiguaclol`  fosfato  cle  potasio   a,®5  M  con  EDTA  a,1  mM  a  pH

7,5  registl`anclc)   luego   log   aumentc)s   en   la  Aa6®/minute   con  el

espectrofot6metro  e  insc=riptor  ya  clescl`itos   (secci6n  H.2.  ).

En  log  ensayos  con  SOD  estanclar,   log  cambic]g  en  la  A/minute

se   registraron    luego   de   aclicic)nar   al   meclio    cle   reacci6n

mencionaclo    cantidacles    crecientes     (a,4    a    i,5    U)     de    SOD

estandar;   al  c[ibujar  un   grafic:a  clel   log   clel   porcentaje  cle

inhibici6n   (cuociente   clel   incremento   c]e   la   As6®/minutc)   clel

experimento  control  y  clel  experi"ento  con  SOD  estanc[ar)   en

funci6n   cle   laE5   uniclacieg   cle   SOD   agregaclag,     se    obtuvo   uns
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recta      (curva     de     calibraci6n}.      En     log     ensayos     con

mitoconclriag  ge  ac]icionaron  distintas  alicuotas  (5  a  4®  pl)

c±e   la   guspengi6n   de   mitoconclriag_al   meclio   cle   reacci6n   y

luego  se.interpol6  el  log  clel  ./.  cle  inhibic=i6n  (cuociente  del

cambio  en  la  Ague/minute  del  engayo  control  y  clel  engayo  con

mitoconclriag)   en   la   curva   de   calibraci6n   correspondiente

para   conoc=er   la   canticlad   tie   unidadeg   cle   SOD   presentes   en

cacla  alicuota  cle  muestra  estucliada.   Lag  cle.terTninacioneg  ge

realizaron  a  3®°C  y  log  regultaclc]s  ge  expresaron  tanto  en  U

cle   SOD/mg   cle   proteina   mitoconclrial   coma   en   U   cle   SOD/g   c]e

hi9aclc,.

i.3.     CatalEiga.     Se    mic[i6    en    sobrenac]anteg    post-nuc=leareg

(2. 4®®g  par  5  minutog  a  5°C)   de  log  homogeneizaclos  hepaticog

(secci6n   E.1.)   cle   ratas   tratadas   con   T3   clurante   i,    2   y   3

dias.    La    cleterminaci6n   se    bas6    en    la    inhibit:i6n    cle   la

formaci6n   c±e   un   c:omplejo   entrE   el   Haoa  y   el   gulfato   cle   Ti,

que    absorbe    a    4®5    nm,     cuando    se    acliciona    al    Tneclio    de

reac=c=i6n  una  muestra  biol6gi-ca  con  actividacl  de  catalasa,   lo

que   determina   una   disminuci6n   en   la   A.05   -(Bauclhuin   y   col.,

1964).    Anteg   c[e   efectuar   la   reacci6n,    log   sobrenaclantes

post-nucleares  fuer`on  c[iluiclog,   al  Tnenos   1®®  veceg,   en  uns

soluc=i6n    que    contenia    EDTA    lmM,     NaHC0a    i    mM,     a,@1    %    de

Trit6n   X-i®®   y   2   %   de   etanol.    El   mec[io   de   reacci6n   estuvo

compuegto  dE  a, ®4  ./.  de  Trit6n  X-l®®  y  1®®  pl  de  gobrenaclante

cliluiclo.   Se  prepar6  un  media  tie  reacci6n  control   pars  cac[a
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expErimento     en    el     cual     el     gobrenadante    cliluido     fue

sustituido  par  1®®  pl  c[e  la  soluci6n  c[iluyente.   La  reacci6n

se   inici6    con   la   aclici6n   de   5   ml   cle   una   soluci6n   que

ContFnia     el      E5Lgtratc},       Hao=     a,44     mM,       cliguelto      en     un

amortiguadcir   cle   im=idazol   2@   mM   con   i   mg/ml   cle   albdmina   cle

bovino    a   pH   7,a.    Se   incub6    esta   mezcla   a   ®°C   clurante   3

ininutos,   y  luego  ge  cletuvo   la  reacci6n  aclicionanclo  3  ml  de

una     soluci6n     saturacla     cle     sulfato     cle     Ti-     (-Titariio     IV

oxigulfato)   en  Haso.  2  H,   diluida  3  veceg.   EI  Haoa  remanente
- . .` .

I`eacciona    c:on   el    gulf ate    cle    Ti    I ol`mando    un   sulfatci    cle

peroxiTi    que    absorbe    a    4®5    nm.     Lag    lectul`as    tie    A    se

realizaron  en  el  espectrofot6Tnetro  Pel`kin-Elmer  ya  clescrito

(secci6n    H.2.).     Para    c=alcular    lag    uniclacles    de    catalaga

preE5entes  en  i:acla  muestra,   se  utiliz6  el  log  clel  porcentaje

de  inhibici6n  cle  la  formac=i6n  clel  sulfate  c[e  peroxiTi   (log

Aoon€roi/A..ft.)t    Cle   acuerc[o   a   la   definici6n   de    1   unic[acl   de

actividac]   cia   c=atalaga   coTno   la   cantidacl   cle   enzima   capaz   c{e

clegtruir  el  9®./.  clel  sustratc),   en  un  minuto,   en  un  voluTnen  c{e

5®   ml,    eh   lag   concliciclnes   c]e   engayo   degcritas   (Bauclhuin   y

col.,     i964).     LOE5    resultados    se    expresaron    en    U/mg    cle

pl`oteina   y  U/g  cle  higado.

i.4.    I;lutati6n   peroxic±asa.    Se   evalud   tanto   la   activiclacl

e__n.zimEtica  t.cit.a|,   en  gobrenaclanteg  de  2. 41®g  pc)I  i.0  minutog

a    5°C    cle    log    homc]geneizac]og    hepaticos    I(secci6n    E.i.)    cle

ratag    trataclag    con    T3   clurante    1,     2    y    3    clias,     coma    la
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E±£±iv_iclacl   enzimatica   solu±±±,    en   sobrenaclanteg   cle   33. ®®®g

per  6®  minutog  a  5°C  de  ratag  tratadas  con  Ta  pop  3  cliag.   En

ambog  cagog  ge  micli6   la   ac=tiviclacl  cle  §gta  enzima  acoplanclo

la  oxiclac:i6n_  cle  Bus  sustratog,-   Ha02  y  GSH,   a  la  rec:uperaci6n

de  este  tlltimo,   catalizada  pop  la  glutati6n  reduc=tasa    con

oxidaci6n    del    NADPH,     c=uya    cin6tica    ge    puecle    vigualizar

espectrofotometricEimente      coma      una      cligminuci6n     de      la

Aa.a/minute   .(FlohE  y  C3#nzler,   1984).   El  meclio  cl:  reacci6n  fue

un  amcltiguaclor  fogfato  c]e  soclio  43  mM  a  pH  7,a  que  contenia
--r'

el   sobrenadante,    convenientemente   diluiclo,    NADPH   ®,28   mM,

azicla   cle   goclio   3,75   mH,    SSH   5   "   y   a,33   U/ml   de   glutati6n

recluctaga.   Luego  c]e  una  pre-incubaci6n  a  25°C  par  2  minutog,

se  inic:i6   la  cinEtica  c±e  oxidaci6n  clel  NADPH  ccin  la  aclici6n

de   Ha02  al   "edio   papa   alcanzar   una   concentraci6n   final   cle

a,22   pM.    En   cada   Experimento   se   realiz6   una   oxiclaci6n   no

enzimatica  clel  I;SH,   realizando  un  ensayo  simultaneo  con  un

sistema  ic]entico  al  c{escrito  y  sin  sobrenaclante,   papa  luego

sugtraer  la  velociclac{  de  reacci-6n  c[e  este  tlltimo  de  aquElla

clel  primero.   Se  obtuvo  agi  la  ac:tiviclad  enzimatica  real,   la

que  ge  expres6  en  pmoles  cia  NADPH  oxic[aclos/minuto   (uniclacleg

de    ac=tividacl     enzimatica)/mg    cle    proteina    y     tambiEn    en

uniclades  cle  activiclacl  enzim5tica/g  de  higaclc].   Par`a  calculog

se  ug6  el   coeficiente  c[e  extinc=i6n  mc)lar  clel  NADPH  a  34®  nm

(6,22x|®a   M-i   cm-1).    Lag   medic:ioneg   espectrofotomEtricag   se

efectuaron     a     25°C,      utilizanclo     el     egpectrcifot6metro     e
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inscriptor  clegc=ritos  en  la  secc:i6n  H.2.

2.    Niveleg   cle   BSH.

Eara   medir   el   ccintenic]o   hepatico   cia   SSH   y   de   GS-S6  ge

utiliz_6     un     metodo     enzimitico     bagaclo     en     la     reacc:i6n

cuanti'tativa    de    SSH    ccin    metilglic]xal,     en    presenc=ia    cia

glioxalaga  I,   que  genera  el  S-lac=toil-BSH  que  absorbe  a  24®

nm   (evaluaci6n   cle   BSH),    y   en   la   reclucci6n   cuantitativEi   c[e

BSSB   .a   GSH    par   NADPH,     que    abgorbe   a   34©   nm,     y   glutati6n

reductasa     (Bernt    y    Bergmeyer`,     1974),     cle    ac=uerclo    a    lag
'-,-=

siguientes  reaccicineg:

ESH   +  Metilglioxal   ------ >  S-lactoil-BSH   {1)

t3Sst3   +   NADPH   +   H ------- >   2   ESH   +   NADP.    (11)

De    egta    manera,     lag    clog    I cirmas    clel    glutati6n    se

pudieron     evaluar    en     un    Tnismo     ensayo.     Se     trabaj6    con

homogeneizac]cis  hepaticos  cle  ratas  t.rataclas  con  Ta clur`ante  1,

3,   5  y  7  clias,   log  qua  fueron  preparados  en  HC104  a,5  N,   al

2./.   peso/volumen,   y  luego   centrifugados  a  2.5®®g  clurante   1®

minutes   y   a   5°C.   A  5   ml   de   sobrenaclante  ge   le   aclicion6   a,9

ml   Cia   K3POA   1,75   M   par`a   neutralizarlo   y   el   precipitaclo   cle

KC104  formaclci  ±ue   filtrac±o   a  t.ravEs   cle   papel   fi-ltro.   Luego

de  comprobar`  que  el  pH  clel  filtrado  era  7,®  se  aclit=ion6  a,5

ml  de  Este  a  un  meclio  de  reacci6n  que  c=clntenia  a,47  mg/ml  tie

albti"ina  cle  bovine  y  a,6  U/ml  de  glioxalasa  I,   en  cubeta  de

cuarzo   de   3   ml,    y   ge   registr6   la   A2,a   (,A[).    En   seguida   se

aclicion6  a,62  mM  de  metilglioxal  efectuanclosE  ot.ra  lectura
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cle   Aa.01©  minutes   mag  tarcle   {Aa).    Tr`as  uns   nueva   aclici6n  c[e

a, 62  mH  c]e  metilglioxal  ge  efectu6  otra  lecture  tie  Aa4o  a  log

2   minutog   {A3).    En  egtas   mecliciones  la  c±iferencia   [Aa  -Aa]

~repregent6  la  A=4o  clel  metilglioxal  y  la  cliferencia  [A2  -  A]  -

Aa.o "tii-,iio*.i]   la   Aa|o  Clel   S-lactoil-GSH,    que  se   equivale  Tnol

a   mol   con   el   t3SH   (reacci6n   I).    A   continuaci6n   ge   aclicion6

HADPH,       cliE5uelto      en      HaHC0a      al       1%,        pare      tener      una

ccincentraci6n  cle  a, 33  mM  en  la  cubeta,   determinanc[oge  la  Aa4o

(A.),     y    en    seguicla    a,ls    U/Tnl    cle    glutati6n    recluctasa,
•..t

efectuinclose    lecturas    c[e   Aa.a   a    log    a,     1®,     12,     14    y    16

minutog;   cle   la  extr`apolaci6n  cle   estag   lectures  a   tiempo   a

(aclici6n  de  glutati6n  reductaga)  ge  obtuvo  As.   La  cliferencia

[A4  -   As]   repregEnt6   la  disTninuci6n   Cia   la  Aa4o  clel   NADPH,    qua

reacciona  mol  a  mol  con  el  I:SSG   (reacci6n  11).   Pcir  lo  tanto,

pars  calcular  el  contenido  cle  C3SH  se  utiliz6  el  coeficiente  .

c[E   extinci6n   clel   S-lactoil-I;SH   a   24®   nm    (3,37   c:rna/pmol)    y

pare  c=alcular  el  conteniclo  cle  6Sst3  se  utiliz6  el  coefic=iente

tie     extinc=i6n     del-NADPH     a     34®     nm      (6,22     cm2/pmol).      Log

resultados   se   expresarc)n   en   pmoles   cle   GSH   a   tie   BSSG/g   cle

higaclch   Las `reacciones  y  mediciones  egpectrofc)tom5tricag  ge

realizaron  a  25°C  utilizando  el  espectrofot6metro  clegcrito

En   la   gec:ci6n   H.2.

3.   Sigtemas  auxiliares.

3.1.       C5lutat.i6n       reductaga       (NAD[P]H:       glutatidn-oxiclaclo

dxidorecluctasB;    EC   i.6.4.2).    Se   micli6   en   gobrenadantes   cia
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33.®©Og    pop    6®    minutog    cle    log    homogeneizaclog    hepaticos

\{secci6n  H.2.  )   tie  ratag  trataclas  con  T3  c[urante  3  dias.   Pare

ello    se    utiliz6    la    met6clica    degc=rita-    pop    Carlberg    y

Mannervick      (19S5}      cuyc]      principio      es      la      egtimaci6n

espet=trofotomEtric:a,   a  34@  nm,   cle  la  utilizaci6n  clel  NADPH

en  la  reclucci6n  clel  C;SSC:,   que  es  catalizacla  par  la  glutati6n

reciuc:tasa  (reac=ci6n  11,   gec=ci6n  I.2.  ).   El  meclio  cle  reacci6n,

compueE5to  cle  un  aTnortiguaclor`  Trig  97, 5  mM  a  pH  8, ®  y  de  EDTA

i   mM,    t3SSG   5   mM   y   sobrenaclante   diluiclo   4   veceg,    fue   pre-
+`1,--

incubado    a    25°C    durante    2    minutog;    al    tErmino    cle    egta

incubaci6n   se   aclicion6   el   NADPH,    c{iguelto   en  NaHC0a  al   2./.,

pars  tener  una  concentraci6n  final  cle  a,2  mM  y  se  registr6

la   disminuci6n   cle   la   Aa40,    a   25°C,    durante   5   a   6   minutes,

utilizando  el  espectrofot6Tnetro  e inscriptor`  degcritos en  la

secci6n    H.2.     Log    calc:ulos    c]e    la    activiclad    enzimatica,

expresados   en   p.Tnoles   cle   NADPH   oxiclaclo/minute    (unic[ades   cle

actividad   enzimatica)/mg   cle   proteina,    o   g   cle   higaclo,    se

efectuaron    _utilizando     lag     pendientes     [disminuci6n     cle

Aa4o/minuto]    inic=.iales   ci   miximas   de   c=acla   e.xperimento,    y   el

coeficient.e   cle   extinc:i6n   6,22  cTnz/pmol   c{el   NADPH,    a  34®  nTn.

3. 2.   I;lucosa-6-fosfato  cleshiclrc)genasa  (D-glucosa  6-fogfato:

HADP.       6xidcirecluctasa;        EC       i.1.1. 49).        Se       evalu6       en

gobrenadantes  post-microsomales  bepaticos,   obteniclog  segtln

se  clegc=ribi6   en  la  sect:i6n  E.2.3.,   cle  r`atas  tr`atac[as  con  Ta



69

pop   3  dias.   Pars   ello   E5e  utiliz6   la   met6c±ica   c]esc=rita   pop

C5lock   y   MCLean    {1953.)    cuyo   princi.pie   es   la   reac=ci6n   que

cataliza  egta  enzi"a:

t3lucosa-6-fosfato   +   NADP-  <=>   6-fogfciglucc)nato   +   NADPH   +   H.

La  velociclacl   cle  fc)rmaci6n  cle   NADPH  eg  una  meclicla  cle   la

activiclacl   cle   la   enziTna   y   puede   ger   estiTnada   pop   mec{io   del

aumento  en   la  A3.a.   El  meclio  cle  reacci6n,   c=ongtituiclo  pop  un

amotiguadc)I   a   pH   7,6  cle   glicilglicina   52,1   mM   y   Mgcla  2®,a

"M,     HADP     1    mM    y    sobrenaclante,     fue    pre-incubaclo    a    25°C

c[urante  5  minutc]s;  al  termino  cle  esta  incubaci6n  se  aclicic]n6

glucosa-6-foE5fato  para  tener  una  concentraci6n  final  c±e  2,i

mM  y  se  registr6  el  incremento  cle  la  Aa.a,   a  25°C,   durante  1®

minutos,     utilizando     el     espEctrofot6Tnetrc)     e     inscr`iptor

desc:rites   en   la   secci6n   H.2.    Log   calc=ulos   de   realizaron

utilizanc[o  el  coeficiente  cle  extinci6n  molar  clel  NADPH  a  34®

nm    de    6,22xl®9   M-1    cm-1.     Log    resultEidos    ge    expresaron    en

pmciles    de    NADPH    proc{uc=iclo/minute     (uniclacles    cle    actividacl

enziTnatica)/mg    cle    proteina    y    en    uniclacleg    cle    activiclacl

enzimatica/g  de  higaclo.

3.3.-Sintesis   cle   glutati6n:   En   un   sistema   in   vitro,    se

evalu6  en  forTna  conjunta  lag  actividades  c{e  lag  clog  enzimas

iniciales  clel   ciclo   del   gama-glutamilo,    la   gama-glutamil-

cisteina  sintetasa  (L-5-glutaTnator  L-cisteina  ligasa  [ADP] ;

6.3.2.2)    y   la   glutati6n   gintetasa    (L-5-glutamilcigtEina:

glicina      ligaE5a      [ADP];       EC      6.3.2.3),       c=uantific=anclci      el
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glutati6n  proclucic[o,   al  inc:ubar  a  37°C  log  sobrenaclanteg  de

33. ©®®g  pop  6®  minutes  c}e  homogeneizaclos  hepatic=og   (secci6n

E.i. ),_   con    log    aminoac:ida-g    precurgores    del   -tripepticlo

(Morton  y  Mitchell,   19S5).   Se  trabaj6  c:on  ratag  trataclag  co-n

Ta   clurante   3   clias.    El   meclio   cle   reacci6n   congistia   cle   un

amortiguaclor   Tr`is    1®®   mM   a   pH    a,a   y   cle    L-cisteina   5   mM,

glic:ina  5   mM,    L-glutEimato.  5   mH,    ATP   5  mM,    Mgc12  1®   mM  y   EDTA

a,2  mM.   A  este  mec]io  se   aclicion6   el  sobrenaclante  diluiclo   2

veces  y  se   incub6   a   37°C;  en   un  bafio  ter"oregulac]o     Dubnoff

con  agitaci6n,   clurante  1®  minutos.   A  log  3®  segunclos,   i,   2,

3,   5  y  1®  minutes  ge  extrajeron  alicuotas  cle  a,9  Tnl  cle  este

mec[ici   y  se   agregaron  a   tubas   que  contenian   1   ml   tie  HC104  1

N,   gcibre  hielo,   para  cletener  la  reac=ci6n  y  proporcionar  un

meclio   adecuaclo   a   la  meclici6n  clel  glutati6n  sintetizaclo.   Se

clecicli6   utilizar   estos   tiempos   cle   incubaci6n   clebic[o   a   que

previamente   se   habia   cleterminaclo   que   la   reacci6n,    en   lag

concliciones   aqui   clescritas,   alcanzaba   el   equilibrio   entl`e

_  log  4  y  7  minutes.   Papa  cuantific3ar  el  glutati6n  proclucido,

se  utiliz6  el  metoclo  catalitico  clescrito  par  Tietze  (i969),

que  per`mite  la  estimac-i6n  cle  log  equivalent.es  tc)tales  tie  BSH

{ESH   +   2GSSC;),    a  trav5s   de   la  siguiente  reacci6n:

2   C5SH    +    DTHB    ------ >   I;SSE;    +    2   TRIB

t3SSB   +   NADPH   +   H ------- >   2GSH   +    NADP.

NADPH    +   H.   +   DTNB   ------ >   NADP.   +    2   TNB

Previo  a  esto  se  agreg6  a,i  ml  cle  acido  glioxilico  52
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mM   a    cacla   tuba,    seguiclo    c]e   un   calentamiento    durante   25

minutog  a  65°C  y  enfri.amiento  sabre  hielo,   papa  eliTpinar  la

_ciE5teina     libre.      A     continuaci6n     lag     muegtras     fueron

neutralizaclag  cop  Kapc)4  i, 75  M  y  el  precipitado  c±e  Kclo.  fue

decantaclo  en  una  centrifugaci6n  a  temperatura  ambiental,   a

2. ®®@g  per  1®  Tninutos.   El  glutati6n  proc±uciclo  en  la  gintesig

degc:rita,   estE  en  el  sobrenaclante  c[e  es.ta  centrifugacian.   Su

evaluaci6n     ge     efectu6     en     un     Tneclio     que     con-tenia     un

aTnortiguaclor  a  pH  7,4  cle  fosfato  de  potasio  8®  mM,   DTNB  a,®S

mM,    NADPH   a,24   mM   y   a,11   U/ml   cle   glutati6n   reductasa,    pre-

incubado   a   35°C;  clurante  2   minutes.   A  este   meclio  se  aclic=ic}n6

1®  pl  de  sc)brenaclante  ne.utralizaclo  para  luego  I`egigtrar`  el

aumentci    de   A,.L=/minutci,     utilizanclo   el    espectrofc}t6metro   e

ingGriptor`  clescrit.os  en   la  secc:i6n  H.2.,   que  corresponde  a

la   formaci6n   clel   TNB.    AdeTnas,    en   cacla   experimento:    (a)    ge

deterTnin6   el   tiempo   cero   cle   la   reac=c=i6n   cle   sintesig;    {b.)

par`a  corroborar  la  eliminac=i6n  de  la  cisteina  libre  par.  el

aciclo  glioxilico,   ge  prepar6  un  blanco  para  la  reacci6n,   con

el  meclic]  para  la  sintesis  y  sin  el  sobrenadante  hepaticc>,   el

cual   no   clebia   reacionar   con   el   DTNB;    (c)    se   registl`6   el

aumento   cle   la   A.12/minuto   de   un   estanclar   de   GSSC5,    con   cuyci

valor  ge  realizaron   log  calculog   de  cada   experimento.   Log

resul.taclos      se      expresaron      en      nmoles      de      glutati6n

sintetizaclo/minuto/mg  cle  prciteina  y  en  umoles  cle  glutati6n

sintetizac]o/Tninuto/g   de   higaclo.    Se   clebe   clegtacar   que    la
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actividacl cia  egte gistema de  sintesis  in vitro  c[e glutati6n,

fue    inhibicla    en    un    8®%    par    la    aclici6n    cle    L-butionina.

gulfoximina   2,5   pM.    Este   compuegto-es   un   inhibidor   cle   la-

gaTna-glutamil  cigteina  gintetasa,   uni€ncloge  a  la  rEgi6n  c]el

sitio   active   de   la   enzima   que   une   al   aminoaciclo   aceptor,

c:igteina   (I:riffith  y  Meister,   1979).

4.      Evaluac=i6n     de     parametros     celular`es     asoc:iados     al

in-etabolismo  clel  glutati6n.

4.i.   Actividacl  de  enzimas  que  utilizan  GSH.

4.i.i.   Blutati6n  transferasas  {RX:  glutati6n  R-transferasa;

EC   2.5.1.18).    Se   evalu6   en   sc)brenadantes   cle   33.®®®g   par   6®

minutog  a  5°C  cia  homogeneizados  hepiticog   (secci6n  E.i.  ),   cia

ratas   tratac±as   con   Ta   clurant.e    i,    3,    5   y    7    clias.    Estas

enziTnas  catalizan  la  c=onjugaci6n  del  GSH  tanto  con  sustratos

arilo  coma  con  sustratos  epoxi;  el  sustrato  arilo  utilizaclo

en   este  estuclio   fue  el   i-C;i-2,4-clinitrobenceno,   y   el   1,2-

epoxi-3(p-nitrofenoxi)propane  rue  el  sustrato  epoxi,   ambos

clisueltos   previament.e   en   etanol   absolutci.    La   medici6n   se

bas6  En  la  meclici6n  egpectrofotomEtricJa  c±e  lag  c:inEticas  de

forTnaci6n  c{e  lcis  conjugaclog  I;SH-arilo,    que  absorbe  a  34@  nTn,

y   BE;H-epox`i,    que   absorbe  a  36®  nm   (Kaplowitz  y  cc]l.,1975).

El    meclio    de    reacci6n    papa    ambas    cleterminacioneE5    fue    un

amortiguaclor    fcisfato    cle    sodio    6®    mM,     a    pH    7,4    par`a    el

sustrato  arilo  y  a  pH  6,5  para  el  sustrato  epoxi,   I;SH  1®  TnM

y  gust,rate   (arilo  a  Epc]xi)   i  mM,   pre-inc=ubaclci  a  25°C  clurante
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2  minutes.   A  egte  media  se  adicion6  2®®  pl  de  E5obrenaclante,

cliluiclo  5®  veces  en  la  Tneclici6n  dE  la  activi.cl.act  arilo,   y  g6

regigtraron       aumentog       en       lag       Aa4o       (arilo)        y       Aa6o

(epoxi)/minute,    a   25°C,    utilizanclo   el   espec=trofbt6metro   e

inscript.or   degc:rites   en   la   gecc=i6n   H.2.    Pars   calculog   c[e

activiclacl  arilo  ge  ut.iliz6  el  coefic=iente  cle  extinc=i6n  mc)lap

del    conjugado    t3SH-arilo    (9,6xl®3   M-1   cm-i),    y    para    log    de

actividacl    epoxi    el    c:oeficiente    de    extinci6n    molar    clel

conjugac[o   C;SH-epoxi   (a,5xl®a  M-1  cm-1).    Log  resultados  de  lag

mec!ic=iones  de  ambas  actividacles  ge  expresaron  en  nmoleg  de

proclucto/minuto/mg       cle        proteina        y        en       pmoles       de

prc)ducto/Tninuto/g   cle  higaclo.

4.i.2.      gama-glutamil     transferaga     ([5-glutamil]-p6pticlo:

aminoaciclo  5-glutamil  transferasa;   EC  2.3.2.2).   Se  midi6  en

hcimogeneizaclos     hepaticos      (secci6n     E.i.)      y     cle     rifi6n,

preparados   en    forma    analoga   a    log    cle   higaclo,     c[e    ratas

tr`atadas   con   Ta   clurante   i,    2   y   3   c{ias.    EI   TnEtc)clo   empleaclo

cuantific6    espectrofcitomEtricamente,     a    4®5    nm,     a    la    p-

nitroanilina,    proclucto   de   la   transferancia   cle   la   porci6n

gama-glutamilo  al  aceptor  glicilglicina,   cuanclo  este  tiltimo

interactua  con  gama-glutamil-p-nitroanilicla  en  una  r`eac:ci6n

catalizada  par la  gama-glutamil trangferasa  (Tate y  Meister,

1985).     El    media    de    reacci6n,     para    ambos    hoTnogeneizados

(hepaticos  y  renales),   fue  un   amortiguaclor  amecliol   47,6  mM

a     pH     a,a     que     contenia     Mgcl=     1®     mM,      gama-glutaTnil-p-
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nitroanilicla  45  mM  y  glicilglic:ina  5®  mM,   en  un  volumen  cle

i   ml,    al   cual   se   aclicion6.   5®   pl   cle   hc]mogeneizado,    el   c±e

I.ifi6n   cliluiclo   1®®   vece:.    Egta   mezcla.-fue   inc:u~bada   a   25°C,

con    agi.taci6n    suave,     en    un    bafio    termc)regulaclo    Dubnoff,    ..

durante  15  minutos  (muestras  renales)  a  3®  minutos  (mu=estr.as

hepaticas)   al  c:abe  de  log  cuales  ge  adicion6  acido  acEticci

i,5   N,    2  Tnl   a   lag   muestr@g   hEpaticas  y   4   Tnl   a   lag   Tnue=tras

I`enales,   centrifugando  el  prec`ipitaclo  qua  se  forTn6  a  11. ®®®g

par     1®    minutes    a     5°C,      para    cleterminar     la     A4o5    de`    log

sobrenaclantes  en  el  espec=trofot6mEtro  c±egcrito  en  la  secc=i6n     .-r.t

H.2.   Previo  a  estoE5  estuclios,,   se  prob6   la  cinetica  cle  egta

reacci6n    y    se    cletermin6    que    lag    maximaE5    activiclacles    ge

obtenian    a    lc]s    3@    Tninutos    cle    incubac=i6n     (hctmcigeneizaclos

hepaticos)  y  a  log  15  minutos  cia  reacci6n   (homc]geneizaclos  de

rifi6n).   Log calculos  se realizaron  utilizanclo  el  cc]eficiente

de  extinc:i6n  molar  cle  la  p-nitroanilina  a  4®5  nm   {9, 9-xl®a  M-i

cm-i),      y     log     resultaclos     se     expresarc)n     en     umoles     cle

proc]ucto/minute/mg        c[e        proteina        y        en        pmoles        cle

proclucto/minute/g   de  higaclo.

4.2.      Recambio     de     I;SH     in     vivo.      rue     r`ealizaclo     en     el

Departamento   cle   Bioquimica   clel   Institute   de   Quimica   cle-la

Universiclacl   cle   Sac   Paulo,    Bragil,    gracias   a   un   convenio

CONICYT-C;Npq.     El    reca"bio    de    I;SH    se    evalu6    en    aniTnales

tratados     con    T3    durante    3    c]iag    y    que    a    tiempo    cerci

regibiErc]n     un     pulso     de     L-c=igteina-S39    pare     marcar     e|
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compartiTnento    intracelular    tie    8SH;    asi    la    velciciclacl    cle

sintesig   clel   trip6ptido   ge   puclo   estimar   a   trav5s   cle   lcis

cambiog  procluciclo;  en  gu  racliacti-vidac]  especifica,  c:uando  el

ESH-Sag  fue   diluiclo   par   mol6culas   nuevas   cle  --C3SH  `no   marcaclo

{Lauterburg   y   c=ol.,    19S®.).    En   este   egtuclici,    ios   animales

recibieron  una  closis   i.p.   tie  2®®  pci   cle  L-cisteina-Sag   (i

Ci/pmc)i)/kg  cia  peso,   clisueltog  en  Nacl  al  a, 9./.  con  DTT  1®  mM

y   fuerc]n   luego   sacrificados   a   lag   1,    i,76,    2,    2,33   y   .3

horas.    Luego   cle   efectuar   una   perfusi6n   de   log   higaclos   in

situ     (sec=ci6n    E.i.),     se    prepar6     ho"ogeneizaclos    al   ..1®%

peso/volumen   en   HC104   a,5   H   con   EDTA   5   mH.    Despues   tie   uns

centrifugaci6n    a    2.®®®g    pop    15    minutes,     a    5°C,     en    uns

centrifuga  Sorvall  RC-2B  refrigeracla,   se  clescart6  el  pellet

y  se  trabaj6  con  lo.s  sc)brenaclantes  para  cleterminar  en  ellos

lag  radiactivic[acies   total   y   especifica  clel   SSH-S35.   Previc|

a   esto,   se  separ6   el   GSH   del   ESSE,   cle   la  cisteina   y   cle   la

c=istina   mecliante   HPLC,    utilizanc±o   una   cc}lumna   Bondapack-RP

Cia,1@   P,    y   eluyenclo   C=on   Hap04   al   @,®5./.,    c=on   una   velociclacl

c±e   flujo   cle   a,7   ml/Tninuto.    Se   observb   que   el   1®@%   clel   I;SH

eluye   entre   log   5   y   6   minut.os,    par   lo   que   se   utiliz6   el

volumen   eluiclo   a   est,og   tiempos   papa   c=uantificar   -tanto   el

conteniclo  c]e  I;SH  coma  la  racliactiviclacl  cia  Este.   La  mec±ic=i6n

c]el   C5SH   presente   en   el   eluido   y   en   el   tejic{o   hepatico   se

realiz6  mediante  el  mEtoclo  espec3trofotomEtrico  descrito  pc)I

Tietze  (1969)   (secci6n  I.3.3.  ).   La  racliactividacl  cle|  ESH-Sa5,
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expresac]a  en  cpm,   ge  determin6  con  un  contador  de  centelleo

liquido    Beckmann   LS    5.®®@.    En    todog   log    experimentog   se

obgerv6  que,   luego  clel  pul-so  de  cigteina-Sac,   el  decaimient.a

a   degaparici6n   del   SSH-SOS   (cpm/g  de  higaclo   vergug   tiempo   a

cpm/umol  de  BSH  versus  tiempo)   sigue  una  cinetica  cle  primer

orclen.    La   radiactividad   especifica   del   GSH-Sag,    cpm/pmoles

totales  de  SSH  en  el  eluiclo,   permiti6  realizar  el  calculo  de

la    velocidad    de    recambio    de    GSH,     representada    par    la

pendiente  de  la  linea  de  regregi6n  del  log  de  est.e  par`ametro

en  el   tiempo     y   expresada   en  h-1   (Lauterburg   y  col.,198®).

4.3.    Eflujo   de   GSH.

4.3.i.    Eflujo   ginusoidal.    Se   evalu6   en   hlgac±o   perfundido,

preparaclo  de  acuerdo  a  lo  clescrito  en  la  secc:i6n  C,   de  ratas

tratadag   con   Ta  c]urante   i,    2   y   3   c±iag.    Luego   de   15   minutc)g

de  perfusi6n,   per`ioc±o  en  el  cual  log  hlgados  se  recuperaron

del  procego  quirdrgico,   se  colect6  7  muegtras  de  liquido  cle

perfusi6n   igualment.e   espaciadas   en   el   tiempo,    durante   un

perioclo   total   de   una   hora,    para   determinar   en   cada   una   cle

ellas     los     contenidog     cle     BSH     (nmoles/ml     cle     perfusadci)

(Tietze,   1969),   LDH   (mlJ/ml  de  perfugado)   (Bergmeyer  y  Bernt,

1974)   y  proteinas   (mg/ml  de  perfugado)   (Lowry  y  col.,1951).

Durante   todo   el   tiempo   cle   duraci6n   cle   cacla   experiment.a   ge

regigtr6   la   velocidad   cle   Ooa,    a   travEs   cle   su   evaluaci6n

polarografica  en  el   liquiclo  efluente   (Eat.abrook,    1967),   ya

que  la  constanc:ia  c]e  este  parametro,   y  lag  magnitucles  de  lc]g
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eflujog   sinusoidaleg   cle   LDH   y   protelnag   en   relaci6n   a   log

valoreg  encontrados  en  el  6rgano,   son  indices  de  viabilidacl

de    6gte    (Sies,     1978).     Al    final    de    cada    experimento    ge

determin6  el  peso  t.otal  del  higado  y  ge  tomb  uns  muestra  de

tejiclo  pare  evaluar  log  contenidos  de  C;SH   {umoles/g  higado)

(Tietze,       1969),       deghidrogenasa      lactica      (U/g      higado)

(Bergmeyer   y   Bernt,    i974)   y   prat.einas   (mg/g   higac]o)    (Lowry

y  col.,1951).   Al  multiplicar  log  valores  promedio  tie  lag  7

deter"inacioneg   cle  log   conteniclos  c[e  C;SH,    LDH   y   proteinas,

par      la     velocidacl      de      flujo      de     la      perfugi6n      (ml/g

higado/minuto)   se   obtuvo   lag   velocidacles   de   eflujo   de   SSH

(nmoles/g      hlgac±o/minute),       LDH       (mu/g      higado/minuto)       y

proteinas       ( mg/g       higadc)/minute ) ,        respect.ivamente.        EI

cuociente  entre  lag  velocidacles  de  eflujo  asi  c=alculadas  y

log    respectivog    conteniclos    c]e    estaE5    biomoleculag    en    el

6rgano     representa     la     velocidad     cle     eflujo     sinusoidal

fraccional    para   cada   una   de    ellas,    expresada   en   h-`.    Se

calcul6  ademas  el  eflujo  integrado  de  I;SH  (nmoles/g  higadc]),

mediante    una   integraci6n   cle   todos   log   valores   obtenidos

ent.re   log  25  y   log  75  minutes  tie  perfusi6n.

4.3.2.     Eflujo    biliar`.     Se    efectu6    en    muegtrag    de    bilig,

obtenidas   segdn    lo    descrito   en    la    secc:i6n   D,     de    ratas

trataclas  con  Ta  durante  3  dias.   Al  I inal  de  cacla  experiment.a

E5e  determin6  el  peso  total  clel  higado  y  se  tomb  una  muestra

cle  tejic[o  para  evaluar  el  contenido  de  I;SH   (pmoleg/g  higac[o)



78

mecliante   el   engayo   catalltico   clescrito   pop   Tietze   (1969);

este    ensayo    tambi6n    se    utiliz6    para    la    medici6n    del

contenic]o  del  GSH  biliar,   en  allcuotag  de  1®  pl  de  la  bilig,

dilulda   1@  veceg   {umoleg/ml   de   bills).   La  deter`minaci6n  de

la  velociclad  de  flujo  biliar  (pl/g  higado/minute),   segdn  se

describi6  en  la  gecci6n  D,   permiti6  calcular  la  velociclacl  de

excresi6n   a  eflujo   biliar  de  C;SH   (nmoleg/g  higado/minut.a).

El    cuc)ciente   entre    la    velocidad   de    eflujo    biliar   y_   el

contenido   de   C;SH   en  el   6rgano,    repregenta   la   velocidad   de

eflujo    biliar    fraccional    cle    C5SH,     expresacla    en   h-1.     Pare

conocer   la  relaci6n   C5SH/GSSC;   biliar,   se  evalu6   el   nivel   c]e

SSH   y   BSS6   en   experimentos   paralelos   a   log   planteaclos.    Se

utiliz6   el   m6todo   enzimatico   c]e   Bernt   y   Bergmeyer    (1974)

descrito    en    la    secci6n    I.2.,     que    permiti6    la    medici6n

individual     cle     ambas     I cirmas,      reclucida     y     oxidada,      del

trip6ptido  en  alicuotas  de  bills  previamente  diluidas.

J.     DE:TERMINACI0N    DE    PROTE:INAS.

La   concent.raci6n   de   lag   proteinas,    present.eg   en   lag

cliversag  muestras  biol6gicas  analizadas  en  log  experimentog

relatados,   fue  clet.erminada  par  el  metodo  clescrito  pop  Lowry

y   col.     (1951),    utilizando   coma    estandar   una   soluci6n   de

albamina  de   bovine   que   contenia   1   mg  de   proteinEi/ml.

K.     TRATAMIENT0   ESTADISTIC0   DE   Log   DATOS   EXPERIMENTALES.

Log  resultados  de  toclos  log  experiment,os,   ge  expl`egarc)n

coma  el  promeclio  de  al  menog  4  c]et.erminaciones,   mag  menos  el
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error  egtandar  cle   la  meclia.   El  significado   estacligtico  de

las  diferenciag  entre.  log  animales  contr.ol  y   log  tratadc]s

con   Ta   se   cletermin6   Tnecliante   el   calculci   clel   "t   critico",

gegtin  Stuclent,   para  regultaclog~  no  pareac[os,   con  un  limite  cle

confianza   maxima   cle   5./.,   unilateral.    En  el   experimento  clel

recaTnbio   cle   GSH   in   vivo,    la   significanc=ia   estaclistica   se

estiTn6  mecliante  un  analisis  cle  varianza,   unilateral,   pare  2

grupos  experimentales  c[e  digtinto  tamafio   (n),   empleanc]c]  -el

Tnoclelc]   al   azar.
•1



F2ESULTADOS

A.    EVALUACI0N   DE  LA  CONDICI0N  HIPERTIR0IDEA   DE  Log  ANIMALES.

Log    criteriog    que    ge    utilizaron    pare    evaluar`    la

condici6n  tiroidea  de  lag  ratag  ±ueron  lag  mediciones  de  log

niveleg   g6ricog   de   Ta   y   la   temperatura   rectal   de   ellog,

ambag  realizEidag  24  horag  degpu6s  de  la  aclminigtraci6n  cle  la

tlltima  dogig  de  Ta.   En  la  I igura  1  ge  pregentan  log  niveleg

E56ricog   de   Ta  en   animaleg   trat.adog   pop   i,    2   y   3   dies   con

egta  hormone.   Se  puede  apreciar  que,   degpu6g  de  una  dogig  cle

Ta  ge  procluce  un   increment.a  cle  al  menog  un  arden  cle  magnituc±

en   gu   concent.raci6n   plasmatica.    Luego   de   2   y   3   c±ogig   de   T9

E5e   observe   una   tenclencia   a   la   disminuci6n   de   log   niveles

§ericos   de   la   hormone,    posiblemente   debido   al   ef ecto   cle

ret.roalimentaci6n  negative  que  ejerce  la  To  ex6gena  sabre  su

propia     sintegig,      mediado     per     una     disminuci6n     en     la

liberaci6n   de  la   hormone  liberadora  de  tirotrofina   par  el

hipotalamo   y  de   la  hor`mona  egtimulaclora  de  la  tiroides  por

la  hip6fisis   (Larsen,   1982).   Alternativamente,   egte  cambio

en    log   niveleg    g6riccig    de    T®   podria   implicar    una    mayor

cat.abolizaci6n   de   la   hormone    (Loeb,    19S6),    puesto   que   la

gupresi6n  de  la  sintesis  end6gena  de  T®  no  da  cuenta  de  la

S®
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Figure   1.   Efecto  del  hipertiroidiglTlo  gobre  log  niveleg
96ricos  de  T3  en  ratas.

Grupog   de   r`atag   aliment.adag   fueron   t.rataclag   ccin
a,1    mg    de    T,/Kg    i.p.     par    1,     2    y    3    diag    consecutivog
(flechag)   a  con  el  vehiculo  cle  la  hormona  (controleg;  tiempo
cero).    La   medici6n   de   log   niveleg   g6ricog   de   To   pop   radio
inmuno    ensayo    ge    describe    en    Materialeg    y    M6todos.     Log
resultadog   repregentan    el    promedio    ±    S.E.M.    par.a   4    a    5
animaleg  pop  grupo  experimental.   El  t.rat.amiento  egtacligtico
de  eEtog  datog  ge  describe  en  Materialeg  y  Metodog.    (*):   p
<   5x|@-9  regpecto   a  ccintroleg.
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digminuc=i6n    obgervac±a    a    log    2   y    3    c]iag    de    tratamiento

(figura  1).   No  obf=tante,   en  ambog  cages  log  niveleg  gEI`ic=os

c[e  T®  gen  significativamente  mayoreg  que  aquellos  en  ratas

controles  {®  clias--de  tratamiento},   egtando  log  valores .a  log

3   dies   cl:   tratBmiento   en   el   range   clegcrito   en   pacienteg

hipertirc]1deog     (Videla    y    col,     19S8).     Paralelamente    la

temperature    ret=tal    cle    log    animaleg    trataclog    c=on    ciogis

cliariag     cle     T3     par     1     a     7     clias     conge6utivcis     aumenta

significativamente  en  tocloB  log  periodos  cle  tratamiento,   en

relaci6n  a  ratas  control  que  recibiEron  dogig  diarias  del

vehiculci   de   la   hormone   (NaoH   a,1   N}    (figura  2).

De  acuerdo  a  egtog  cl`iterios,   ge  puecle  concluir  que  el

modelo  experimental  usaclo  incluce una  conclici6n  hipertiroiclea

en     log     animaleg,      con     un     aumento     concomitante     c]e     la

calorigEnesig.

a.       EVALUACI0H      DE      PARAMETROS     -CELULARE§      ASOC:IADOS      A      LA

ACTIVIDAD   PR00XIDATIVA   HEPATICA.

Antececlent.es  entregaclog-en  la  IHTRODUCC;Ion  sefialan  que,

en  condic=ioneg  bagaleg,  .alrecleclor  cle  un  2®%.  del  002  hepatico

total  corresponcle  a  una  respir`aci6n  celular  no  relacionacla

con  la  activiclad  de  la  caclena  respiratoria  mitoconclrial,   uns

fract=i6n  del  cual   podria  represent.ar   oxlgeno  utilizado   en

eventos  celulares   que   involucren  su  reducci6n  univalente.

Debido   a  que  la   interacci6n  cle   Ta  con   el  higaclo   auTnenta  el

Boa  total,   se  evaluaron  diversos  parametros  asociados  a  la
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I..igura  2.   Efec=to  del  hipertiroicligmo  gobre  la  temperatura
rectal  de  la  rata.
El  tratamiento  c[e  lcig  animales  y  la  meclici6n  de  la

temperatura  rect.al  mediante  una  termocupla,   ge  degcriben  en
Materialeg  y MEtoc]c)g.   Log regultados  repregentan  el  promec[io
±   S.E.M.    para   7   a   43   animales   pop   gI`upo   experiTnental..   El
trat,amiento    egtaclistic=c}    cle    egtog    c[atog    ge    describe    en
Materialeg  y  MEtodc)s.    (+) :   p  <  5xl®-a  respecto  a  t=ontroleg.
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reclucci6n   univalente   clel   c]xigeno   que   incluyen   respuegtas

regpiratoria,     lipoperoxiclativa    y    quimioluminigcente    en

higaclo  y  en  fracaic]neg  suLcelulareg  hepaticas.

1.      Evaluaci6n     c±e     la     respiraci6n,      i.ipoperoxiclaci6n,      y

quimioluminigcencia  hEpaticag.

i.1.   RSA  hepatica.   El  efecto  del  tratamiento  con  T5  durante

3  diag  gobre  la  BSA  hepatica  Be  muestra  en   la  table   1.   La

infusi6p  del  agent,e  antioxiclante  alopurinol  a  preparacioneg

de    higado    perfundiclo,     permite    visualizar   -un    ccmponente
•:'.Irespiratorio  hepatico  sensible   al  alopurinol   (regpiraci6n

sensible  a  alopurinol),   cuya  magnituc±  eg  gignificativamente

mayor,    en   un   64%,    en    log    animales   tratados    que   en   log

animales   control.   De   igual  manera,    la  infugi6n  clel  agente

antioxidante    DF0    a    preparac:iones    de    higaclo    perfuncliclo,

permite    vigualizar    un    componente    regpiratorio    hepatico

§en8ible  al  I)FO   (respiraci6n  8en8ible  a  DFO),   cuya  magnitud

es   signif icativamente   mayor,    en   un   62%,    en   log   animales

tratados  que  en  log  animales  control   (tabla  i).

En  la  figure  3  se  muestra  el  aumento  en  el  Ooa  hepatico

(4P0a)   inc]uciclo   pop  el   tratamiento   con   T5,   y   el   porcentaje

tie  eE5te  Al0a  que  corresponde  al  inc±emento  en   la  RSA   (AISA)
\en   lcis   animales   tratados;   egte   porcentaje,    repregenta   la

fracci6n   del AQ03  que  se   relacic)na   con   la   utilizaci6n  clel

oxigeno   en  reaccioneg  de  transferencia   de  un   elec:tr6n.   El

incremento  en  la  RSA  hepatica  en  lag  ratag  hipertiroic]eas  se
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TABLA   1
Ef ecto  del  hipertiroiclismo  sabre  la  BSA  en  hlgaclo  aislaclo

y  perfundido.
QQa   (umol/min/        RataB               Ratag
9  higado)

BASAL

+  Alopurinol
1"M_

RSA     -.

BASAL

+    DFO   5   mM

RSA

control-        trataclag
(n    =5}            _   `cC]n   Ta

I     (n   =4)

2,1®|®,®2     2,62|®,®4

1,95±®,®3     2,39±®,®3

a,13|®,®1     a,21|@,@1

2,®3|®,®6     -2,52±®,1®

1,S3|®,®8     2,2@|@,1®

a,2®i®,®|     a,32i@,@3

%   de                  -p
efecto

+   25,4          5x|®-a

+   22,7          5x|®-a

+   63,8          5x|®-a

+   24,1                  1®-a

+   2®                 5xl®-a

+   62,4                  1®-2

El  tratamiento  cle  log  animales  y  la  tec:nica  c]e  perfusi6n
hepatica  ge  degcriben  en  nater`iales  y  Metodos.   Tanto  el
Q0a  basal  coma  aquel  en  pregencia  clel  antioxidant,e,   se
midi6  polarogr`a±icaTnente  coma  esta  c[escrito  en  HaterialeB
y  Metoc[os.   Lag  conc=entracioneg  gefialaclag  papa   log
antioxidanteg  Alopurinol  ¥  DFO,   Son  lag  que  ellos
alcanzaron  en  el  liquidci  de  perfusi6n.   Log  resultados
repregentan  el  promedio  i  S.E.H.   papa  el  ntimero  de
animaleg  inclic=ado  ent.re  parEntegis.   El  tratamiento
estadigtico  tie  egtog  c]atos  se  describe  en  Materialeg  y
MEtodog,
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Figura  3.   Relaci6n  entreA00z  (Q0z  ratas  ccintrol-Q0a  ratag
tratadag)   yARSA   (RSA  ratas  control-RSA  ratag
tratadas)   en  higado  perfundido  en  el
hipertiroidismci -experimental.

El   tratamiento   de   log   aniTnales   (T3  3   dias)   y   la
tEc=nica  de  perfugi6n  hepatica  ge  cleE5c=riben  en  Materialeg  y
Metoclos.    Tanto  el   Q0a  'bagal   coma   aqu6l   en   pregencia   de  lcis
anticixidantes    alopurinol     (1    mM)    y    DFO    (5    mM),     ge    midi6
polarograf icamente    coTno    esta    degcrito    en    Materialeg    y

:::::::;ndEeLa./.lad:ei::i6:nA±RCsaAd;AQ::rpaar:a:Bra:::i::::::Ee;
4  ratag  tratadag.
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produjo  en  augencia  de cambiog  significativog en  la  relaci6n

peso   hlgado/peso   corporal    [control:    3,46   ±   a,19    (n   =   5)

g/1®®   g   cle   peso   corporal;   Ta:   3,62   ±   ®,3®   (n   =   4)    ,    N.S.  ].

1.2.    Inclice  TEAR.    En   la   figure   4   Be   obgerva  el   efecto   del

tratamiento   con   T®   durante   3   dlas   gobre   el   indice   TEAR,

indicador    cle    la    lipoperoxidaci6n    celular,     evaluado    en

homogeneizadog       hepaticog.        Se        obtiene       un        aumento

signi±icativo  de  egt,e  parametro  que  corregponcle  a  un  25./.  del

valor    de    log    animaleg    cant,rol,     en    augencia    de   cambios

gigni±icativog  en  el  6ontenido  tot.al  de  proteinag  hepaticag

[control:   195,5   ±   3,85   (n   =   42)   mg/g   de   higado;   T®:   196,4   ±

6,S5    (n   =   37),    N.S.].

Lag  medic=iones  del  lndice  TEAR  e±ectuadag  en  muegtrag  de

bills  de  estag  rates,   asi  coma  lag  de  excregi6n   biliar  de

TEAR    ge    gefialan    en    la    table    2.     Se    puede    observer    un

incremento  gignif icativo  respect.a  a  animaleg  no  t.r`atadog  en

ambog  cagog,   gienclo  el  del   indice  TEAR  de  un  3®./.  y  el  de  la

exc:regi6n  biliar  de  un  55./..

i.3.   Medicione8  de  Ouimioluminigcencia.

1.3.i.   Egtudiog  in  vivo.   Log  regultados  de  egta  medici6n  se

muegtran     en     la     I igura     5.     En     t.odog     log     periodos     de

t.ratamient.a,     ge    obgerva    un   aument.a    gignif icativo    de    la

quimiciluminigcencia     espontanea     hepatica     con     un     ef eat.a

maxima,    155./.   de   incremento   regpecto   a   animaleg   cant.rol   (a

dies  de  t.ratamiento),   en   log  animaleg  trataclog  con  T®
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Figura  4.   Efecto  del  hipertiroidismo  E5obre  el  lndice  TEAR  de
homogeneizadog  hepaticos  cle  ratag  tratadas  con  T®
durante  3  dies.

El  tratamiento  de  log  animales  y  la  preparaci6n  de
log  homogeneizadog  ge  degcriben  en  Materialeg  y  Metoclog.   El
indice   TEAR   ge   midi6    egpectrofotometricamente   a   535   nm,
luego  de  adicionar  TBA  al  a,67./.  a  log  gobrenadanteg  de  una
precipitaci6n   de   log   homogeneizados   con   TCA   al    3®./..    Log
result.adog   repregentan   el   promedio   ±   S.E.H.    pare   14   ratag
control  y  13  ratag  tratadag.   E:i  tratamiento  estadigtico  de
estog  clatog   ge  deE=cribe  en   Materialeg   y   MEtodog.    (*):   p   =
a,®256  regpecto  a  controleg.
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TABLA   2
Efecto  del  hipertiroidismo  gobre  el  indice  y  la  excresi6n

biliares  de  TBAR.

Rates  control

Indice   TEAR
biliar

(umoleg   MDA/ml
bilig)

•/.  de  e±ecto

Excregi6n
biliar  de
TBAR
{nmoleg   MDA/g
higado/minuto )
•/.   de  e±ecto

P

E',®8   i  0,716
(n    =    8)

Ratag  tratada=  con
T®   (3   dias)

+   32,3

i, 6xl®-`

9, 4®2  i  a, 44
(n    =    1®)

+   54,6

sxl®-`

El  trat,amiento  de  lcig  animales  y  la  obtenci6n  de  muest.rag
de  bills  se  describen  en  materiale§  y  Metodos.   El  indice  y
excresi6n  de  TEAR  se  evaluaron  egpect,rot otom6t.ricament.e,   a
535   nm,    luego   de   adicionar   TBA   al   a,67%   a   log
sobrenadanteg  de  una  precipitaci6n  con  TCA  al   3®%  cle  lag
muestra8  de  bills.   Log  reBultados  repre§entan  el  promeclio
+   S.E.M.    para  el   ntimero   de  animales   inclicado   entre
parentegis.   El  tratamiento  estadistico  de  esto§  dat,os  se
c]escribe  en   Materialeg   y   Metoclos.
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clurante  3  dlag.   Congiderando  que  este  engayo  repregenta  uno

medici6n  6rgano-egpecifica  y  no  invaE5iva  pare  el  6rgano,   de

la  emiBi6n  de  fotoneg  pop  especieg  excitadag  regultanteg  cle

int.eraccioneg     de     oxi     y     peroxi     radicaleg     organicos

involucradog   en   el   proceso   de   lipoperoxidaci6n   (Boverig   y

col.,    198®;   Videla   y   col.,1983),    log   regultados   de   egte

eBtudio    gefialan    el    egtablecimientci   de    una    condici6n    de

estreg    oxiclat.ivo    en    el    hlgaclo    de    egtos    animales,     coma

congecuencia  cle  la  adminigtraci6n  de  T®.   par  otro  lado,   egte

perf il   de   quimioluminiscencia   coincicle   con   el   per±il   de

incremento     en     el     Ooa    hepatico,     obtenido     en     estucliog

anterioreg   (Fernandez  y  col.,1985).

1.3.2.     Egtudiog    in    vit.ro.     Se    realizaron    mediciones    de

quimioluminigcencia,   t.anto  espontanea  coma  inducida  par  t-

Boon,      ut,ilizando     homogeneizadog     hepat.ices     de     animaleE5

trat.aclog    con    T.    durante    i,     2    y    3    dlag.     La    condici6n

hipert.iroiclea    no    produjo    cambiog    gignificativos    en    el

contenido  total  de  protelnag  [cont.rol:   195,5  ±  3,85  (n  =  42)

mg/g   de   higado;   T81   die:    218,5   ±   23,5    (n   =   6);    Ta  2   diag:

1S7   ±   9,45   (n   =7);   Ta  3   diag:   196,4   ±   6,85   (n   =   37),    N.S.  I.

Lcig  regultadog  de  la  medici6n  de  la  quimioluminif5cencia

egpontanea  ge  muegtran  en  la  tabla  3.   Se  obgerva  un  aument.a

gignificativo  a  log  3  dies  de  tratamiento,   lo  que  gust.enta

la  propogici6n   clel   egtablecimiento  de   un   egtres   oxidativo

hepatico  en  egte  perlodo  de  tratamiento.
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TABLA   3

Ef ecto  del  hipertil-oidisTno  gobre  la  quimioluminiscencia
esp ant.anea  de   homogene izadog  hepaticog

Tratamiento  de  log          cpm/mg  de
animaleg

Controles
(Na   OH   a,  |N)

To  i   dla

T®  2   diaB

T®  3   dlas

proteina
xl®=O

i, 86i®,124
(n    =    16)

2, ®8i®, ®76
(n   =   4)

2, ®5i®, 438
(n    =    6)

3, 42|®, 54S
(n    =    6)

%   cle   ef ecto                  p

+    11,9

•+     1®,1

+   83,8

N.S.

N.S.

6xl®-`

El     t.ratamiento    cle    log    animales,     la    preparaci6n    de    log
homogeneizados  y   la  medici6n  de  la  quimioluminiscencia  en  un
media   de   reacci6n   que   contenla   Kcl   15®   mM,    Tris   5   mM,    EDTA   i
mM    y     i    mg    cle    proteinas/ml,     a    pH    7,4,     se    describen    en__   _  __  _  i i   _``---,__-

Mat.eriales  y  Metodos.   Log  result.ados  representan  el  promedio
+  S. E. H.   pare  el  namero  de  animaleg  inc]icaclci  entre  parentesis.
El   trat,amient,o   estadistico   de   est,os   dat,os   se   describe   en
Materiales   y  .M6todos.   N.S.,    no   signi±icativo.



93

Log  regultaclog de  la medici6n  de la  quimioluminiscencia

inducida  pop  t-B00H  se   Tnuestran  en  la  table  4.    Se  observe

una         digminuci6n         progregiva         en         la         respuegta

quimioluminiscente,   la  que  eg  gignif icativa  a  log  3  diag  cle

tratamiento   y   alcanza   un   valor   que   es   un   29./.   del   de   log

animales   control.    Egte   regultado   puede   atribuirse   a   la

disminuci6n   progregiva  en   el   contenido   de  citocromo   P-45®

que     pregentan     estos    animaleE5,     entre     i     y     3    dlas     de

tratamiento    (F`ernandez    y    col.,     1985;    Kato    y    Takahashi,

196S).   Se  ha  gefialado  que  el  t-Boon  puecle  interactuar  con  el

citocromo  P-45®,   experimentando  uns  rupture  homolitica  que

lo  convertirla  en  lag  egpecieg  radicalarias  HO.   y  t-BO.   que

pueden   iniciar  el   proceE5o   lipoperoxiclativo,   con  congumo  de

oxigeno,   y  generar`  especies  'quimioluminiscentes   (CadenaE5  y

Sieg,     1982).     El    menor    contenido    de    citocromo    P-45®    en

animales  que  hen  recibido  3  dogig  de  Ta,   explicaria  entonces

loE5  resultados  obteniclos  en  este  egtudio.

Considerando  que  lag  especies  excitadas  se  I cirman  par

interaccioneg  de  radicaleg  libreg  organicos,   procluctos  del

proc=eso   de   lipciperoxidaci6n,    hay   concordancia   ent.re   estos

regultados  y  log  cambios  en  el  indice  TEAR  {tabla  2  y  figure

4).
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TABLA   4
Efecto  del  hipertiroidismo  sabre  la  quimioluminigcencia,

inducida  par

Trata-
miento  de
loE5
animaleg

t-Boon,   de ho"ogeneizadog

cpm/mg   de                  ./.  de  e±ecto
proteina  x   1®-.

hepaticos.

Controleg

To  i   die

Ta  2  diag

T®3diag       2®,2©   |1,a
(n    =    6)

-1®,6

-24,2

-28,6

N.S.

N.S,

<   5xl®-`

El  tratamient.a  de  log  animales,   la  preparaci6n  de  log
homogeneizaclog  y   la  medici6n  de   la   quimioluminiE5cencia  en
un   meclio   de   r`eacci6n   que   contenia   Kcl   15®   mM,    Trig   5   mM,
EDTA   1   inn,    t-Boon   3   mM   y   1   mg   de   proteinag/ml,    a   pH   7,4,
se  describen  en  Materialeg  y  Metodos.   Log  resultadog
represent.an  el   promeclio  i  S.E.M.    par`a  el   ndmero   de
animaleg  indicado  ent,re  parentegiE5.   El  trat.amiento
egtadigtico  de  estog  dates  se  describe  en  Materiales  y
Metodog.   N.S.,   no   signi±icativo.
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2.    Evaluaci6n   de   la   lipoperoxidaci6n   y   de   lag   regpuestag

regpirat.oria y quimioluminigcente de fraccioneg gubcelulares

hepiticag.

2.1.   Egtudiog microgomaleg.   Egta  fracci6n,   rice  en  membranes

de   reticulo   endoplagmico,    eg   tal   vez   uno   de   log   blancog

pre±erencialeg  pare  la  acci6n  prooxidat.iva  de  lag  hormonaE5

tiroideag.

2.i.1.   Medicioneg  del   indice  TBAR.   La  figura  6  muegtra   log

resultadog   de   la   medici6n   de   egte   parametro   en   animaleg

tratadog  con  T®  degde  1  a  7  diag  congecutivog.   Se  obgerva  un

incremento   t.emprano   y   gogtenido   (2   a   7   diaE5),    con   valoreE5

que   I luctuan   entre   3®./.   y   5®./.   par   encima   del   inclice  de   log

animaleg  control   (a  dlag  cle  tratamiento).   Egtog  regultadog,

cibtenidos    en    ausencia    de    cambiog    gignif icativog    en    el

contenido  de  proteinag  microgomaleg   [control:   1®,®4   ±   a,34

(n   =   36)    mg/g   de   hlgado;    T.   i   dla:    1®,5   ±   a,76    (n   =   9);    T®

2   diag:    9,®7   ±   a,52    (n   =   1®);    Ta   3   cliag:    11,45   ±   a,71    (n   =

1®);     Ta   7    cllag:     9,54    ±    ®,4®     (n    =    8),-N.S.]     gefialan    una

activaci6n   clel   procego   lipoperoxidativo   en   egta   fracci6n,

concordando  con  hallazgog  previos  que  sefialan  un  aumentci  en

la  generaci6n  de  Oa-.  en  ratas  tratadag  con  To  durante  2  a  7

dies  (Fernandez  y  col.,1985).   Par  ot.ro  lado,   el  increment.a

del  inclice  TEAR  microE5omal  en  log  animaleg  que  recibieron  3

dogie    de    T3    podrla    contribuir    al    incremento    de    este

parimetro  que  muegtran  log  homogeneizaclog  hepiticog  (figure
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Figura  6.   Efecto  del  hipertiroidismo  gobre  el  indice  TEAR  de
Tnicrosomag   hepaticcis  cle   ratas   t.ratadas   ccin  Ta
durante  i  a  7  dias.

El  t.ratamiento  de  log  animales  y  la  preparaci6n  cle
la  fracci6n  microsomal  se  describen  en  Mater`iales  y  net,odos.
El   indice  TEAR   se   midi6   espectro±otomEtricament.e   a   535  nm,
luego  de  aclicionar  TEA  al   a,67./.  a  log  sobrenadanteg  de  una
precipitaci6n   de   log   pellets   micromales,    resuspenclidos   en
amortiguador   Kcl    15®   mM   y   Tris   5   mM   a   pH   7,4,    con   TCA   al
3®./..   Log  result.adog  represent.an  el  promedio  ±  S.E.M.   para  un
ntimero    de    5    a    21    animales    par    grupo    experimental.     El
trat.amientci    estadigtico    cle    est.og    clat.og    ge    describe    en
Materiales   y   Met.oclos.    {*):   p   <   5xl®-®  respecto   a   cant.roles.
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4)   y  la  bilig   (table  2).

2.i.2.   Hedicione8  de  regpiraci6n  microsomal.   LOB  regultadog

de  la  evaluaci6n  del  Ooa  en  egta  ffacci6n  ge  muegtran  en  la

I igura  7.

La   medici6n   del   00.  en   pregencia   de   NADPH   muegtra   un

incremento   gignif icativo   g6lo   en   log   animaleg   tratadog   2

cliag    con    T..     La    medici6n    clel    00.    en     pregencia    de    un

antioxidante,   el  CN-3,   muestra  una  inhibici6n,   g6lo  en  log

animales  con  2  diag  de  tratamiento.   Esta   inhibici6n  de   un

39./.,      en     relaci6n     a     la     Bituaci6n     en     augencia     del

antioxidante,      corregponde     a     uns     RMSA     que     revels     la

naturaleza   radicalaria   del   incremento   en   la   regpiraci6n

microgomal.   La  RMSA,   cuyog  valoreg  ge  muegtran  en  la  figura

8,    corresponcle    a    la    dif erencia    entre    el    aoa   meclido    en

augencia  y  en  presencia  del  antioxidant.e,   repregentando  agi

a   la   fracci6n   del   oxlgeno   congumido   que   eB   ut.ilizacla   en

procesoB  radicalarios  y  que  puede  contribuir  al  incremento
en  la  RSA  ya  sefialado   {tabla   i   y  figure  3).

Al   medir   el   Q0a  mic3rogomal   en   pre8encia   de   un   agent.e

prooxiclante,   el  t.-Boon,   se  obgerva  una  gituaci6n  cliferente

a  la  anteric;I   (figure  7).   El  Boa  microgomal,   inducido  par  t.-

Boon    digminuye    E5ignif icativamente    g6lo    en    log    animaleg

tratados  2  diag  con  T®,   en  relaci6n  a  log  animaleg  control.

Se  ha  de8crito   que  la  adici6n  de  t-B00H  a  microt5omag

hepaticog  puede  iniciar  el  procego  lipoperoxiclat.ivo,   en
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Figura  7.   Respiraci6n  microsomal  hepatica,   en  pregencia  de
NADPH  y   de  t-B00H,    de  rates  tratadag   con  Ta
durante   1  y  2  dies.   Efecto  del  CN-3.

El  trataTniento  de  log  animale=,   la  preparaci6n  de
la  fracci6n  microgomal  y  la  medici6n  del  Ooa  en  un  medio  de
reacci6n   que  contenia   a,6  mg   de  proteina   microgomal/ml   de
fosfato   de   godio    12®   mM   a   pH   7,4,    suplementado   con   NADPH
a,13   mM   a   con   t-B0C]H   a,®2   mM,    ge   describen   en   Materialeg   y
MEt.oclog.   .La   concentraci6n   cle   CN-3   aclicionada   a   este   media
fue   3   mM.    Log   regultadog   representan   el   promedio   ±   S.E.M.
pare  un  ndmero  de  7  a  21  animaleg  par  grupo  experimental.   El
tratamient.a  egtadigtico  de  egtog  clatog  ge  degcr`ibe  en
Materialeg  y  MEtodog.    (*):   p   <   5xl©-.  regpecto  a  c:ontroleg.
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ausencia    de    dadoreg    de    hidr6geno,     con    el    concomitante

consume   de   oxlgeno   ya   que   este   procego   eg   de   naturaleza

aer6bica   (Cadenas  y  Sies,   1982).   Come  ya  =e  ha  gefiplado,   el

degencaclena"iento  del  procego  lipoperoxidativo  par el  t-Boon

dependeria  del  contenido  de  citocromo  P-45®  de  la  fracci6n

microgomal,   el  que  est.a gignificativamente  digminuido  en  log

animaleg   que  hen   recibido  2  closis  de   T®   (Fernindez   y  col.,

1985).   Egtos  hallazgog  estan  cle  acuerclo  con   la  cligminuci6n

en   el   Q0a  microsomal   obtenida   en   animaleg   tratadog   2  dies

con       Ta       (figura       7)        y       con       la       menor       regpuegta

quimioluminiscent.e  cle  log  homogeneizadog  hepaticog  de  rataE5

tratadas   2  y   3   diag  con   T®,   frent.e   a   la   adici6n  cie   t-B00H

(t.abla  4).    La   meclici6n   del   Q0a  microgomal   en   pregencia   del

CN-3    (figura   7),     muest.ra   una   reducci6n   gemejante   en   log

animales  c:ontrol   (33./.)   y   log  trat,aclog   i   c±ia  con  T®   (35./.)   lo

que   indica  una  RMSA  de  magnitud  gemejante   (figure  a).    Eat.e

regultado   eE5ta   en   concordancia   con   hallazgos   previog   que

gefialan     que    el     conteniclo     de   -cit.ocromo    _P-45®    c±e    egtog

animaleg  eg  gemejante  (Fernandez  y  col. ,19S5).   En  la  figure

8  se  obE5erva  edemas  que  log  animaleg  que  recibieron  2  dosig

de   T®  manif iegt,an   un   aument.a   de   un   54./.   en   la   RMSA   regpecto

a  log  animaleg  control.

2.i. 3.   Mediciones  de  Quimioluminigcencia.   La  table  5 muestra

log       regultadog        de        lag        determinacioneg        de        la

quimioluminigcencia  inclucida  par  t-B00H  de  la  fracci6n
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I.igura  8.    I"SA,   en   presencia  de  NADPH   a   de  t-B00H,   en  el
hlgado  de  ratag  t.ratadas  con  T3  durante  i  y   2
dlag,

El  tratamiento  de  log  animaleg  y  la  medici6n  del
Boa  microsomal  ge  degcriben  en  Materialeg  y  M6todos.   La  RMSA
corregponde   a   la   dif erencia  de   OOz  en   pregencia  de   NADPH   a
de   t-B00H   y   luego   de   la   adici6n   de   CN-3,    medidcis   coma   se
indica    en    la    figure    7.     Log    regultadog    correE5ponden    al
promedio    ±   S.E.M.    para   un   ndmero   de   5   a    1®   animales   par
grupo  experimental.    (*):   p   <   1®-.  regpecto   a  controleg.



TABLA   5
Efecto  clel  hipertiroidigmo  sabre  la  quimioluminigcencia,
inducida Pop t-B00H,   de  fracciones

1®1

subcelulareg  hepaticas.

Frac-       Tratamiento       cpm/mg  de       ./.  de  efecto              p
ci6n         cle  log                  protelna
E5ubce-animaleg                   x   1®-a
|ular
Micro-
Somas

Cent,roles
(NaoH   a,  |N)

T®  3   dla8

72,3  i  2,6
(n   =   9)

42,a  |3,2            -41,9               <   5x|®-a
(n   =   9)

Mito-
Con-
drias

Controles
(NaoH   ®'  iN)

41,5  i  2,3
(n    =    7)

To3  cliag        38,3  |2,a               -7,7
(n    =    1®)

N.S.

El  tratamient.a  de  log  animaleg,   la  preparaci6n  de  lag
fracciones  subcelulares  y  la  medici6n  de  la
quimioluminigcencia  en  un  media  de  reacci6n  que  contenia
Kcl    15®   mM,    Trig   5   mM,    EDTA    i   mM,    t-Boon   3mM   y    i   mg   cle
proteinas   microsomales/Tnl   a   ®,25  mg  de   prat.einag
mitcicondrialeg/ml,   a  pH  7,4,   se  describen  en  Materiales  y
M6todog.   Log  resultadog   representan  el   promeclio   i  S.E.M.
para  el  ndmero  de  animales  indicado  entre  parEntesig.   El
tratamiento  estadigtico  de  eE5tog  dates  ge  describe  en
Materiales   y   M6todoE5.    N.S.,    no   E5ignificat.ivo.
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microsomal   hepatica   de   rates   trataclag   3   diag   con   To.    Se

obgerva   una   digminuci6n   gignif icativa,    de   42./.   regpecto   a

ratag  control,   regultado  que  egta  de  acuerdo  con  la

digminuci6n   en   el   contenido   de   citocromo   P-45©   tie   egtog

animaleg    (Fernandez   y    col.,     1985)    y    con    la   digminuci6n

gigni±icativa  tie   la   regpuegta   quimioluminiscente   inducida

pop  t-B00H  en  homogeneizados  hepat.icos   (table   4).

2.2.       Egtuclios      nit.ocondriales.       La      clescripci6n      cle     un

co"ponente        reE5piratorio        Tnitocondrial         sensible        a

antioxiclantes   (Videla,   19S4a)  y  el  hallazgo  experiment.al  de

la   generaci6n   de   0.-.   y   Haoa   par   nit.ocondriag   aigladag   en

egtado    4    (Turreng   y   Boverig,    19S®),    fueron   antecedenteg

importanteg    para    egtudiar    la    actividad    prooxidat.iva    de

mitocondriag  hepaticas  cle  animales  hipertiroldeos.

2.2.1.   Mecliciones  cle  Ouimioluminigcencia.   La  tabla  5  muegtra

que  la  regpuegta  q.uimioluminigcente  inclucida   pop  t-B00H  cle

nit.ocondrias    de    ratag    trat.adag    3    dias    con    To,     no    eg

diferente  a  la  manifegtada  par  log  animaleg  control.

2.2.2.    Evaluaci6n   de   la   generaci6n   cle   Oa-`    par   partlculas

submitocondriales.   Papa  efectuar  egtag  determinacioneg,   se

utiliz6    NADH    a    succinato    de   soclio    c6mci    gugtrat.os,     y    ge

realizaron     toclas     lag     medicioneg     en     preE5encia     de     la

anti"icina-A,     inhibidor    de    la    cadena    mitocondrial    cle

t.rangporte  de  electrones  a  nivel  del  cit.ocromo  b.   La  adici6n

de    NADH    a    partic:ulag    Submit.oconclrialeg    en    pregencia    de
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antimicina-A  recluce  tent,o  a  la  NADH  deshidrogenasa  como  a  la

pareja  ubiquinona-citocromo  b,   eEtimulando  la  producci6n  de

o.-.    par   ambog   componenteg   de   la   cadena   regpiratoria,    Fn

tanto    que    la    adici6n    de    guccinato     a    la    preparaci6n

mitocondrial   en   pregencia   de   antimicina-A   reduce   g6lo   al

complejo  ubiquinona-citocromo  b  y  estimula  la  producci6n  de

0.-.   par   eat.e   complejo   (Turrens   y   Boverig,    198®;   Turrens   y

col.,1982a).

La  table  6  muegt.ra  el  e±ecto  del  hipertir`oidiE5mo  gobre

la      generaci6n      mitocondrial      de      Oa-.       pop      particulas

E5ubmitocondriales    de    rates    tratadag    3    dies    con    T®.     La

utilizaci6n   de   ambos   sustratos   mitocondriales   revel6   un

importante  y  gignif icativo  aumento  en  log  animaleg  tratadog

reE5pectci    a    log    animales    cont.rol,     r`evelando    agi    que    lag

hormonag   tiroicleas   pueden   egtimular   el   c=onsumo   cle   oxigeno

nit.ocondrial  a  trav6g  de  gu  reclucci6n  univalente.

Log    valores    que    alcanzan    lag    relac=ioneg    entre    lag

generaciones   de   Oa-.   con   NADH   y   con   guccinato,i,59   en   lag

rat.ag  c:ontrol  y   i,53  en  lag  ratas  tratadag,   concuerdan  con

la  exist,encia  de  al  menog  2  sitiog  diferentes  en  la  cadena

trangportadora de electroneg mitocondrial  que pueden reducir

el   oxlgeno   a   Oa-.   (Turrens   y   col.,1982a).

2.2.3.    Medicioneg   de   la   generaci6n   de   Haoa.    Egt.os   eE5tudios

se  realizaron  utilizando  mitocondr`iag  intactas  y  particulas

gubmitocondrialeg.  Pare e±ectuar  egtas medicioneg  ge utilizd
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TABLA   6
Efecto  del  hipertiroicligmo  sabre  la  actividacl  prooxidativa
de  mitocondriag  hepaticas:   generaci6n  de  Oa-.pcir  partlculaB

gubmitocondrialeE5.

Prod.         F!atag
de  Oa-.      control
(nmol/
m9   pr/
min)

Ratag
tratadag  3
diag  con
T3

•/.  de  ef ecto                p

NADH           a,43   i  a,®6
®,|TnM                   (n    =    6)

Succ.        a,27  i  a,®7
5mM                        (n    =    4)

1,®4   i  a,13            +   141,9                2,8xl®-®
(n   =   8)

@i68   i  ®i®3            +   151,9                i,|x|®-a
(n   =    5)

El  tratamiento  de  log  animale8,   la  preparaci6n  de  lag
particulas  submitocondriales  y  la  meclici6n  de  la  velocidad
de   producci6n  de  Oa-.   utilizando  un   amortiguaclor  MSH  a   pH
7,4   con   epinefrina   i   mM,    antimicina-A   2   uM,15®   U/ml   de
catalaga  y  a,6  mg  de  protelna  mitocondrial/ml,   aclicionanclo
el   gustrato  nit.ocondrial,   NADH  a  guccinato  de  soclio,   ge
degcriben   en  Materialeg  y   Met,odoE=.   Log  resultadc]s
repregentan   el   pr`omedio   i  S.E.M.    pare  el   ndTnero   de
animaleg  indicado  entre  parentegig.   El  trat.amiento
egtadigt.ice  de  eat.og  datog  ge  describe  en  Materiales  y
Metodog.    N.S.,   no   gigni±icativo.
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E5uccinato    de    goclio    a    urato    de    Bodio    coma    gugtratoB    y

anti"icina-A       a       azida       de       sodio       coma       inhibidoreg

mitocondrialeg.

Lag  I igurag   9  a   12   ilugtran   la   producci6n  de  H=Oa  pop

mitocondrias   intactag  de  higado  de  ratag,   tratadas  3  cllag

con   T3.   La  velocidac]  cle   generaci6n  de  H=03  corresponde  a   la

pendient.e   ascendente,    clebido   a   la   formaci6n   del   complejo

Ha03-HRP.      La    pendiente     inicial     obtenida     en    todog     lag

experimentos,      luego     de     la     adici6n     de     HRP     al     media,

corregponcle   a    la    producci6n   de    H=Oa   utilizando    gugtrato

end6geno   {producci6n  basal).   La  velocidad  de  producci6n  de

Haoa  se  ve  incrementacla  pop  la  adici6n  de  E5uccinato   (figuras

9   y   1®)   a   cle   urat.a   (±iguras   11   y   12),    come   tambi6n   par   lag

adiciones  posteriores  de  antimicina-A  a  cle  azida.

El   efecto  del   hipertiroidismo   sobr`e   la  generaci6n   de

Haoa   en    ccindiciones    basaleg    y    con   guccinato    cle   godio    e

inhibidoreg   nit.ocondrialeg,    expreE5ada   par   mg   de   proteina

mitocondrial  a  pop  g  cle  higado,   ge  resume  en  lag  tables  7  y

8,       regpectivamente.       Se      puede      apreciar      un      aumento

signif icativo  de   lag  mitocondriaE5  de  log  animaleg  tratacloE5

en  tcidag  lag  condicioneg  degcritag,   lo  que  concuerda  con  log

hallazgog  anterioreg  en  relaci6n  a  la  generaci6n  de  Oa ,-.,   que

generaran  Haoa  por  dismut,aci6n,   y  refuerza  la  proposici6n  de

un   e±ecto   estimulador   de   Ta  gobre   la   reclucci6n   univalente

del  oxigeno  a  nivel  mitocondrial.   Mag  atin,   gi  bien  ge  puede
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Figura   9.    t3enerac=i6n   cle   H202  pop   mitoconclriag   hepaticag   cle
ratas   trataclELs   con  T3  durante  3   diag.   E±ecto   tie
succinato  tie  soc{io  4  "M  y  cle  antimicina-A  a,18  riM.

El  trat.amiento  cle  log  animaleg,   la  preparaci6n  cia
lag   mitoconc{rias   y   la   medici6n   de   la   producci6n   cle   H2C)a,
utilizando    un    amortiguaclor   HST   con    a,23    mg    de    proteina
mitoc=ondrial/ml,       136      U/ml      cle      HRP      {cletecc:i6n      basal),
succinato  cle  Na  y  antimicina-A  se  clescriben  en  Materiales  y
MEt.odoE;.   Lag  flechas  sefialan  las  acliciones  sucesivas  cle  HRP,
succinato    tie    Na     (S)     y    antimicina-A     {A-A).     Log    ndmeros
aclyacenteg       al       traz0       inclican       log       nmoles       C]e       H202
procluciclos/Thin/Tng   Cle   Proteina   mitoconc±rial.
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Figura   1®.   t5eneraci6n   de  Haoa  par  mitocondrias   hepaticas   cle
rotas  trat,adag  con  To  durante  3  dias.   Efecto   de
succinato   de   sodio  4  mM   y  de   azic]a   de   sodio   i,3
uM.

El  tratamient,a  cle  log animales,   la  preparaci6n  de
lag   mitocondriag   y   la   medici6n   de   la   proclucci6n   de   H=0=,
utilizanclo    un    amortiguador    MET    ccin    a,23    mg    de    proteina
mitoconc]rial/ml,       136      U/ml     de     HRP      (detecci6n      basal),
succinato  de  Na  y  azida  de  Na  se  describen  en  Materiales  y
Metodos.   Lag  I lechas  sefialan  lag  ac±icioneg  sucesivag  cle  HRP,
E;ucc=inat.o     de     Na      (S)     y     azida     de     Na      (AZ).      Log     ndmeros
aclyacentes       al       trazo       indican       log       nmoles       de       H302
proclucidog/min/mg  de   prat.eina  mitoc:ondrial.
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Figura   11.   Generaci6n   cle   Hg02  par  mitocondriag  hepaticag   de
rat.as   trEit.adag  con   Ta  clurante  3   diag.    Ef ecto   de
urato   de   soclio   3®   pM   y   de   ant.imicina-A   a,18   uM.

El  t,r`atamiento  de  log  animales,   la  preparaci6n  de
lag   mitocondr`ias   y   la   medici6n   cle   la   proclucci6n   de   Hzoa,
ut.ilizando    un    amcirt.iguador    MST    con    a,23    mg    de    proteina
mitc]condrial/ml,   136  U/ml  de  HRP  (detecci6n  basal),   uratci  de
Na  y  antimicina-A  se  degcriben  en  Mat.eriales  y  M6tcidos.   Las
I lechas  sefialan  lag  adicioneg  sucesivas  de  HRP,   urato  de  Na
(lJ)    y   antimicina-A    (A-A).    LOE3   ndmeros   adyacent.eg   al   t.raze
indican    log    nmoleg    Cle    H=03   ProducidoE5/min/mg    de    proteina
nit.ocondria1.
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Figura   12.    C5eneraci6n   cle   H2C)2  por`   mitocondriag   hepaticag   de
rat.ag  tratadas  con  To  durante  3  dias.   Efecto   de
urato  de  sodio  3®  pM  y  de  azida  de  sodio  1®,3  pM.

El  t,ratamiento  c]e  log  animaleE5,   la  preparaci6n  de
lag   mitocondriaE5   y   la   medici6n   de    la   proclucci6n   de   H=Oa,
utilizando    un    amort.iguador    MST    con    a,23    mg    de    prat.eina
nit,ocondrial/ml,136  U/ml  de  HRP  (det.ecci6n  bagal),   urato  de
Na  y  azicla  de  Na  ge  describen  en  Materiales  y  M6todos.   Lag
I lechag  sefialan  lag  adiciones  gucesivas  de  HRP,   urato  de  Na
(U)    y   azida   de   Na    (AZ).    Log   ntlmerog   adyacentes    al   trazo
indican    log   nmoles   de   Haoa   producidos/min/mg    de    pr`oteina
mitocondrial.
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obgervar    que   la    adici6n   de    guccinato    a    la   preparaci6n

mitoconclrial    incrementa   E5ignif icativamente   la   generaci6n

bagel  de  Hao.  tanto  en  animaleg  :ontrol  coma  tratadog,   la

adici6n   de   log   inhibicloreg   g6lo   le   increments   en   forms

gigni±icat.iva   en   log   animaleg   trot.adog   (table   7),    lo   que

gefiala  una  mayor  capaciclad  oxidativa  de  lag  mitocondriag  de

estog  animaleg  (Tata  y  col.,1962;  St,erling,1979;  Sterling,

1982),   con  una  mayor  capacidad  de  reducci6n  univalente  del

Oxigeno.

Lag   tablag   9   y   1®   muegt.ran   la   generaci6n   de   H20a   en

pregencia   de  urato   de   E5odio   e   inhibiclores   mitocondrialeg,

expresada  pop  mg  de  proteina  nit.ocondrial  a  por  g  cle  higado

respectivamente.    Egtas  determinacioneg   se  efect,uaron   pare

poder    evaluar`    la    contribuci6n    de    log    peroxisomas,     que

normalmente    contaminan    la    fracci6n    mitocondrial,     a    la

generaci6n  de  Haoa.   En  todag  lag  condiciones  experiment.aleg

degcritag,     se    obgerva    aumentog    gignif icativos    de    este

paramet.rci    en    log    animales    trat.adog,     lo    que    puede    ger

explicado   par  el   efecto   proliferat.ivo   y  egtimulador   de   la

actividacl  oxidativa  que  lag hormonag  t.iroideas  ejercen gobre

log  peroxigcimag   (Chance  y  col.,1979;   Fringes  y  col.,1982;

Just    y    col.,     1982;    Just    y    HBrt.i,     1983).        En    todog    log

animaleg         la        producci6n        basal         de        H=0=        aument,a

signif icativamente   con   la   adici6n   de   urato   al   media   de

reacci6n,   gin  embargo  la  aclici6n  de  antimicina-A,   inhibiclor
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TABLA   7
Efecto  del  hipertiroidig"o  sebfe  la  generaci6n  "itdcondrial
tie  Haoa.  {n"oleg/IninuLo/mg  cle  proteina  "ilpcondrial_} :   efectci
cle  guccinato  de  sodio  e  inhibidoreg  mitocondriales  sabre  la

producci6n baf5al ,        I-..

Ad::ioneg    Ratas  control       Ratag  tratadas -:I:f::::n::i:
ensayo
HRP                            ®,17   i  @,©2
136   U/Tnl                   {n   =   22)

Succinato        a,3®  i  a,@5
4   mM                                 (n   =    8)

p<5xl®-3   (b)

Antim-A              ®,36   i  a,@4
®,|8  pM           p<5i:©:02:),

N.S.     (d)

Azida                   ®,33   i  ©,®4
1@,3   pM                       (n   =    i6)

p<5xl®-a   ,e)
N.S.     (I)

a,41   |@,®2                    +   147
(n   =   59)-

p<5xl®-a   (a-)

i,®2-i  a,®6                   +   241
(n   =   35)

p<5xl®-9   (a,b)

1,78   i®,||                   +   4@3
(n   =    15)

p<5x|®-a{ a, a, cl )

i,57  i  a,14
(n   =    15)

p<5xl®-a{ a, e, I )

+383

El  tratamiento  cle  log  animales   {Ta  3  dias),   la  prepar`ac=i6n  de
mitoconclriag  y  la  medici6n  tie  la  producci6n  cle  Hao=  utilizando
un     amortiguador    MET    a     pH    7,3    con    a,23    mg    de    proteina
mitcicondrial/ml,    con   aclic=iones   guc:esivas   cie   HRP    (detec:ci6n
basal),   guccinato  de  Na  y  antiTnicina-A  a  azida  de  Na,   coma  E5e
indica   en   lag   I iguras   9   y   1®,    se   descl`iben   en   Matel`iales   y
MEtc]clc]s.   Log  ref;ultados  repregentan  el  prc)meclic]  i S.E.M.   pare
el    ndmero    cle    mEc]iciones    inclicadas    entre    parEntesis.     El
trata"iento    estacligtico    cle    estos    clatos    se    clesc=ribe    en
Materiales   y   MEtodos.    La   comparaci6n   clE   log   proTneclios,    c=uyo
significado  estaclistico   (p)   se  indica,   fue  la  siguiente:
(a) :   rat,ag  trataclas  versus  ratas.  control
{b):   basal  versus  succinato
(c):   bagal  versus  succinato   +  antimicina-A
{d) :   succinato  versus  antimicina-A
{e):   basal  vel`sus  succinato   +   azida
{f):   succinato  versus  azida
N. S. =  no  signi±icativo
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TABLA   8
Efecto  del  hipertiroidigmo  gobre  la  generaci6n  mitoconclrial
de  H.0.  {nmoleg/minuto/g  hlgado):   efecto  de  guccinato  de
godio  e  inhibidores  mi+ocondrialeg  gobre  la  produccidn

bagal,

Adicioneg       Ratag  control       Ratag  tratadag     ./.  efecto  del
al                                                                                    tratamiento

ensa
HRP                            a,68   i  ®,®9
136   U/ml                     (n   =   22)

Succinato         i,22  i a,19
4mM

Antim-A
a, |S   uM

Azida
1®,3   pM

(n   =   8)
p<5xl®-.   ,b,
3,®8  i  a,37

(n   =   21)
p<5xl®-®   ,c,d)

2,84  i  a,4®
(n    =    16)

p<5xl®-a   (e)
p<|®-a   (I )

3' 46  i  a,18
(n   =   56)

p<5xl®-a   (a)

a,64  i  a,61
(n   =   33)

p<5xl®-.   ,a,b,
15,2

(n
a,49
12)

p<5xl®-a
( a, c, d )

12,a  i  a,92
(n    =    14)

p<5xl®-a
( a, e, I )

+409

+6®8

+394

+   321,5

El  tratamient.a  de  log  animaleg   (Ta  3  diag),   la  prepar`ac:i6n  de
mitciconclria=  y  la  meclici6n  cle  la  producci6n  de  H=0=,   ut,ilizando
un     amortiguaclor    MST     a     pH    7,3     con    a,23     mg     de    proteina
mitoconclrial/ml,    con   adicioneg   sucegivag   de   HRP    (detecci6n
basal),   succinat.o  de  Na  y  antimicina-A  o  azida  de  Na,   coma  se
inclica   en   lag   I iguras   9   y   i®,    ge   clescriben   en   Mat.eriales   y
netodog.   Log  resultaclos  representan  el  promedio  i S.E.n.   pare
el    nhmero     de    medic:ioneg    inclicadag    entre     par6nteEig.     El
trat.amiento     estadigtico     de     eE5tog     clatog     ge     desc:ribe     en
MaterialeB   y   Metodos.    La   comparaci6n   de   log   promeclios,    cuyo
gignificado  egt.acligtico   {p)   se  indica,   fue  la  giguiente:
{a) :   ratas  t.rat.adas  versus  rat.ag  cant.r`ol
(b):   bagal  versus  succinato
(c):   bagal  versus  guccinato   +  antimicina-A
(d) :   guccinato  versus  antimicina-A
(e):   bagel   vergug  gucc=inat.a   +   azida
(I):   succinat.o  versus  azida
N.S.=   no  gignificativo
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TABLA   9
Efecto  del  hipertiroicligmo  gobre  la  generaci6n  mitocondrial
de  Ha03  {nDoleg/Thinuto/mg  de  protelna  IDitocondrial) :   efecto
de  urato  de  godio  e  inhibidoreg  mitocondrialeg  gobre  la

producci

Adicioneg        F{atag  control
al  engayo

6n  total.

F{atag  tratadag     ./.  ef ecto  del
tratamiento

HF{P                            ®,17   i  0,®2
136   U/ml                  (n   =   22)

Urato
3®pM

Antim-A
a,1S   uM

Azicla
1®,3   pM

a, 3®  i  a, ®4
(n    =    8)

p<5xl®-a, b ,

a,31   i  a,®4
(n   =    18)

p<5xl@-a   (a)
N.S.      (d)

®,47   i  ®,®8
(n   =    17)

p<5xl®-a   (e)
N.S.     (I)

a,41   i  a,®2
(n   =   59)

p<5xl®-9   (a)

1,|S  i  a,®8
(n   =   34)

p<5xl®-a   ,a,b)

1,34  i  a,14
(n    =    1®)

p<5xl®-a   (a,a)
N.S.  (d)

1,99  i  ®,29
(n   =    14)

p<5xl®-a( a, e, I )

+147

+299

+336

+328

El  tratamiento  de  log  animaleg   (Ta  3  diaE5),   la  preparaci6n  de
mitocondrias  y  la  medic:i6n  de  la  producci6n  de  Ha03  utilizando
un     amortiguaclor    MET     a     pH    7,3     con    a,23     mg     de    proteina
mitocondrial/ml,    con   acliciones   sucegivag   de   HRP    (detecci6n
bagel),    urato   de   Na   y   antimicina-A   a   azida   de   Na,    coma   ge
indica    en  lag  figuras  11  y   12,   ge  describen  en  Mat.eriales  y
M6toclog.   Log  resultaclos  representan  el  promedio  i S.E.M.   para
el    ndmero    de    medicioneg    indicadas    ent.re    par6ntegig.     El
tratamiento    egtadistico     de    eE5tog    datos    se    describe    en
Mat.erialeg   y   M€toclos.    La   comparaci6n   de   log   promedios,    cuyo
gignificaclo  egtadistico   (p)   se  indica,   fue  la  giguiente:
(a):   ratas  t.ratadas  versus  ratas  control
(b):   bagel  versus  urato
(c):   basal  versus  urato   +   ant.imicina-A
(d):   ur`ato  vergug  antimicina-A
(e):   bagel   verguf5  urato   +   azida
(I):   urato  vergug  azida
N.S.=   no  gignificativo
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baBal,producci6n

TABLA    1®

Efecto  del  hipertiroidiBmo  sabre  la  generaci6n  mitocondrial
de  H]0]   {nmoleB/minuto  g  hlgado}:   e±ecto  cle  urato  cle  godio  e

irihibid-ores  mitocondrialeg  gobre  la

Adicioneg       Rates  control
al

engayo

F!atag  tratadag •/.  ef ecto  del
tratamiento

HRP                          a,68   i  a,®9
136   u/ml                    (n   =   22)

Urato
3©pM

Antim-A
a,  18   uM

Azida
1®,3   uM

i, 2®  i  a,17
(n   =   8)

p<5xl®..   ,b)
2,72  i a,35

(n   =    18)
p<5xl®-.   (c)
p<1®-3    ,d)

2'82  i  a,36
(n    =    14)

p<5xl®-.   (e,I)

3, 46  i  ®,1S
(n   =   56)

p<5xl®-a   (a)

9,95  i  ®,7S
(n   =   33)

p<5xl®-.   ,a,b)
1®,78   i  1,57

(n    =    1®)

p<5xl®-a   (a,a)
N.S.  (d)

14, 3®   i  1, 89
(n   =    13)

p<5xl®-a   (a,e)
p<|®-I   (I )

+4®9

+729

+296

+4®7

El  tratamiento  de  log  animaleg   (Ta  3  dias),   la  preparaci6n  de
mitoconclriag  y  la  medici6n  de  la  producci6n  de  H=Oa  utilizando
un     amortiguador    MET     a     pH    7,3    con    a,23    mg     de    proteina
mitoconclrial/ml,    con   adicioneg   gucegivas   de   HRP    (detecci6n
bagel),    urato   de   Na   y   antimicina-A   a   azida   de   Na,    coma   ge
indica  en  lag  figurag   11   y   12,   se  degcriben  en   Materialeg  y
M6todog.   Log  regultaclog  repregentan  el  promedio  i S.E.M.   pare
el    ntlmero    de    mediciones    indicadas    entre    parent.esis.     El
tratamiento     eE5tadistico     de    eE5tos     datos     se     describe    -en
Materiales   y   Metodog.    La   comparaci6n   cle   log   promedios,    cuyo
E5ignificaclo  egtadigt,ico   (p)   se  indica,   fue  la  giguiente:
(a):   ratag  tratadag  versus  ratas  control
{b):   basal  versus  urato
(a):   bagal  vergu=  urato   +   ant,imicina-A
(d):   urato  vergug  antimicina-A
(e):   bagal   ver`gus  urato   +   azida
(I):   urat,a  vergug  azida
N.S.=   no  significat,ivo
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mitocondrial   especi±ico,   no   la  inc:rementa   y   la   adic=i6n  tie

azida,  inhibidor  de  la  cadena regpiratoria mitoconclrial  y c]e

la  catalaga  peroxigomal,   g6lo  incrementa  la  de  log  animal_eg

trataclog   {tabla  9).

La  table  11  muegtra  log  efectog  netos  del  guccinato  y

del  urato  gobre  la  generaci6n  mitoconclrial  cie  Hao=,   log  que

fuer.on   calculaclog   sugtrayenclo   la   generaci6n   basal   cia   lag

mediciones  efectuadas  en  presencia de  log  sustratos  y  cle  lcis

inhibiclores.   Se   aprecia  agi  que  el  hipertiroidismo  induce
..-`,`

incrementog   tie   mag   de   1®©./.   en   el   pari"etro,    al   ger   egte

evaluaclo    en    pregenc=ia    de    succinato    a    de    uratci,    lo    que

permite   apreciar   mag   adecuadamente   el   efec=to   prcioxiclativci

que   ejercen   lag   hormonas   tiroideas   sabre   mitoconc{riag   y

PeroxisomaE5.

Se   puclo   lc]grar   uns   ef=timaci6n   mag   precise   del   efec=to

neto   del  tratamiento  c:on  T3  sabre  la  gEneraci6n  de  Hao=  pop

mitocondrias    mecliante    clog    enf oques.     El    primero    fue    el

c:ilc=ulci   c±el   efecto   cle   loE5   inhibidcireg   mitclcc}ndrialeg  gobre

egt:    parametro     (figt]ra    13),     ya    que    uno    de    ellos,     la

antimicina-A,     es    especif ice    cle    la    caclena    respiratoria

mitoconclrial.   El  segunclo  fue  la  mEclic=i6n  cle  la  prc]ducci6n  c±e

H20=  pop  particulag  submitocondriales,. ya  que  egta  fracci6n

esta  libre  c±e  peroxisomas   (tabla   12).

La   figura   13   muegtra   el   efEcto    (./.)    que   ejerc=en   log

inhibicloreg  mitciconclrialeg  gobre  el  inc=remento  en  la
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otelna  mitocondrial)

TABLA    11

Efectog  net,os  de  guccinato  de  godio  y  de  urato  de  sodio
gobre  la  generaci6n  de  Hao.  mitocondrial   (nmoleg/minut.a/mg

depr

Adicio-         Rates
nes  al          control
ensayo

Succ                 a,132
4mM

Antim-A          a,189
a,18   pM

Azida               a,159
1®,3   uM

Urato               a,129
3®uM

Ant.im-A            ®,141
a,18   pM

Azida                a, 3®©
1®,3   uM

Rat.ag
trat,adag

a, 6®5

1, 374

1,159

a, 768

a, 928

1, 585

{Trataclas   -           %   cambio
Control )

a, 473

1,185

1,  ®®®

a, 639

a, 7S7

i, 285

+   358,3

+   495,3

El  t.ratamiento  de  lcis  animaleg   (T9  3  dias),   la  pr`eparaci6n
lag   nit,ocondrias   y   la   medici6n   de   la   producci6n   de   H80
cle8criben    en    naterialeB    y    net.odog.     Log    efectog    netos
E5uc:cinato  cle  Na  y  urato  de  Na   (E5ust.ratos),   corresponden  a
dif erenciag    ent.re     log     promedio§    de     lag    velocidadeg
generaci6n  de  Hao.  con  el  sustrato  y  la  generaci6n  basal.
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Figure   13.   Beneraci6n  de  Haoa  par  mitocondriag  hepaticag  de
ratas  tratadas  con  Ta durante  3  dias.  E±ecto  net,a
de  log  inhibidoreg  mitocondrialeg  antimicina-A  y
azida  de  sodio.

El  tratamiento cle  log  animaleg,   la  preparaci6n  cle
lag  mitoconclriag  y   la  meclici6n     de   la   proclucci6n  de  Ha02  ge
describen    en    nateriales    y    Hetodog.     AV    corresponde    al
incremento  en  la  velocidad  de  producci6n  cle  Ha,Oa  par  efecto
del  hipertiroidigmo  ([Tratadas  -Control]  en  la  table  11).   El
efecto  neto  cle  un   inhlbldor  corregponde  a   la  relaci6n   [AV
con  inhibiclor   -AV  Bin  inhibidor]/AV  gin  inhibidor.
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generaci6n  de  H.0.  inducido  pop  el  hipertiroidigmo.   El  ./.  del

ef ecto   de   cada   inhibiclor   se   calcul6   con   lag   diferenciag

entre  log  animales  tratadog  y  controle:  en  la  producci6n  de

Haoa.     Con    egte    enf oque    ge    aprecia    que    al    adicionar    un

inhibidor    mitocondrial    egpecl±ico,     la    antimicina-A,     la

producci6n  de  H80a  con  guccinato  coma  gugtrato  increments  en

15®./.  mientrag  que  la  producci6n  con  urato  incrementa  g6lo  en

un   23./..   Al   adicionar  un   inhibidor   mitocondrial   que   ademaB

inhibe   a   la   catalaga   peroxisomal,    la   azida   de   godio,    ge

aprecian  increment.og  semejanteg  en  la  producci6n  de  HzOB  con

succ:inato  y  con  urato.

La  table  12  muegtra  log  resultadog  de  lag  meclicioneg  de

Haoa    utllizando     partlculag     Bubmitoconclrialeg.      En     egt.aB

condiciones   ge   observe   que   el   tratamient.a   con   Ta  egt.iTnula

gignificativamente    lag    producciones    de    Hat).    bagel,     con

Buccinato  gin  inhibidor  y  con  antimicina-A  E5in  E5ugtrato.   El

efecto  maycir  se  obtiene  en  la  producci6n  con  succinato.   Par

otro         lado,         la        aclici6n        de        guccinat.o         aumenta

E5ignificativamente    la     producci6n    basal    de    Haoa    en    log

animaleg  control  y  en  log  trat.ados;   en  log  animales  contrcil

la  aclici6n  cle  ant.imicina-A  sole  a  en  presencia  de  succinato

egtimula   la   producci6n   de   Haoa  gignif icativament.e,    pero   en

log   animales   tratados   est,e   efecto   s6lo   se   manif iesta   al

adicionar  el   inhibiclor  en  auE5encia  de  guccinat.ch

Respect.a   a   la   producci6n   de   Haoa  con   urato,    no   hay   un
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TABLA   12
Efecto  del  hipertir.oidigmo  gobre  la  producci6n  de  Haoa

{nmoleg/minute/mg  de  proteina)   par  partlculag
gubmitocondrialeg

AdicioneE=
al  engayo
HRP   136
U/ml

Succinato
4mM

Antim-A
a,18   pM

HRP
136   U/ml

+

Antim-A
®, |S   pn

HRP
136   lJ/ml

+

Urato
3®pM

Ratag  control

®,578   i  ®,017
(n   =    19)

a, 8®2   i  a, ®53
(n   =   8)

p<5xl®-a   (b)

i,1®4  i  a,144
(A    =    6)

p<5xl®-.   (a)
<1@-1    (d)

a,952  i  a,®94
(n    =    5)

p<5xl®-a   (e)

a,642  i  a,®74
(n    =    6)

N.S.     (I)

El  tratamiento  de  log

Rates  tratadag

®,9®1   i  ®,®77
(n    =    3®)

p<5xl®-a   (a)

i,95®  i  a,4®3
(n    =    11)

p<2,5xl®-a   ,a)
p<5xl®-.   (b)

1,9®®   i  a,69
(n   =   5)

p<5xl®-.   (c)
N.S.     (a,d)

%  ef ecto  del
tratamiento

+   55,9

+143

+72

i,52®  |®,23                   +   59,7
(n    =   8)

p<5xl®-a   (a)
p<5xl®-3   (e)

a,831   i  a,118
(n    =    7)

N.S.     (a,I)

animaleg   (T®  3  dias)

+29

y  la  preparaci6n  de
lag  part.iculag  gubmitocondrialeg  Be  degcriben  en  Materiales  y
M6todog.    La   producci6n   de'  Hao.   ge   midi6   en   lag   condiciones
descritag  en  Materialeg  y  Metodos,   utilizando  un  amortiguador
HST   a   pH   7,3   con   ®,15   mg   de   proteina   mitocondrial/ml,    con
adiciones  sucesivas  de  HRP   (detecci6n  basal),   succinat.o  de  Na
y    antimicina-A;    HRP    y    antimicina-A;    HRP    y    urat.o,     coma    se
indica.   Log  result.adog  repregentan  el  promedio  i  S.E.M.   pare
el    ndmero    de    meclicioneg    inclicadas    entre    parentegis.     El
tratamiento    egtadigt.ico    de    egtog    datog    ge    describe    en
Mat.erialeg   y   Metodog.    La   comparaci6n   de   log   promedios,    cuyo
gignificado  egtadigtico   (p)   se  indica,   fue  la  giguient.e:
(a):   rotas  t.rataclag  versus  rat.as  control
(b):   bagal  vergug  guccinato
(c):   bagal   vergug  gucc=inato   +   antimicina-A
(d) :   gucc=inato  vergug  antimicina-A
(e):   bagel  versus  antimicina-A
{f):   bagal  versus  urato
N.S.=  no  significativo
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incremento  signif icativo,  ya sea en relaci6n a  la  producci6n

basal  a  pop  efecto  clel  hipertiroidigmo;  mag  ahn  al  calcular

el  efecto  neto  del  urato  {urato-bagel)   la  produ:ci6n  de  Ha02

de  log  animaleB  tratados  results  menor  que  la  cle  log

ani"aleg  control   {tabla  12).

Egtog    regultadog    permiten    vigualizar    en    I orTna    mag

preciE5a  el  efec:to  egtimulador  clel  hipertiroicligmo  gobre  la

reducci6n  univalente  del  oxigeno  a  nivel  Tnitoconclrial  y,   en

c=onjunto   c=on   lag   meclicione8   anterioreg,    produc=c=i6n   de   Ha02

pop  mitoconclriag  intactag  y  generaci6n  cle  Oz-.  par  partlculas
.h(

gubmitocondrialeg,       gustentan      la      propoBici6n      cle      uns

contribuci6n de  la utilizaci6n mitocondrial  clel  oxigeno,  via

I`eclucci6n  univalente,   a  la  respuegta  regpiratoria  hepatic:a

en  el  hipertiroidismo.

En  estos  estudios  se  observ6  un  aumento  significativo

en   el   ccintenidci   cle   proteinas   mitoconclriales   en   lag   rates

hipertiroicleag    [contr`ol:     1®,11    ±    a,6®     (n    =    16)    mg/g    cle

higaclo;   Ta:    12,45   ±   a,93         (n   =   13);    p   <   5x|®-2].

c.   EVALUAclcm  DE  slsTEHAs  I]E  DEFEKSA  AHTIoxlDARITE  HEPATlco§.

Estc)s     estuclios     comprenclieron     evaluaciones     de     la

actividacl   de   sistemas   enzima+icoE   y   no   enzimaticos,    coma

t.ambiEn  cle  giE5temas  enzimaticcis  auxiliareg.

i.   Sigtemas  enzimaticos  de  de±enga  antioxiclante.

Lag  enziTnag  egtudiaclElg  I ueron  la  SOD,   la  catalaga  y  la

glutati6n  peroxidaga.
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i.i.   Activiclad  de  SOD.   Egtog  egtudiog  incluyeron  medicione8

de     la     act.ividad     de     la     SOD     citog6lica     y     de     la     SOD

mitocondrial.

i.1.I.     Evaluaci6n    de    la    SOD    citog6llca.     Se    realiz6    un

estudio   cinetico   de   log   cambiog   en   la   actividad   de   egta

enzima,   utilizando  citogol  hepatico  de  ratag  tratadag  con  T.

durante  i,   3,   5  y  7  dlag.   El  contenido  de  protelnaB  de  egta

fracci6n  gubcelular   [control:   S7,35  ±   1,75   (n  =  48)  mg/g  de

hlgado;   T91   dla:   77,i   ±   5,i   (n   =   1®);   T3  3  dies:   9®,3   ±   2,7

(n   =   26);    T®  5   diag:    83,6   ±   9,15    (n   =   6);    Ta  7   dias:    75,65

±    5,8    (n    =    7),    N.SJ    no    rue   alterado    pop   la    condici6n

hipertiroidea.   Log  reE5ultados  del  egtudio  cinetico  de  la  SOD

ge   "uestr`an    en    la   ±igura    14.     Se   aprecia    un    increment.a

inicial    y    significativo    (i    dla    de    tratamiento)    en    la

activiclad    de    esta    enzima,     geguido    de    una    importante    y

signif icativa  disminuci6n  a  log  3  y  5  dlas  de  tr`atamiento,

que  alcanza  valoreg  corresponcLientes  al  5®./.  del  valor  basal

a  log  5  diag  de  tratamiento.   La  disminucl6n  que  Be  obBerva

a  log  3  dlag  de  tratamiento  coincide  con  log  incrementos  en

log      paramet.ros      celulare§      agoc=iacloB      a      la      actividad

prooxidativa  hepatica  ya  sefialadog   (gecci6n  a).

1.i.2.   Evaluac:ion  cle  la  SOD  mitocondrial.   Log  regultadog  de

este  estudici,   realizado  en  mitocondrias  hepaticas  de  rat,as

tratadaB  con  T.  durant.e  3  cliag,   §e  muegtran  en  la  table  13.

Se  obgerva  que  la  actividad  de  la  SOD  mitocondrial,
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Figure  14.   Estudio  cinetico  de  log  cambios  en  la  actividad
cle  la  SOD  citog6lica  hepatica  en  el
hipertiroicligmo  experimental.

El  tratamiento  de  log  animales  y  la  preparaci6n
de     la     fracci6n     cito86lica     hepatica     ge     degcrlben     en
Haterialeg   y   Metodog.    La   activiclad   de   la   SOD   cito§6lica
(CuznsoD)    se   midi6   adicionando   alicuotas   de   citosol   a   un
amortiguador  de  glicina   5®  inn  a  pH   1®,5  con  epinefrina   1  mM
y    registrando    log    inc=rementog    en    la    A    .co/min    coma    ge
describe  en  Materiales  y  HetodoE5.  Log  resultadog  repre8entan
el   prc)media   ±   S.I.M.    pars   un   ndmero   c[e   6   a   12   animaleg   pop
grupo   experimental.    La   expreE5i6n   de   eE5tos   resultados   y   el
tratamiento  eBtacligtlc:a  de  ello8  se  deBcriben  en  Materiales
y   MEtodog.    (*):   p   <   5xl®-a  respecto   a   controles.



TABLA   13
Efecto  clel  hipertiroiclismo  sabre  la  actividad  de  la  SOD

mitocondrial  hepatica.
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Activida-d  de                 Ratag  control                   Ratas  trataclag
SOD

U/mg  de  prat 2' 55  i a, 37
(,n   =   9)•/.  de  ef ecto

P

U/g  de  higado               25,86  i  3,46
(n   =   9)

efecto

3, 20  i  @, 65
(n   =   7)
+   25,5
N.S.

48, 57
(n

11, 26

+   S7,8
<5xl@-a

El  tr.atamiento  de  lcis  animales  (To 3  diag)   y  la  preparaci6n  cle
lag   mitocondriag   se   ciescriben   en   MaterialeB   y   MEtoclos.    La
activiclacl   de   la   SOD   mitocondrial    {MnsoD),    se   micli6   en   lag
conclicioneg   degcritag   en   Materiales   y   Metoclog,    adicionanclo
alic:uotag   cle   mitocondr`iag   E;ugpenclidag  en   amortiguaclor   MSH,    a
un   amortiguaclor  a   pH  7,5  de  fosfato  de  potasio  a,®5  M  y  EDTA
a,1   M   con   heTnatoxilina   a,15   mM,    registrando   cambios   en   la
Aas®/minute.    Log   regultaclog   representan   el   proTnedio   +   S.E.M.
pars   el   nbmero   cle   animales   inc[icadcig   entre   parEntegig.    La
expregi6n  de  estog  resultaclos  y  el  tratamiento  estaclistico  c±e
ellos     ge     describen     en     Materialeg     y     MEtoclog.      N.S.,      no
significativo.
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expregada  en  U/"g  de  protelna,   no  Ee  modif ice  en  ±orma

significativa  pop  efecto  del   trat.amiento;   sin  embargo,   al

expregar   egta   act.ividad   en   u/g   de   higado,    se   obgerva   un

incremento  gignif icativo  de  ella,   lo  que  puede  ser

congecuencia    del    aument,a    en    el    contenido    de    protelnag

mitocondrialeg,     indicado    en    la    gecci6n    a.2.2.3,     que    ge

manif iegta  en  lag  ratag  hipertiroldeas.

1.2.   Actividad  de  catalaga.   Se  realiz6  un  estudio  cin6tico

de   log  cambiog   en   la  actividad   de  egta  enzima,   ut.ilizando

gobrenadanteg  post-nucleares  de  homogeneizadog  de  higado  de

ratas  tratadag  con  To  durante  1,   2  y  3  c]iaE5.   Log  res;ultaclos

de  egtag  medicioneg  ge  muegtran  en  la  figur`a  15.   Se  obgerva

un  aumento  inicial  nci  significativci,   en  log  animaleg  ccin  i

closis  de  Ta,   el   que  eg  geguido  de  digminucioneg  progregivas

en     egta     act.ividad    enzimatica,      alcanzandoge     un    e±ecto

gigni±icativo  a  log  3  diag  de  tratamient.a.   Egtog  regultadog

ge  obtuvieron  en  ausencia  de  alteracioneE5  f5ignif icativas  en

el     cant.enido     cle     prat.einag     de     la     fr`acci6n     gubcelular`

ut.ilizada   en    egte    eE5t.udio,     par    el    tratamiento    hcirmonal

[cont.rol:    149,65   ±   5,3   mg/g   (n   =   27)   de   higado;   Ta   i   dia:

151    ±    14,65    (n    =    9);    Ta   2   diag:    15®,25    ±    11,15    (n    =    8);    Ta

3   dlag:    162,8   ±   9    (n   =    1®),    N.S.I.

i.3.     Actividad    de    glutati6n    peroxidaga.     Egt,oE5    estudios

comprendieron   mediciones   de   la   actividad   t.otal   y   de   la

actividacl  Soluble,   de  la  glutati6n  peroxidaga  hepitica.
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Figura   15.   Estudio  cinetico  de  log  cambios  en  la  actividacl
cle  la  catalasa  hepatica  en  el  hipertiroiclismo
experiment,a1.

El  trat,amiento  de  log  animales,   la  preparaci6n de
gcibrenadanteg  post-nucleares  de  homogeneizados  hep6ticog  y
la    medici6n    egpectrof ot.omEtl`ica    de    la    actividacl    de    la
c=atalasa   (Aco9  del  sulfato  de  PeroxiTi),   luego  cle  incubar  el
gobrenadante  con  Haoa  a,44   mM  en   amortiguador  imidazol  2®  mM
con   1   mg/ml  de  albtlmina  de  bovino  a  pH  7,a,   se  degcriben  en
Materiales  y  Metodos.  Log  resultados  represent.an  el  promedio
±    S.E.M.     pars    un    ndmero    de    4    a    16    animaleg    par    grupo
experimental.     La    expregi6n    de    estog     regultaclog     y     el
t.ratamien.to  estacligtico  de  ellog  se  degcriben  en  Mat.erialeg
y   M6t.oc]os.    (*):    p   <   5xl®-a  regpecto   a   cant.roles.
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i.3.i.   Evaluaci6n  de   la   actividad   de  glutati6n   peroxida=a

total.   Se  realize  un  egtudio  cin6t.ice  de  log cambiog  en  egta

actividad  enzimatica,   utilizanclo  gobrenadanteg  pogt-

nucleareg  de  homogeneizadog  de  higado  de  rataB  trat.adag  con

T®    durante     1,     2    y     3    dlag.     Log    result.adog    de    estas

medicioneg,   que  ge  muegtran  en  la  I igura  16,   indican  que  el

tratamiento  con  la  hormone  no  modi±ica  la  actividad  hep6tica

t.otal   de   la   enzima   en   egtudio,    resultaclos   obt.enidog   en

augencia  de  modif icacioneg  en  el  contenido  de  protelnag  de

egta  fracci6n   (gecci6n  C.i.2).

1.3.2.    Evaluaci6n   de   la   actividad  de   glutati6n   peroxiclat5a

Soluble.    Este  estudio,    cuyog  reE5ultadcis   se  muestran   en   la

table  14,   E5e  realiz6  en  preparacioneg  de  citoBol  hep6tico  de

ratag   tratadas   con   T®   clurant.e   3   diag,     condici6n    que   no

produjo  modi±icacioneg  en  el  contenido  de  prat.einag,   come  E5e

indic6   en   la   gecci6n   C.i.1.1.    Al   igual   que   en   el   egtudio

anterior,     no    ge    obgerva    alteraci6n    en    egt.a    activic]ad

enzimatica,   pop  eject.a  del  t.ratamiento  hormonal.

2.   Niveleg  de  glutati6n  hepatico.

Se   realiz6   un   egtudio   cinetico   de   log   cambiog  en   el

contenido  cle  GSH,   cle  GSSG  y  de  t3lutati6n  tot.al,   egte  dltimo

expregado   coma   equivalenteg   totaleg   de   GSH   (SSH   +   2BSS6),

utilizando    muestrag    hepaticag   de    rat.ag    tratadag    con   T®

clurante  i,   3,   5  y  7  clias.   Log  re§ultadog  de  estag  mec±iciones

ge  muegtran  en  la  I igura   17.   En  relac:i6n  al  contenido



Figura  16.   Estuclio  cin6tico  cle  log  cambios  en  la  activiclacl
cle  la  glutati6n  peroxidasa  hepatica  total  en  el
hipertiroicliE5mo  experimental.

El  trataTniento  de  log  animaleE5,   la  preparaci6n  de
sobrenadantes  post-nucleares  hepaticos  y  la  Tneclici6n  cle  la
activiclacl   cle   la   glutati6n   peroxiclaga    (digminuci6n   cle   la
Aa.a/min)   utilizanclo  un   amortiguaclor   a   pH   7,®   cia  fosfato   de
Na   43   mH,    ccin   el   sobr.enaclante,    nADPH   a,28   mH,    azida   de   Its
3,75   mH,    BSH   5   mM,    ®,33   lI/ml   de   glutati6n   reductasa   y   H20a
a,22     PHL,      se     clesc=riben     en     Mat.eriales     y     HEtodcis.      Log
resultaclos,    cuya   expresi6n   y   tratamient.a   estadistico   se
desc=ribe  en  Hateriales  y  rl6toclos,   representan  el  proTneclio  ±
S.E.H.      pars     un    numero     cle    5     a     19     animaleg     pop    gr`upo
experimental.      {Jt):     It.S.,      no     gignific:ativo     respec:to     a
control.
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Soluble.

TABLA    14

Ef eat.o  del  hipertiroidigmo  gobre  la  actividad  de  la
glut.at i6n  peroxidasa  hepatica

Tratamiento  cle      U/mg  de  protelna             U/g  de  hlgado
log  animales citog6|ica
Na   OH   a,i   N                     a,141   |®,®27

(n   =    7)

T®  3  dlag                        a,1::  i?,)®24

e±ecto +7,1
N.S.

96

El  tratamiento  cle  log  animales  y  la  preparaci6n  de  la  fracci6n
hepat,ica   Soluble   Be   describen   en   naterialeg   y   n6todos.    La
actividad    de    la    glutati6n    peroxidaga    ge    midi6    en    lag
condiciones  descritas  en ttaterialeB  y Metoclog,   regigtrando  log
cambiog  en  la  Ace/min  que  ge  produclan  luego  de  la  adici6n  de
Ha03  (concentraci6n  final  =  a,22  uH)   a  un  media  de  reacci6n  que
t3ontenla  una  allcuota  de  citogal  diluldo,   NADPH  ®,2S  inn,   azlda
de  Na  3,75  mM,   SSH  5  mM  y  a,33  U/ml  de  glutati6n  reductaga,   en
un     amortiguador    a     pH    7,a    de    fog±at.a     de     Na    43    mH.     Log
resultadog  repregentan  el  promedio  i §.E.n.   pare  el  nhmero  de
animaleg   indicado   entre   parentegie.    La   expregi6n   cle   egtoB
result.aclos  y  el  tratamient.a  estacllgtico  de  ellog  ge  degcriben
en  Materialeg  y  Metodog.   N.S.,.   no  gignificativo.
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Figura  17.   Egtudio  cinEtico  de  log  cambiog  .en  el  conteniclo
cle  glutati6n  hepatico  en  el  hipe.itiroiclismo
experimental .

El  tratamientci  tie  lc}g  animaleg  y  la  preparaci6n
de  homogeneizados  hepiticos  en  Hclo.  a,5  H  ge  degcriben  en
Materialeg     y     MEtodof5.      El     c:ontenido     cle     I:SH     ge     midi6
egpectrof otometricamente  a  24®  nm,   luego  de  la  formaci6n  del
5-lactoil-t3SH  mediante  la  reacci6n  cuantitativa  de  BSH  con
metilglioxal,     en    presencia   .de    glioxalasa    I,     segdn    se
describe   en   Materialeg   y   M±toclos.    El   c:ontenido   cle   BSSG  se
midi6     eE5pectrofotomEtricamente     a    34®    nm,      luego     cle    su
reclucci6n  cuantitativa  a  t3SH  mediante  NADPH,   en  presencia  de
glutati6n   recluctaga,    segtln   ge   desc=ribe   en   Materiales   y
M6todoE5.     El    contenido     de    GSH     mag    2    veces     el    de     GSSB
represent.a  lc)s  Equivalentes  totales  de  I;SH   {GSH  total).   Log
resultaclos  represEntan  el   promeciio  i  S.E.M.   pars  un  ntlmerci
de   5   a   28   animales   par   grupo   experimental.    {*):I   p   <   5xi®-a
regpecto  a  controles.
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hepatico  de  6SH,   ge  obgervB  uno  depleci6n   inicial  c]e  6gte,

con    valoreg    que    a    lag    24    horag    de    tratamiento    estin

reducidog  en  34  ./.  regpecto  al  contenido  de  GSH  hepatico_  de

log  animaleg  control;   a  tiempog  mayores  de  tratamiento,   la

depleci6n   alcanza   un   efecto   maxima   a   loE=   3   dlag   (61   ./.)   y

efectos  menoreg  a  log  5  y  7  dlag.

Con    regpecto    al    contenido    de    6SSG    hepatico,     6gte

experiments    una    disminuci6n    de    6®     ./.    a    lag    24    hor`as,

alcanzando  un  ef ecto  maximo  a  log  3  dias  de  tratamiento  de

69   ./.   de   reducci6n   respecto   del   contenido   de   log   animales

control,   con  tendencia  a  la  recuperaci6n  de  niveleg  normaleg

a  log  5  y  7  dias  de  tratamiento.   Debido  a  la  caicla  drigtica

que   experiments   el   contenido   de   BSS6   a   log   i   y   3   diag   de

trat,amiento,    la   disminu`ci6n  en   log   niveles  de  GSH   en  egte

periodo     no     seria     atribuible     a     su     oxidaci6n     a     GSSG,

reflejando   egtog   cambiog   uns   digminuci6n   gignificativa   de

log   equivalentes   totales   de   GSH   intrahepaticos,    coma   ge

obgerva  en   la  figura   17   (GSH  total).

3.   Sigtemas  enzimaticog  auxiliareg  de  defensa  ant.ioxidante.

Esto=  sistemas  fueron  evaluados  en  muestras  de  citosol

hepatico  c]e  ratag  tratadas  con  T.  durante  3  dies,   condici6n

que  no  produjo  modificacioneg  en  el  contenido  de  proteinas

de  eat,a  fracci6n,   coma  ge  sefial6  en  la  secci6n  C.i.i.i.

3.i.     Sintegig    de    glutati6n.     Dent.ro    de    lag    reacciones

enzimaticag   que   congtituyen   el   proc=ego   de   biogintegiE5   de
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SSH,   la  primera  cle  ellag  eg  la  etapa  li"itante  del  proceBo

y    la    enzima    que    la   cataliza,     la   gama-glutamilcigteina

F5intetaga,    eg-  controlada   tent,a   pop   la   disponibiliclad   cle

c:igteina,    coma   tambien   por   retroalimentaci6n   mediante   uno

inhibici6n   competitiva    ejercida    par    el    SSH    (Richman,     y

Meigt.er,1975;   Beatty  y  Reecl,19S®;   Kaplowit.z  y  col.,1985).

Congiderando  egtog  antecedenteg  y  la  clisminuci6n  en  el  nivel

intrahepatico  de  SSH  inducicla  par  el  tratamiento  con  T®,   I ue

importante   medir   la  actividac]   de   la  gintegis   in  vitro  de

est.e  trip6ptido   en   log  animaleg   con  3  diag   cle  trat,amiento

hormonal,   ya  que  en  ellos  se  detecta  la  mayor  depleci6n  de

esta  biomolecula,   per  lo  cual  se  esperarla  un  gignif icat.ivo

incremento  del  procego.

Log  regultadoE5   de   la   evaluaci6n  de   la  glnt.eE5is  de  6SH

se   muest.ran   en   la   table   15;   ellog   indican   un   incremento

gignif icat.ivo   de   egte  procego   in  vitro,   coma  congecuencia

del  tratamiento  con  la  hormone.

3.2.    Act,ividad   de   la   glucoga-6-fogfato   deghidr.ogenaga.    La

actividad   de   est.a   enzima   hepatica   es   necegaria   pare   la

producci6n    de    NADPH,     agente    reduct.or    utilizado    par    la

glut.atl6n    reductasa    par`a    la    rEducc=i6n    clel    6SSG    a    6SH.

Congtituye       agi       un       mecanigmo       auxiliar       cle       defenga

antioxidante.

Log  regultadoB  de  la  medici6n  de  la  actividad  de  egta

enzima  ge  muegtran  en  la  table  15,   obgervindoge  que  en  log
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TABLA   15
Efecto  del  hipertiroidismo_  sabre  la  actividad  c±e  gistemas

auxiliareg  de  clef ensa  antioxidante.

Ratag  control Ratag  tra-tadagSigtema

Sintegig  de  G.SH
nmoles/min/mg
proteina
%  de  ef ecto
P
pmoleg/min/g
higaclc,•/.  cie  efecto
P

Glucoga-6-
fosfato-
deghidrogenaga
lJ/mg   pl.ot,X1®a)

%   de  e±ecto
P
U/g   higaclo

%  de  efecto
P

Glutati6n
recluctaga
U/mg  proteina

%  de  ef ecto
P
U/g   higado

%   de   e±ecto
P

a, 6S5  i  a,134
(n    =    11)

a,®63   i  ©,©11
(n   =    11)

i,1®1  i  a, 562
(n    =    11)

+   6®,7
<5xl®-a

a,®96   i  a,®14
(n   =    11)

+   52,4
<5xl®-3

6,55  i  a,64
(n   =    6)

@,57   i  ®,®56
(n    =    6)

12, ©7   i  ®, S8
(n   =   6)

+   84,3
<1@-5

1,@9®   i  a,®8
(n   =   6)

+    9@,5
<5xl@-9

®, @42   i  ®, ®®4
(n   =    7)

3,66  i  0,313
(n    =    7)

®, ®39   i  a, @®4
(n    =    7)

-7'14
N.S.

3-, 2®   i  a, 29
(n    =    7)
-12,6

N.S.
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TABLA   15   Continuaci6n:
El    tratamiento   de    log   animaleg   y    la    preparaci6n   de    lag
fraccioneg  citog6licag  hepaticag  ge  describen  en  Materiales  y
M6todog.   Lag  act,ividades  de  log  gigtemag  indicadog  ge  midieron
en   lag   condicioneg   degcritag   en   MaterialeE   y   Hetodog.    La
evaluaci6n  de  la  glntegig  del  6SH  contempl6  la  cuantificaci6n
de   log   equivalenteg   totaleg   del   GSH   gintetizado,    luego   de
incubar  una  allcuota  del  citoscil  diluldo  con  L-cigteina  5  mM,
glicina   5   mM,    L-glutamato   5   mH,    ATP   5   mH,    Mgcla   1®   mH   y   EDTA
®,2    mM,     en    un    amortiguador    a    pH    8,0    de    Tris    loo    mM;     ge
regigtr6   el   incremento   de   la   A..a/min   coma   ge   describe   en
MaterialeB   y   Met.odog.    La   actividad   de   la   glucoga-6-I ogfato
deshidrogenaga   se   estim6   a   traves   del   aumento   de   la  A®ae/min
que     se     registr6     luego     de     adicionar     glucoga-6--fogfato
{concentraci6n    final    =    2,i     mM)     a    un    media    cle    reacci6n
constituido  par  una  allcuota  de  citogol  diluido,   Mgcla 2®,8  mM
y  NADP  1  mM  en  un  amortiguador  a  pH  7,6  de  glicilglicina  52,i
mM.   La  actividad  de  la  glutati6n  reductaga  E3e  egtim6  a  traveg
de   la   digminuci6n   de   la   A"/min   que   se   regigtr6   luego   de
adicionar   NADPH   (concentraci6n   final   =   ®,2   mM)   a   un  mecLio   de
reacci6n   congtit.uido   par   una   alicuot.a   de   citosol   diluldo   y
GSS6  5  mM  en  un  amortiguador  a  pH  8,a  de  Tris  97, 5  mM  con  EDTA
1   mM.Log  regultados  repregentan  el   promedio  i  S.E.M.   pare  el
namero  de  animales  indicado  entre  par6ntegis.   La  expregi6n  de
egtog   result.adog   y   el   tratamiento   estadigtico   de   ellog   ge
describen  en  Materiales  y  Metodog.   N.S.,   no  significativo.
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animaleg  hipertiroideog   hay  un  importante  y  gignif ic;ativo

incremento,  'y  pop  lo  tanto  uns  mayor  producci6n  de  mc]lEculas

de   NADPH.

3.3.    Activiclad  de.-la  glutatidn   reductasa.   Egta   enzimEi,.   en

conjunto  con  la  glutati6n  peroxidaga,   la  glucoga-6-fogfato

cleghidrogenaga  y el  t5SH  intracelular,  congtituyen  un gistema

clave  de  de±enga  frente  al  egtrEg  oxidativo  pars  la  cElula

(Aker.boom   y   Sieg,    199®).

Log  regultadog  cle  la  medic:i6n  cle  la  activiclacl  de  egta

enzima  ge  Tnuestran  en  la  tabla  15.   Se  puede  aprec=iar  que  el

tratamiento  hormcinal  no  prcidujo  alteraci6n  en  la  activic[acl

de  la  glutati6n  recluctasa  hepatica.

Cc}n  egtog  dltimos  result.ados,   ge  puecle  aprec:iar  qua  la

clepleci6n  hepatica  del  I;SH  en  el  hipertiroicligmo  no  mc]difica

la   activiclacl   del   gistema   glutati6n   peroxidaga-glutati6n

recluctaga,   el  cual  ccimo  ya  ge  indic6,   interviene  tantcl  en  la

reclucci6n  de  per6xiclog  organicog  coma  en  la  recuperaci6n  del

BSH.

D.    ESTUDI0   DE   PARAMETROS   CELULARES   ASOCIADOS   AL   METAB0LISM0

DEL   GLUTATI0N.

Log  egtuciicig  del   efecto   del   hipertiroidigmo  gobre   el

metabciligmo  del  BSH  comprenclieron  la  evaluacidn  de  proceE5os

de  utilizaci6n  del  tripEptido  y  la  cle  procesog  de  sint.egis

c[el  migmo.   Pare  ello  ge  miclieron  activicIEldeg  de  Enzimag  que

utilizan  BSH  y  el  eflujo  c[el  tripEptido  clegc[e  el  hepatcic:ito,
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c=cmplementanc]o   egtog   eE5tuclioE}  con   la  medici6n   clel   recambio

in    vivo    de    egta    biomol6cula,     ya    que    cambiog    en    lag

actividacleg    de    log    procegog    cie    utilizaci6n         poclrian

d.e.terminar  cambios  en  egte  parametro  hepatico.

i.      Enzimag     que     utilizan     I;SH.     Lc]s     procegos    celulares

enziTnaticos  que  utilizan  SSH  Son  treg;   ellog  corresponden  a

lag  reacciones  c[e  alquilaci6n,   con  formaci6n  c{e  conjugaclos,

que   catalizan   lag   glutati6n   trangfe±agas,    a   la   rupture
enzimatica   a   ciegradaci6n   c[el   SSH,    que   cataliza   la   gama-

',i:

glutamil  transferasa  y   a   la  oxidaci6n  de  SSH  a   GSst3,   cuyo

estudio  ya  se  ha  referido.

El   ef ecto   clel   hipertiroicligmo   sabre   la   actividacl   de

est.ag    enzimas    hepatic:ag    ge    evalu6    mecliante    un    estudio

cinEtico  cle  log  caTnbios  induciclos  par  la  ac]ministraci6n  tie

la  hormona  clur`ante  clistintog  perioclos  de  tieTnpo.

i.i    Evaluaci6n    c[e    glutati6n    trangfer`agag.     Egte    egtuclio

comprencli6   la  meclici6n  c]e  lag  actividades  arilo  y  epoxi  de

egt,ag  enzimag,   en  la  fracci6n  citos6lica  hepatic=a  cle  I`atas

tratadag   con   Ta   clurante   1,    3,    5   y   7   dias.    La   figura   18

Tnuegtra   laf5   act.ividadeg   egpecif icaE5   Elrilo   y   epoxi   de   lag

glutati6n  transferagas,   exprEsac[as  en  U/mg  de  proteina.   En

ambag   ac=tiviclacles   se   observa   quE,    luego   c±e   un   incr`emento

inicial,     signif icativo    s6lo    en    lei   actividacl    epoxi,    ge

procluce  uns  impcirtante  y  gignificativa  digminuci6n  a  log  3

clias  cle  trataTniento  hormonal.   La  magnitucl  de  ef5ta
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Figura  18.   Estudio  cinetico  de  log  cambios  en  las
actividadeg  especif icag  de  lag  glutati6n-S-
transferasas,   arilo  y  epoxi,   en  el
hipertiroidismo  experimental.

El  tratamiento  de  log  animaleg  y  la  preparaci6n
de      log     gobrenadantes      tie     33.®®®g      per     6®      minutes     de
homogeneizados    hepaticos,     se    describen    en    Materiales    y
M6todos.     La    medici6n    de    ambag    actividades    contempl6    el
r.egif5tro   de   log   aumentos   en   la   A®.®/min   (actividacl   ar`ilo)   a
en    la   Aceo/min    (act.iviclad    epoxi),    utilizando    un   medio    cle
r`eacci6n  que  contenia  amortiguador  fosfato  de  Na  6®  mM,   a  pH
7,4   para   la   actividacl   arilo   y   a   pH   6,5   pare   la   actividad
epoxi,   GSH  1®  mM,   el  gustrato  arilo   (i-Cl-2,4-dinit.r`obenceno
i  mM)   a  el   epoxi   (i,2-epoxi-3(p-nitro±enoxi)propano   i  mM)   y
una     alicuota     del     sobrenadante,      gegtin     se     deE5cribe     en
Materialeg  y  Met.oc]os.   Log  regultadog  representan  el  prcimeclio
±    S.E.M.     pare    un    ndmero    de    4    a    29    animaleg    par    grupo
experimental.     La     expresi6n     de     egtos     result.ados     y     el
tratamiento  est.adiE;t.ico  de  ellog  se  degcriben  en  Materialeg
y   M6todoE5.     (I):   p   <   5xl®-a  regpecto   a   controles.
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digminuci6n  eg  mayor  en  la  actividad  arilo   (41./.)   que  en  la

epoxi   (27./.),   situaci6n  que  tambien  ge  observe  a  log  5  diag

de  tratamiento   (3®%  en  la  actividad  arilo  y  7,4  ./.  en  la

actividacl  epoxi),   en  tanto  que  a  log  7  cllag  de  tratamiento

la   actividad  arilo   eg  atln   gigni±icativamente  menor   que  la

del   grupo  control   (26./.)   y   la   actividad  epoxi   ha   alcanzado

valoreg  guperiores  en  un  4./.  a  log  bagaleg.   En  la  figure  19

E=e   mue=tra    la   expresi6n   de   ambag   actividades   en   U/g   de

higado,   giendo  posible  apreciar  regultadog  similareg  a  log

recien   mencionados,    ya   que,    coma   E5e   indic6   en   la   gecci6n

C.1.i.1.,     el    contenido    de    protelnag    citos6licaE5    no    es

moclificado   par   el   t.ratamiento   hormonal.    La   digminuci6n   de

lag  actividadeg  arilo  y  epoxi  de  lag  glutati6n  transferasag,

det.ectacia  a  loE5  3  diag  de  t.ratamiento  con  la  hormona,   sefiala

que  la  depleci6n  del  GSH  en  estos  animales  no   E5e  relaciona

con   cambios   adapt.ativog   en   reacciones   que   involucren   una

mayor  utilizaci6n  de  la  biomolecula  pare  su  c=onjugaci6n  c=on

intermediariog  electrof ilicos.

i.2.    Evaluaci6n   de   la   gama-glutamil   transferasa.    En   este

egtudio   no   solo   E5e   evalu6   la   activic]ad   hepat.ica   de   eat.a

enzima,   gino  que  t.ambien  la  actividad  renal,   debido  a  que  la

gama-glut.amil  transferaE5a  en  egte  tejido  eg  mucho  mag  active

que   en   el   higado.    En   ambos   casos   se   realiz6   un   estudio

cinetico     de     log     cambios    en     la     ac=tividad     enzimatica,

utilizando  homogeneizadog  de  ambog  t.ejidcig  de  ratas  t.ratadas
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F`igura  19.   Estudio  cinEtico  de  log  caTnbios  en  lag
actividades  totales  de  lag  glutati6n-S-
transferasas   {ar`ilo  y  epoxi}   en  el
hipertiroidismo  experimental.

El  tratamiento  de  log  animales  y  la  prepar`ac=i6n
c[e      log     gobrenadanteg      de     33.®®®g      par     6®     Tninutos     de
homogeneizadog     hepaticoE5     ge     desc:ribe     en     Materialeg     y
Metoclog.    La   meclic:i6n   de   lag   activiclacleg   arilo   y   epoxi   ge
realiz6   segdn  lo  clesc=rit.a  en  Materiales  y  MEtoc[os,   coma  se
indica   en   la   figure   ls.    Log   resultados   representan   el
promedio    ±    S.E.M.    par`a   un   ndmero    tie   4   a   29   animales   pop
grupo   experimental.   La   expregi6n  cle   egtcig  resultadog   y  el
tratamiento  egtac±igtic:a  de  ellcig  ge  cleE5c:riben  en  Materialeg
y   Metodos.    (I):   p   <   5xl®-=  reE5pecto   a  controles.
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Figura  2®.   Egtudio  cinetico  de  log  cambios  en  la  actividad
de  la  gama-glut,amil  transferasa  en  el
hipertiroidismo  experiment,al.

El  t,ratamiento  de  log  animales,   la  preparaci6n de
log  homogeneizados  hepiticog  y  la  medici6n  de  la  actividad
de   la   gama-glutamil   t.rangferasa,    A.®s  de   la   p-nitroanilina
producida  al  incubar  el  homogeneizado  c=on  glicilglicina  5®
mM  y  gama-glutamil-p-nitr`oanilida  4, 5  mM,   en  un  amortiguador
a   pH   8,a  de  amediol  47,6   mM  con  Mgcla  1®   mM,   se  describen  en
Materiales  y  Metodos.  Log  resultados  representan  el  promedio
±    S.E.M.     para    un    ndmero    de    7    a    24    animales    par    grupo
experimental.      La     expregi6n     de     egtos     reE5ultadog     y     el
t.ratamient.a  egtadlgtico  cle  ellog  se  desc:riben  en  Materialeg
y   M6todog.    (I):   p   <   5xl®-a  regpecto   a   controleg.
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c:on   To   durante   i,    2   y   3   cliag.    La   figure   2@   muegtra   log

resultados   de   la   eve.Iuaci6n   de   la   acti.viclad   tie   la   gama-

_glutamil  trangferaga  hepatic:a.   Se  puede  apreciar  un

pronunciaclo,   progregivo  y  signif icativo  incremento  c[e  ellB.,

con   un   efecto   maxima   a   log  3   cliag   cle   tratamiento,    lo   que

gefiala    un    aumento    drigticci    en    la    utilizaci6n    clel    I;SH

mec[iante   el   procego   catab6lico   que   inicia  egt.a   enzimEi,    1o

que   poc±ria   contribuir   a   la   ciepleci6n   del   t3SH   obgervacla   en

estos  animales.   Egtog  resultadog  se  obtuvieron  en  augencia

de    cambiog   gignificEitivog   en    el    conteniclo   de    prat.einag

totalef5,   coma  ge  inclic6   en  la  gecci6n  a.i.3.2.

En   relaci6n   a   la   actividad   egpecifica   de   la   enzima

renal,   expregacla  coma  U/mg  c±e   proteina  renal   a  coma   U/g  cle

rifi6n,  no  ge  obgerv6  variaci6n  significativa  en  log  perioc[os

de  tratamiento  estudiadog.   Lcig  valoreg  obteniclos  en  U/mg  cle

proteina   y   en    Ll/g   cle   rifi6n,    fuercin   ref5pectivamente   log

giguienteg:    1,6®   ±   a,11       (n   =   15)    y   226,5   ±   15,a   (n   =   i6)

(control);    1,744   ±   a,24    (   n=   5)   y   23®   '±   9,ls   (n   =   5)    (Ta   i

die);    i,65    ±   a,3@        (n    =    5)    y    2®S,6    ±    29,9    (n    =    5)     {T8   2

cliag);    i,57    ±    a,25    (n   =   .5)    y   245,4    ±    32,7    {n   =    6)     (Ta   3

diag),    N.S.,    en   ausencia   de   cambios   gignificativos   en   el

conteniclo  .total  cle  proteinag.  renales   [control:   129,7  ±  5,4
f,

{n   =16)    mg/g   c±e   rifi6n;    Ta   i   clia:    135,@5   ±    18    (n   =   5);    Ta   2

diag:    13®,2   ±    1®,i    (n    =   5};    T9   3   t±iag!    141    ±   6,7    {n   =   6},

N.S. I.    Egtog  regultaclog   inclican   que  el   hipertiroic{igmo   no
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modifica  la  velocidad  de  utilizaci6n  renal  del  GSH.

2.   Eflujo  de  glut.ati6n.

El  hlgado  libera  GSH  y  6SSG  hacia  el  ginugoid6  y  hacia

el      conducto      biliar,       egt.imandoge      que      a-mbog      eflujog

repregentan   alrededor   de   un   9®   a   95./.   de   la   velocidad   de

depleci6n  del  glutati6n  hepitico   (Kaplowitz  y  col.,1985).

En   condicioneg   bagaleg,    mient.rag   el   e±lujo   ginugoidal   eg

cagi  exclugivamente  BSH,   el  canalicular  eg 6SSG,   egtimandose

que    la    velocidad     del     eflujo    ginugoidal    corr`eE5ponde     a

alrededor     de     un     8®     a     85./.     del     e±lujo     total     y     es

aproximadament.e   igual   a   la   velocidad   de   recambio   del   t3SH

(Kaplowitz     y     col.,      19S5).      Egtog     antecedenteg     y     lag

deplecioneg  dragticag  t.anto  de  GSH  coma   de  t5SSG   obgervadag

en    log    animaleg    hipertiroldeos,     hicieron    necegario    el

egt.udio   de   la   influencia   que   ejerc=eria  el   hipertiroidigmo

sabre     lag     velocidades     de     log     eflujog     ginugoidal     y

c=analicular  de  glutati6n  medido  coma  equivalent.eg  totaleg  de

SSH.

2.1.    Evaluaci6n   del   eflujo   ginugoiclal   de   BSH   total.    Egte

est.udio  utiliz6  preparacioneg  de  higado  perfundido  de  ratag

trat.adas   con   T3  durante   i,    2   y   3   diag.    Log   regultados   de

estag  medicioneg  ge  muegtran  en  la  I igura  21   y  en  la  tabla

16.   Se  puede  apreciar  que  al  aumentar  el   ndmero  de  dias  de

tratamiento  hormonal,   ge  produce  un  increment,a  prcigregivo  en

la  velcicidad  de  liberaci6n  ginugoidal   c±e  I;SH   (figura  21),



144

Figura  21.   Estucrio  cinEtico  de  log  cambios  en  el  eflujo
sinusoidal  de  BSH  hepatico  en  el  hipertiroidis"o
experimental .

El   tratamiento   cia  log   animaleg,    la   preparacidn
del   higaclo   perfunclido,    la   cuantificaci6n   c]el    SSH   en   el
liquido   de   perfugi6n,    mecliante   un   mdtodci   catalitic:a   y   el
regigtr`o  cle  la   A,12/Tnin,   y  el   calculo  del   e±lujc]   ginugoiclal
clel  BSH  se  clescriben  en  Materialeg  y  M6todog.   Lcis  resultaclog
representan  el   promedici   i  S.E.M.    pal`a  6   Einimaleg   pop  grupo
experimental.   El  tr`atamiento  egtadigtico  cie  egtog  datc}g  se
deE5cribe   en   Materiales   y   M6toclog.    (I):   p   <   5xi®-2  respecto
a  controleg.
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TABLA   16
Egtudio  cinetico  cle  log  cambios  en  el  eflujo  sinusoidal  clel

GSH  hepatico-en  el  hipertiroidismo  experimental.

Trata-                 [GSHtot.i]               Eflujo  de  SSH        Eflujo  fracc
mientc)               {umoleg/g   hig)        (nmoleE5/g/min)       de   SSH   {.h-t).

Nac]H   a,1N

Tg  i  dla
%   e±.     (p)

Ta  2   cliag
'/.   ef.    (p)

T3  3  dia8
%   ef.     (p)

5,78  i  a,32
4,25  i a,31

-26,5   (5x|©-3)

3, 58  i  ®, 19
-38,i    {7x|@-5}

12' 7S-  i  ®, 27
-51,9    (1®.5)

12,72  i  i,®2
16,5®   i  1,.94

+29,7    (N.S.  )

21,4®  i  2,3
+6S'2    (®'@25)

23, 6®  i  i, 9
+85,5   (3xl®-.)

©,134   i  ®,-@14

a, 243  i  a, ®34
+al'3    (@'®13)

®, 369   i  a, ®53
+175,4    (`®'®i)

®, 549   i  ®, ®74
+3®9,7    (1®.4)

El  trata"iento   de   log  animales  y   la  preparaci6n  del   higado
perf undido     se     describen     en     Materialeg     y     MEtoclos.      La
cuanti±icaci6n   clel   SSH  en   el   liquido   cle   per.fusi6n  y   en   lag
"uestras  de  higado  ge  realiz6  en  lag  concliciones  degcritas  en
Materiales   y   Metociog,    mediante   un   mEtoc±o    catalitico   y   el
regigtro   de   la   A,£a/min.   La   velocidad   de  eflujo   y   el   eflujo
±raccional    del    SSH    ge    calcularon    coma    egta    inclicado    en
Materiales  y  MEtodog.   Log  regultadof5  representan  el  prcimedio
+     S.E.M.      para     6     animales     per     grupo     experimental.      El
trataTniento    estadigtico    de    estos    clatos    se    describe    en
Materiales  y  MEtoclog.   N.S.,   no  gigni±icativc].
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con   aumentog   Blgnif icativog   a   log   2   diag   y   con   un   efecto

maxima  a  log  3  diag,   que  repregenta  un  86%  de  incremento  par

gobre   log   valoreB-bagaleg    (tabl-a   16).    Pop   otro   lado,    ge

obgerva  que  el  contenido  de  SSH  de  log  animaleg  con  3  dlag

de  tratamiento  egti  digminuldo  en  un  52./.  regpecto  a  valores

bagaleg  con  lo  cual  el  eflujo  fraccional  del  tr.ip6pt,ida,   que

repreBenta  la  fracci6n  del  GSH  hepatico  que  es  liberada  al

E5inusoide,   aumenta  en  31®./.  en  egtog  animales   (table  16).   Al

integrar  el  area   bajo  laE5  regpectivas  curvag  de  eflujo   de

glutati6n  versus  tiempo  cle  perfugi6n   (15  a  75  minutog),   se

obtuvo    el    eflujo    integrado    cle    este.     Este    eflujo,     que

representa  al  GSH  disponible  pare  la  liberaci6n  E5inugoidal,

alcanz6    log    giguienteg    valoreg:     617,6    ±    62,3     (n    =    7)

nmoleg/g  de  higado   (control);   S4l   ±  99,1   (n  =   7)   (Ta  i  die);

114®,4   ±   165,5    (n   =   7)    (To  2   dies);    113®   ±   112,6    (n   =   7)    (T®

3     dies),      lo      que     repregenta      un     incremento     neto     y

E5ignificativo   de   512,4   nmoles   de   SSH/g   de   higado,    en   lcis

animales  con  3  clogig  de  Ta  respect,a  a  log  animaleg  control.

En    aclici6n    al    eflujo    de    t3SH,     en    egte    egtudio    ge

evaluarcin  lag  velocidacles  cle  e±lujo  ginugoidal  cle  proteinag

y   de  LDH   hepaticag.    Log   regultados   de  egtas  medicioneg   ge

muestran   en   la   figura   22   y   en   la   table   17.    Se   observa   un

incremento     progregivo     en     ambog    eflujog,      con     perfileg

semejant,eg   al   del   eflujo   de  I;SH   (figura   21),    giendo   ambos

gignificativog  a  log  2  cliag  de  tratamiento  y  miximo   (1858./.
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TABLA    17
Estudio  cin6tico  de  log  cambios  en  el  eflujo  sinugoidal  de

LDH  y  pr.oteinas  hepaticag  en  el  hipertiroidigmo
experimental .

Eflujo   LDH        Ef   Fr   LDH
( h.-I )(mu/g/min)

83,5   i  35,5     a,©14±®,®®6

Rates Eflujo  Prat
--(--mg/g/min)   _

®,130i©, ®17

®,159i®, ®12

+22, 3(N. S.  '

®, 24®i®, ®27

+84, 6 ( 1®-a)

®, 3®5i®, ®32

+134, 6 ( 1®`)

Ef  Fr  Prat
( h-|)  ( xl®®'

4®+5Con-
trol
T®

1dia
`/. e I ( p )

T®

2  cliag
I/. e I ( p )

T®

3  diag
%ef ( p )

495,1|218, 3

+493    (N.S.  )

i. 291|4®2, 7

+1446 ( a, ®1 )

1. 635|29, 7

+ 1858 ( 1®-,)

®, ®69i®, ®31

+393    (N.S.  )

®,16|i®, ®44

+1®5® ( 1®-Zl)

a, 25®i®, @45

+ 1686 ( 1®-,)

52i5
+3®(N.  S.  )

86  i  11

+ 1 1 5 ( 1 a -a )

112   +    16

+ 18® ( |®-a)

El   tratamiento   de   log   animales   y   la   preparaci6n  del   higado
pert undido     ge     describen     en     Mat.erialeg     y     M6todog.      La
cuantificaci6n  de  LDH  y  proteinag  en  el  liquido  de  per±ugi6n
se    realiz6   en    lag   condicioneg    descr`itas   en    nateriales   y
Metodos.   La  velocidad  de  eflujo  se  calcul6  coma  est6  degcrito
en   MaterialeE5   y   M6todoE5.    Pare   calcular   el   eflujo   fraccional
{Ef  Fr)  se  determin6  contenido  de  proteinag  y  actividad  de  LDH
en   muegtrag   de   higaclo,    como   egta   deE5crito   en   Materiales   y
Met.odog.   Log  result.ados  repregentan  el  promedio  i S.E.M.   pare
6  animales  per  grupo  experimental.   El  t.rataTniento  estadigtico
cia  egtos  datog  ge  clescribe   en  Materialeg   y   M6todos.   N.S.,   no
gignificativo.
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Figura  22.   Egtuclio  cinetico  de  log  cambiog  en  el  eflujo
E5inugoidal   de   LDH  y   prciteinag   hep'aticag   en  el
hipertiroicligmo  experimental.

El   tratamiento   de   log   animaleg,    la   preparagi6n
del  higado  perfundido,   la  cuantificaci6n  de  LDH  y  proteinag
en  el  llquido  de  perfugi6n  y  el  calculo  de  la  velocidad  de
eflujo    sinusoidal    de    LDH    y    proteinas    se    degcriben    en
Materlaleg  y  MEtodog.   Log  result,aclog  repreeentan  el  prc)media
±     S.E.M.      pare     6     animaleg     pop     grupo     experimental.      El
t.ratamiento    egtadlgt.ico    de    egtog    datog    ge    degcrlbe    en
MEit,erialeg   y   Hetodos.    (I):   p   <   5xl®-a  regpecto   a   controleg.
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papa     LDH     y     134,6./.    pare     protelnag)     a     log     3    dias     cle

tratamient.a   (table  17).  'En  la  tabla  17  ge  obgerva  ademaB  que

a   log   2   y   3   diag   de   tratamiento,    E=e   pro_ducen   incrementos

gignificativog  en  amboE  eflujog  fraccionales,   a  peE5ar  que  en

el  hlgado,   tanto  la  actividacl  de  la  LDH  [control:  4®8  ±  25,8

(n   =7)   U/g   de   higado;   T®  2  dias:   46l,a   ±   26,3   (n   =   7);   T.  3

dlag:     397    ±     18,7     (n    =    7),     N.S.I    c:omo    el    cant.enido    de

proteinas   [control:   197,2   ±   5,34   (n   =   7)   mg/g   cle  higado;   T®

2   cliag:    18®,9   ±   6,8   (n   =   7);   T®  3   dies:   168,4   ±   9,2   (n   =   7),

N.S. I   no  egtan  alteradog.

Egt,og     regultados     indican     que,      en     log     animaleg

hiper`t.iroldeog,    el   incremento  en  el   eflujo  ginugoidal   del

SSH  sepia  uno  de  lcig  ±actoreg  cleterminanteg  c[e  la  depleci6n

del  tripEptido   que  ge  observa  en  dicha  conclici6n.               `

2.2.     E±lujo    canalicular    cle    GSH    total.     Este    estudio    ge

realiz6  en  animaleg  anegtegiadog,   previamente  tratadog  con

T®   durant.e   3   diag.    Log   regultadog   de   egtas   meclicioneg   ge

muegtran     en     la    tabla     18.     Se    observa     que,    -luego    del

tratamient.a   con   Ta,    la   concentraci6n   biliar   de   GSH   total

digminuye    en    forma    no    gignificativa,     en   'tanto    que    la

velocidacl   del   ±lujo   biliar   incrementa   gignificativamente

(25./.)  respect.a  a  log  animaleg  control.   Par  tales  motivog,   la

velocidad   de   eflujo   canalicular   del   SSH   alcanza   valoreg

gemejanteg     en     log     animaleg     hipertiroideog     y     en     log

eutiroldeog.   En  relacl6n  al  eflujo  ±rac:cional  de  BSH  pcir  la



15®

Efecto  del  hiperti
Parametro -

Flujo  biliar
( ul/ghig/min )

•/.   de   e±ecto   (p)

I t5SH t .... ] b i i i ar
( pmol/ mlbili8 )

%   de   e±ecto   (p)

Excr  biliar  SSH
( nmol /min/ ghig )

•/.  de  efecto   (p)

Eflujo  fracc
( h-I )

•/.  de  e±ecto   (p)

TABLA    18
roidismo  gobre  el  eflujo

Ratag  control

i,2®  i  a,®8
(n    =    15)

1,39  i  a,17
(n   =    15)

i,7®  i  a,26
(n    =    15)

a,®12   i  a,®®15
(n    =    5)

biliar  de  SSH.

F!atag  tratadae

i,5®   1  ®,®7
(n   =    16)

+   25    (a,®®9)

i,17  i  a,10
(n    =    16)

-15,8    (N.S.  )

i,76  i  a,2®
(n   =    16)

+    3,5    (N.S.  )

a, ®28   i  a, ®®6
(n   =    5)

+    133,3    (®,®37)

El  tratamiento  de   log  animaleg   (To  3  dlas)   y   la  obtent=i6n   de
lag  muegtras  de  bills  se  describen  en  nateriales  y  M6todos.  La
cuantif icaci6n  del  t3SH  en  muestrag  biliareg  ge  realiz6  en  lag
condicioneg   descritag   en   Materiales   y   Met.odog,    mediant,e   un
metodo  catalitico  y  el  registro  de  la  A.,a/min.   La  velcicidacl  de
excregi6n   biliar   del   6SH   se   calcul6   coma   egta   descrito   en
Mat.erialeg   y   Metodog.    Papa   calcular   la   velocidacl   de   eflujo
biliar   ±raccional  de  GSH,   ge  evalu6   el  contenido  de  6gte  en
muestras  de  higado,   en  lag  condicione§  clest=ritag  en  Mat,eriales
y   net,odcis.    Log   resultados   representan   el   promedio   i  S.E.M.
pare   el   ndmero   de   aniTnaleg   indicado   ent,re   parent.esis.    El
t,rat,amient.a     egtadigt.ico     de     estos     clatog     se     describe    `en
Materiales  y  Metodog.   N.S.,   no  significativo.
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via  biliar`,   debido  a  la  cligminuci6n  del  contenido  hepitico

del  trip6ptido   log  animaleg  hipertiroideos  manif iestan  un

incremento  gignificativo   (133./.) _de  egte  parametro.   Debido  a

que  el  engayo  enzimatico  uE5ado  en  estog  egtudioB  mide

equivalenteg  tot,aleg  de  SSH  (SSH  +  2t5SSG)   (Tietze,   1969),   ge

hicieron  determinacioneg  adicionaleg  del  contenido  de  6SSC;,

E5egtln  lo  degcrito  en  Haterialeg  y  Metodcis,   el  cual  aumenta

en  ciertag  condicioneg  de  egtr6g  oxidativo  (Sies  y  Akerboom,

1974).     Sin    embargo,     y    de    acuerdo    con     log    resultados

obteniclos  papa  GSH  total  (tabla  18),   la  concentraci6n  biliar

cle  GSS6  no  es  modif icada  =ignif icativamente  luego  de  3  dlas

de    tratamiento    con    T®    [control:    a,283    ±    a,®6S    (n    =    a)

umoles/ml   de   bilig;    To:    a,17®   ±   ®,@21    (n   =   1®),    N.S.].

Egtos  regultados  inc[ican  que  en  el  hipertiroidigmo,   el

eflujo  canalicular  de  SSH  no  contribuiria  a  la  depleci6n  del

tripEptido  que  se  mani±iegta  en  egta  condici6n.

3.    Recambio   de   t3SH   in  vivo.

En     condicioneg     normaleg     de     egt.ado     egtable,      lag

velocic±adeg  de  reposici6n  y  depleci6n  del  SSH  hepit.ico  gon

gemejanteg,   lo  que  repregenta  un  equilibr`io  dinEmico  pare  la

mantenci6n   de   la   homeoE5tagig   del   tr`ipeptido    (Kaplowit.z   y

col.,1985).   El   recambio  del  GSH  es  un  proceso  continuo  de

gintegis   y   degradaci6n   intracelular   del   trip6ptido.    Con

egtog     antecedenteg    y     log    regultaclog    obt.enidc]g    en    loE=

egtudiog  previog  de  la  imf luencia  del  hipertiroidigmo  en
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Figure  23.   E±ect.a  del  hipertiroidigmo  experimental  gobre  la
velocidad  de  recambio  del  GSH  hepatico.

El   tratamiento  cle   log  animaleg   (Ta  3  cliag)   y   la
meclici6n  del  decaimento  clel  I;SH-S®9.   luego  de  adminigtrar  un
pulgo  cle  L-cisteina-SOS  a   lag  ratag  y  de  geparar  el  SSH  del
GSSB,   de  la  cigteina  y  cle  la  cigtina  par  HPLC  para  evaluar
la  radiactividad  y  el  ccintenido  del  6SH  en  el  e±luente  de  la
columns,   ge  describen  en  Materialeg  y  M6todog.   El  decaimento
del   GSH-S3a  fue  de  primer   olden  tant.a  en  lag  rates  cant,rol
(r  =  -a,97)  coma  en  lag  tratadag   (r  =  -a,96).   Log  resultadog
representan  el  promeclio   ±  S.E.M.   pare  el  ndmero  de  animEiles
{n)   aclyacente  a   cada   punt.a.   El   tratamiento   egtadistico  de
egtog  datog  ge  describe  en  Materialeg  y  Metodog.   El  ingerto
muegtra   el   ccintenido   del   BSHt®t..   hepatico   a   lo   largo   del
experimento,     medido    pop    un    m6toclo    catalltico    gegthn    ge
describe   en   Mat.eriales   y   MEtodog;   log   valoreg   promedio   de
cacla  grupo  experimental   ge  mueE5tran  en  la  tabla   19.



TABLA    19
Efecto  del  hipertiroidigmo  sabre  lag  velocidadeg  de
recambio  y eflujo  ±raccional de  GSH  hepatico  in  vlvo.
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Parametro                      F{atag  control                    F!atag  tratadas
evaluado
Contenido  de
SSH.®..I
{ umol /ghlgado )

•/.   c±e   ef ecto
P

Velocidad  de
recambio  de  6SH
( h-1 )

%  de  e±ecto
P

Eflujo
fraccional
{nmol/min/ghig)

eject.a

7'4®  i  a,28
(n   =    14)

a,158  i  a,®16
(n    =   4)

19,59  i  2,31
(n   =   4)

32, 3®   i  12, 77
(n    =    3)
+   64,9

{T®   3   diag)    se   descr`ibe   en
de  recambio  in  vivo  del  GSH
descritas   en   Materiale=   y
de    degaparici6n    de    GSH-sa9
un  pulgo  de  L-cisteina-Saa  a

la;  ratag  y  de  geparar  el  tjsH  del  6SSG,   cle  la  cigt.eina  y  cle  la
ci8tina  _pop  HPLC.   La  racliactividad  del  SSH-Sa.  y  el  contenido
de  6st,e,   t,anto  en  el  ef luente  de  la  columna  ccimo  en  el  higado
(6SHtot..),      se     midieron     en     lag     condiciones     descrit.ag     en
Mat,erialeg   y   Metodog,    utilizando   un   m6todo   catalitico   pare
cuantif icar  log  equivalent.eg  totaleg  de  SSH.   La  velocidad  de
recambio   de   6SH   corregponde   a   la   pendiente   de   la   recta   de
regregidn   de   la   ±igura   23;   el   e±lujo   ±raccional   a   flujo   de
recambio  de  SSH,   repr`egenta  la  velocidad  de  gint.egig  cle  6SH  in
vivo   y   es   igual   al   producto   de   la   velocidad   de   recambio,
expregada     en    minutog,      pop     el     contenido     de    6SHe®..i.      Log
regultadog  repregentan  el  promedio  i S.E.M.   pare  el  ndmero  de
animaleg indicado ent,re parent.egis.  El  tratamiento eat.acligtico
de  egtog  clatog  ge  describe  en  MaterialeE5  y  M6todos.

El   tratamiento   de   log   animales
Materiales  y  Metodos.   El  egtuclio
ge    efectu6    en    lag   conclicioneg
Metodog,     midiendo    la    velociclacl
hepatico,   degpueg  de  administrar
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procesog  cle  glntegig  y  degradaci6n  del  t3SH,   ge  plant.e6

evaluar  la  velocidad  de  recambio  in  vivo  del  t,ripepticlo  en

ratag  tratadag  con  T. durante  3  diag.   Log  result,adog  de  este

egtudio  ge  muegtran  en  la  figure  23  y  en  la  table  19.   En  la

I igura   23   ge   observe   que   el   clecaimiento   del   SSH-Sag,    cuya

pendiente  corresponcle  a  la  velocidad  de  recambio  del  GSH,   es

un   procego   cle   primer   arden   tanto   en   log   animales,  control

coma  en  log  tratados.   En  el  inserto  de  esta  migma  I igura  se

aprecia  la  congtancia  del  contenido  de  G§H  total  hepatico  en

ambog       grupog       experimentaleg,        c[urante       el        perlodo

experimental,    con   una   disminuci6n   E5ignif icativa  de   47./.   en

log    animaleg    tratadog,     en    comparaci6n    con    log    animales

control.    En   la   figura   23   E5e   aprecia   que   la   velocidacl   de

recambio     clel     SSH     hepdtic=o     eg     mayor     en     log     animales

hipertiroideog  que  en  log  animaleE5  cant.rol,   y  en  la  tabla  19

Ee   muegtra   que   el   incremento   de   este   para"etro    (273./.)   eg

E5ignificativo  respecto  a  log  animaleg  control.   En  la  tabla

19   ge  muegtra   aclemag   que   el   hipert.iroidigmo   incrementa   el

flujo  fraccional  del  GSH   (65./.),   calculado  come  el  producto

entre   la   velociclacl   de   recambio   (h-1)   y   el   contenido   de   C;SH

total   hepat.ico   (pmoleg/g   de  higado),    lo   que   repregenta   un

incremento   neto   en   la   velocidad   de   gintegig   hepatica   del

tripEpt,ido     en     log     animaleg     hipertiroideoE5,      de     12,71

nmoleg/min/g  de  higado.



DISCUSI0N

A.     RELACI0N   DE   LA   CC)NDICI0N   HIPERTIR0IDEA   CON   LA   ACTIVIDAD

PR00XIDATIVA   HEPATICA.

Se     ha     establecido     que     el     desbalance    entre     lag

actividades celulares prooxidativa y ant.ioxidativa,  en favor

de   la   primera,    conlleva   el   egtablecimiento   de   un   egtr6E5

oxidativo    celular.     Egte    fen6meno    ge    manif iegta    en    log

organigmos     aer6bicog     y     correE5ponde     al     dafio     oxidativo

egt,ructural  que  experimentan  c[ivergag  molEculas  organicag,

inf ligido    par    especieg    reactivag    derivadag    del    oxlgeno

(Sies,    1986).

Utilizando  egte  criteric)  y  log  resultados  obt.enidc]g  en

esta    tegig,     se    puede    a±irmar    que    el    incremento    en    la

velocidacl  de  utilizac=i6n  del   oxigeno,   que  caract.eriza  a   la

condici6n  hipertiroidea,  conduce  a  una  alteraci6n  del  egt.ado

norm6xico  celular   en  el   hlgado   y   al   establecimiento   de  un

estr6±   oxidativo   en  este   6rgano   (Egquema   VI).    Log   aumentos

gignificativog  del   indice  TEAR  en  el  higado   (figura  4),   en

la   bilig    (t.able   2)    y   en    log   microgomag    (figura   6),    t=omo

tambi6n  de  la  quimiolumoniE5cencia  egpontanea  en  el  hlgado  in

vivo   (figura   5)   e   in   vitro   (tabla   3),    indican   uns   mayor

156
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regpuegt.a       lipoperoxidativa      hepatica       de       lag       ratag

hipertiroideas   en   comparaci6n   con   aquella   de   lag   ratas

control.   Egtudiog   cle   otrog   investigadoreg   sugtenta-n  estog

hallazgog.       Eg      agi      coma      ge      ha      degcrito      que      la

quimioluminiE}cencia   tie   mitoconclriag   hepaticas   de   conejoE5,

inducida  par  Fe.a,   aumenta  en  log  animaleg  hipertiroideos  y

digminuye    en    log    hipotiroicleog    (Marzoev    y    col.,     19S2a;

Marzoev       y       col.,        19S2b),        encont.randoE!e       un       aumento

gignif icativo     en     el      contenido     de     hiclr`oper6xiclog     en

microgomag  hep&ticog  de  rat.ag  hipertircildeag  (Landriscina  y

col.,1988).    Ac]emag   del   efect,a   obgervaclo   en   el   higado,    el

hipertiroidigmo  produce  aumentog  en  la  lipoperoxidaci6n  de

tejidcig     extrahepatic=og     qua     manifiegtan     una     respuest.a

calorigenica.   Estos  hallazgog  incluyen  aumentos  del  indice

TEAR      en      mdgculo      esquelEtico      y      cardiacci      de      ratag

hipertiroldeag   (Asayama   y   col.,1987),    como   tambien   de   la

quimiciluminigcencia  del  cerebra  in  vivo  y  del  Q02  c]e  corteg

de  c:erebro  tie  ratas  hipertiroideas  recien  nacidas   (Aclamo  y

col.,1989).   La  condici6n  hipertiroidea  conduce  ademas  a  la

manifestaci6n     cle     efectos      peroxiclativos     en      pacientes

hipertir.oideos  quiene§,   en  relaci6n  a  sujetog  eut.iroicleos,

muegtran   draE5ticos   aument.os   de   log   niveles   plagmaticos   y

urinariog   de   TBAR  y   cia   la   luminiscencia  urinaria,    con  una

normalizac:ion  tie  egtog   parametroB  luego  cle   la  recuperac=i6n

de  valoreg  normaleg  cle  la  veloc:ldad  de  su  metaboligmo  ba=al
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(Viclela  y  col.,1988;   Liggi  y  col.,1992),   mediante  terapia

antitiroldea  con  propiltiouracilo  (Barker,1951),   droga  que

pogee  ademig  un  efecto  antioxidante  clir`ecto  (Imamura  y  col. ,

1986;   Faure  y  col.,1991);   mag  atln,   frerite  a  la  adici6n  de

t-B00H,      log     eritrocitog     de     estos     pacienteg     Son     mag

gugceptibles  a  la  inducci6n  tie  un  egtrEg  oxidativo,   medic]o

a  traveg  del  aumento  tie  la  quimioluminiE5cencia  y  del  QC)a.  que

log   eritrocitos   de   sujetog   eutiroicleos    (Videla   y   col.,

198S ) .

En      I orma      paralela,       el      higado      de      lag      ratag

hipertiroideag   manifegt6   una   mayor   actividad   prooxidativa

que   el   de    lag   rat.ag   control    (tabla    1),    obteniEncloge    un

increTnent,a   en   la   F{SA    (_RSA)    que   c:orresponde   al   menog   a   un

16./.   del    aumento    del   Q0a   hepatico    (_00a)    inducido    par   el

hipert,iroidismo   (figura  3).   La  RSA  repregenta  al  componente

regpiratorio     del     Ooa     hepatico     que     es     eliminado     par

antioxidantes     y     que     corresponcle     pop     lo     tent.a     a     la

utilizaci6n  del  oxigeno  en  procegog  de  reducci6n  univalente

(Videla,   19S4a)   con  generaci6n  de  especies  radicalarias  que

pueden  desencadenar  el  proc=eE5o  lipoperoxidativo  (Fridovich,

197S;    Chance   y   col.,     1979;    Kappus,19S5;    Sieg,     19S6).    En

congecuencia,    el   increment.ci   de   la   RSA   que   mani±iegtan   lag

ratag   hipertiroideag   E5efiala  un   incremento   de   la   reducci6n

univalente  del   cixigeno  en  el  higado  de  egt.og  animales.

La   reduc=c=i6n   univalente   c]el   oxlgeno   puede   ocurrir   en
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divergag  reaccioneg  enzimaticas  citos6licag,   microgomaleg  y

mitocondrialeg,   con   la  generaci6n  Concomitante  de  Oa-.,   Haoa

e   inclirect.amente   de   HO.    (Fridovich,    1978;    Chance   y   col.,

1979;     Kappug    y    Sieg,     19al).     En    concordancia    con    egtog

planteamlento8,    el   egtudic}   en   rat,at5   hipertirolcleag   de   la

actividacl      pr`ooxiclat.iva      de      microgomag      y      mitocondriag

hepaticos revel6  importantes y gignificativog increment,og en

la  condici6n  hipertiroldea.

La   evaluaci6n  de   la   regpiraci6n     microsomal   cle  rates

hipertiroicleag,  en  pregencia  de NADPH,   evidenci6  un  dr6stico

aumento   del  OC)a   (figure  7),   correspondienclci   6ste  en  un   1®®./.

a  RMSA   (figure  a).   Estog  result.adog  concuerdan  con  hallazgoE5

previos    en   egtos   animaleg    en   relaci6n    a    aument.cig   en    la

producc=i6n    de   Oa-.    y    en    la    activiclacl    de    la    NADPH    oxiclaga

(F`ernandez   y   col.,     1985).    Mag   abn,    la   medici6n   en   estas

rates     del     00=     micr-osomal     en     presencia     de     un     agent,e

prooxidante   (t-B00H)   y  de  un  antioxidant,e   (CN-3),   evidenci6

una   RMSA   54%   mayor   que   la   cle   lag   ratag   control   (figura   8),

lo  que  sefiala  uns  alteraci6n  per  el  tr`atamierito  hormonal  c]e

algtin    componente    lipoperoxidativo    end6geno,     y    concuercia

ademag  con  el   aumento   del   indice  TEAR   microgomal   de   dichog

animaleg    (figura   6).    Estos   result.ados   concuerdan   con   log

antecedentes   entregadog   en  la   introducci6n,    en   relaci6n  a

que   en   la   conclici6n   hipertiroidea   hay    proliferac=i6n   del

retlculo   endoplagmico   lisa   con   cambiog   importanteg   en   lag
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funciones     mlc;rosomaleg     relacionadaB     c=on     reaccioneE5     de

trangferenc=ia    de    un    electr6n    dependient.es    de    NADPH,     a

incrementos       en    -la       generaci6n       de      0.-.       y       en       la

biotrangformaci6n  de  xenobi6ticos  (Phillips  y  Langdon,   1956i

MCGuire   y   Thomkins,     1959;    Conney   y   Barren,     1961;    Tats   y

col.,1962;   Kato  y  Gillette,1965;   Eichelbaum  y  col.,1974;

Moreno   y   col.,     1979;    de   Araujo   y   col.,     1982;    Fernanc]ez   y

col.,      19S5).      En     el     reticulo     enclopligmico     ligo,      lag

reacciones   de   c]xidaci6n   mixta   cle   biotrangf ormaci6n   de  log

xenobi6ticog  pueclen  generar  Oa-.  par  cligociaci6n  del  complejo

oxicitocromo   P-45®    (Fe.a-Oz-xenobi6tico),    y   H=Oa   ya   gee   par

dismutaci6n  del  02-.  a  par  disociaci6n  del  ccimplejo  citocromo

P-45®(Fe.a-022--xenobi6tico),        (EE;tabrooke      y      Werringloer,

1977).   La  fr.acci6n  microsomal  hepatica,   por`  otro  lado,   puede

general    egpecieg    activas    del    oxigeno,     en    pregencia    de

oxigeno   y   NADPH,    en   una   proporci6n   que   va   a   depender   de   la

pregencia  y  tipo  de  un  suE5trato  en  el  sistema   (Egtabrooke  y

Werringloer,    1977).

En  adici6n  a  la  contribuci6n  microgomal  a  la  regpuesta

prooxidativa  hepatica,  el  higado  de  lag  r`atas hipert.iroldeag

evidenci6     un     incremento     dragtico     en     la     ut.iiizaci6n

mitoconclrial    de    oxigeno,     via    reducci6n    univalent.e,     con

generaci6n    de    02-.     y     de    H=02.     Es    asl     ccmo    se    vi6     que

partlculas        submitocondrialeg        hepaticag        de        ratag

hipertircilcleag,     en    pregencia    cle    NADH    c)    guccinato    y    de
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antimicina-A,     bloqueaclor    del    trangporte    mitocondrial    de

electrones  a  nivel  del  citocromo  b,   gen  capaces  cle  general

0=-.   a   velocidadeg   Tnayores   que   lag  de   ratag   control   {tabla

6).    Coma   consecuencia   cle   este   efecto,    cabria   esperar   un

increment.a   en   la   velocidad   de   producci6n   mitoconclrial   cle

Haoa,        Via       Cligmutaci6n       c]e       log       Oa-.       generadog.        Egte

planteamiento   fue   corroborad6   per    log   resultaclos   cle   lag

medicioneg  de   la   velocidad   cle   generaci6n   basal   de   Haoa  par

mitoconclriag  hepiticag  de  ratag,   la  que  aument6  clesde  a,17

a      a,41      nmoleg/min/mg      de      proteina      (147./.)      luego      del

tratamiento     con     Ta     (figurag     9     a     12),      evidenciandose

increment.os  adn  mayores,   luego  de  la  adici6n  de  guccinato  y

de     antimicina-A     o     azicla     de     soclio     a     la     preparaci6n

mitocondrial   (figurag  9  y   1®;   tables  7  y  8).   La   producci6n

neta   de   H=03  par   el   guccinat.a   e   inhibidor`eg   mitocondrialeg

eg    mag    cle    1®®%    mayor`    en    lag    mitocondriag    de    lag    ratag

hipertirciideag    que    en    lag    ratas    cant.rol,     con    aument.os

signif icativog  en  el  parimetro  en  todos  log  animales,   pc]r  la

adic:i6n   de   log   inhibidores   mitoc=ondriales    (table    11).    La

producci6n  de  Haoa,   luego  de  la  adici6n  de  urato  a  fracciones

mitocondrialeg   hepaticag   (figures   11   y   12),   corregponde   a

aquElla   originada   en   log   peroxisomaE5   que   cent,aminan   esta

±racci6n  subcelular.   En  est,a  condici6n  y  luego  cle  la  adici6n

de   azida   de  godio   la   producci6n   de   H20=  egta   drasticamente

incrementada    en    lag   rat,ag   hipertirolc]eas    regpecto    a   la
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proclucci6n  cle  lag  ratas  control   (figure  12;   tables  9  y  1®).

Al    igual    que    en    el    estuclio    realizado    en    presencla    de

succinato,   el  efecto  neto  del  urato  eg  Tnarcaclamente  Superior

en  lag  rat.as  hipertirolcleas  que  en  lag  ratas  control   (tabla

11);   en  presencia  de  azicla  de  sodio,   inhibidor  de  la  cadena

nit.ocondrial  cle  electroneg  y  de  la  catalasa  peroxisomal,   se

obgerv6  una  diferencia  aan  mayor  entre  log  animales  control

y      log     tratadoE5      (t.abla      11),      lo      que      gefiala     que     el

hipertiroidigmo,   Edemas  de  su  efec:to  mitciconclrial,   egt.imula

la  actividad  clxiclativa  de  log  peroxigomaE5  hepaticos.      Eat.e

hallazgo    concuercla    con    log    de    otros    investigadcires   que

gefialan       incrementos       de       la       activiclacl       de       oxidagaE5

per.oxisomales   relacionadas  con   la   produc=ci6n  de  Hac)2,    en  el

hipertiroidismo      (Just     y     col.,      1982     y     1983).      En     log

experiment.os    que    utilizaron    urat.a    come    sugtrat,a    no    se

obgerva   un   aument.a   gignificativo   cle   la   pr.oducci6n   de   Haoa

luego  de  la  adici6n  de  antimicina-A,   inhibiclor  nit.oconclr.ial

especifico    (t.ablas   9   y   1®).    De   hecho   al   cuantificar   log

cambiog     net.oE5     que     induce     la     condici6n     hipertiroidea

(tratac]os   -   control)   en   la   generaci6n   de   Haoa   mecliant,e   la

oxidaci6n  de  E5uccinato  (sustrato  mitocondrial  eE5pecifico)  en

presencia        tie        antimicina-A        ( inhibiclor        nit.ocondrial

especifico),      se     pudo     visualizar     el     eject.a     neto     del

hipertiroidi§mo   gobre   la   producci6n   mitocondrial   tie   H20a,

giendo     este     cle     15®./.     (figura     13).      En     comparaci6n,      la
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conclici6n    hipertiroidea     increment6    en    g6lo    un    23./.    Ia

producci6n  de  Haoa  mediante  la  oxidaci6n  de  urato   (sustrat,a

peroxi:omal      egpeci±ico)      en      pregencia      del      inhibidor

mitocondrial     (figura     13).     Log    egtudiog     realizadog     en

part.iculag Submit.oconclrialeg,  fracci6n exent.a  cle peroxigomas

(Pedergen    y    col.,     1978),     perTnitiercin    uns    egtimaci6n    mag

preciga  clel  efecto  del  hipertiroidismo  sabre  la  generaci6n

nit,ocondrial  de  Haoa.   Con  este  en±oque  experimental  ge  pudo

eE5tablecer  que esta  conclici6n  aumenta  gignif icativament.e  lag

producc:ioneg  de  Haoa en  ccindicioneg  bagel  (56./.),   con  gugtrato

mitcicondrial    ex6geno     (143./.)    y    con    bloqueador    clel    flujo

mitocondrial   de   elect.roneg    (59,7./.)    (table   12),    y   tambien

confirmar  el  efecto  activador  que  ejerce  el  hipertiroidiE5mo

sabre   la   actividad   prooxiclat.iva   mitocondrial   sefialado   por

log   egt.udiog   c=on   mitocondriag   intactas    (figuras   9   a   12;

tablag   7   a    1®).    En   estas   concliciones   experimentaleg,    la

producci6n   de   Haoa  en   presencia   de   un   gugtrato   peroxisomal

no   es   di±erente   a   la   basal,    sin   que   se   observe   un   aum_ent.a

signi±icat.ivo  de  ella  en  log  animales  hipert.iroideog  (table

12);     par    esta    raz6n    ge    puede    afirmar    que    log    cambiog

cibgervaclog    en    la    generac=i6n    de    Haoa    derivarian    g6lo    c±e

alteraciones        mitoconclrialeg        que        ejerceria        el

hipertiroidismo.     En    est.e    egt.udio    E5e    via    ademas    que    la

producci6n     de     H30a     mediant.e     la     oxidaci6n     cle     sugt.rat.o

encl6geno,     eg   estimulacla    en   todog    log   animaleg   cuanclo   ge
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inhibe  el  flujo  mitoconclrial  de  electroneg  con  antimicina-A

(t,able   12);    sin   embargo   el   efecto   de   este    inhibiclor   en

pregencia    de    sugtrato    ex6geno    (succinato    4    mM)    g6lo    eg

E5ignificativo  en  log  animales  control   (table  12).     La  falt.a

de   estimulaci6n   de   la    producci6n   de   H.0.   dependient,e   de

succinato         par         la         antimicina-A         en         partlculag

submitocondrialeg  de  higado  de  ratas  hipertiorideaE5,   podria

estar   asociada   a   la   mayor   actividad   de   la   deshidrogenasa

gucclnica  descrita  en  esta  condici6n  (Sterling,1986).   Egt.a

facilitaria  el  ±lujo  de  electroneg  hat:ia  la  for"aci6n  de  Haoa

a   velociclades   cercanas   a   log   valores   maximos,    ya   que   el

trangporte   cle   electrones   hacia   el   oxlgeno   eg   minima   par

falta   de   ADP   en   el   gistema   (Turrens   y   col.,1982b).    Entr`e

log  cambios  nit,ocondriales  inclucidos  por el  hipertiroidismo,

loE5  que  incluyen  incrementos  en  el  conteniclo  y  activiciac±  de

algunos  component.es  de  la  cac±ena  trasportadora  de  electrones

y   de   la   capacidad   oxidativa   de   esto§   c)rganelos    {Barker,

1951;     Ster.ling,     1986)     podrian    explicar    el    eat.imulo    de

procesos  mitocondriales  de  rec]ucci6n  univalente  del  oxigeno,

en  esta   condici6n.   Se   ha   sugerido   que   en   mitocondrias   que

pogeen  un  control   respiratorio  reduc:ic[o,   se   puede   proc±ucir

la   desest,abilizaci6n   de   algunos   component.es   de   la   cadena

regpir.atoria,     incrementando    la    reclucci6n    univalente    del

oxigeno   y   la   generaci6n   de   Oa-.   y   de   H=02,    via   SOD,    (Dryer   y

col.,     198®);    ge    ha    deE5crito    que    la    cadena    respirator`ia
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mitocondrial     puede     generar     Oa-.      a     nivel      cle     la     NADH

deghidrogenasa   y   cle   la   ubiquinona-citocromo   b    (Turrens   y

Boveris,19S®;   Turreng   y   col.,1982a).

Con    egtos    hallazgos    ge    puede    concluir    que    en    el

hipertiroidismo    hay    un    incremento    gignif icativo    de    la

actividacl prooxiclativa celular,  condicionada  par incrementoE5

tanto   de   la   F3HSA   en   Tnicrosomag,    que   repreE5enta   el   1®®./.   del

incremento     en     la     regpiraci6n     microE5omal,      coma     de     la

utilizaci6n    mitocondrial    del    oxigeno    en    reaccioneg    de

reducci6n      univalente      con      generaci6n     de      Oa-.      y      Haoa,

contribuyendo  asi  al  aument.a  de  la  respiraci6n  hepatica  en

egta  condici6n.   Ademas  lag  especieg  activas  del  oxigenci  que

generan   estos   organelos   pueden   incrementar   el   proceso   de

lipoperoxidaci6n  en  log  animales  hipertiroldeos,   el  que  par

E5u   naturaleza   aer6bica   conlleva   a   un   increment.a   en   el   Boa

celular.     Junta    a    eE5t.og    efect,os,     el    incremento     de    la

act.iviclacl  oxiclativa  peroxisomal  en  el  hipertiroidismo,   que

involucra      un      incremento      de      la      producci6n      de      H=Oa,

contribuiria    tambien    a    la    respueE5ta    prooxidativa    y    al

aumento  en  el  consumo   de   oxigeno  celular.

a.       ROL     DE     LA     MODIFICACI0N     DE     LAS     ACTIVIDADES     CELULARES

ANTI0XIDANTES   EN    EL   DESENCADENAMIENT0   DEL   ESTRES   0XIDATIV0

HEPATICO.

Log  reE;ultadog  de  lcis  estudiog  en  el  hipertiroidigmo  de

clog  de  log  sistemas  enzimaticog  antioxidanteE5  celulares,   la
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SOD  citoE56lica  y   la  catalasa,   indicaron  que  egta  condici6n

produjo   una  reducci6n  significativa  de   lag  actividades  de

ambas   enzimag   hepaticaE5    (figuras   14   y   15)._  En   amboE5   cagos

egte   ef eat,o   I ue   mag   marcado   en   lag   rat,as   con   3   dlas   cle

trataTnient,o    hormonal,     perlodo    en    el    cual    se        observ6

incrementog  maximog  en  log  parametros  celulares  agociadog  a

la   actividacl   prooxidativa   hepatica    (E5ecci6n   A).    En   estos

animales,     se     obtuvo    uns    digminuc:i6n    de    un    4®./.     en    la

actividac]  de  la  SOD  citog6lica  y  de  un  46./.  en  la  actividad

de  la  catalasa.   Ambag  digminuc=iones  podrian  ger  el  regultado

del   desencadenamiento  de  un  mecanismo  degradat.ivo,   mediado

tal     vez     par     el     incremento     que     induce     la     condici6n

hipertiroidea  en  la  generaci6n de  especies  activas derivadas

clel  oxigeno   (secci6n  A).   Al  respecto,   egtudios  in  vitro  ban

demostrac±o    una    efectiva    inactivaci6n    de    la    SOD    par    Hao=

(Hodggon   y   Fridovich,    1975)   y   de   la   catalasa   par   Oa-.    (Kono

y   Fridovich,    1975),    per   lo   que   se   ha   postulado   que   ambag

enzimas   estar`ian   involucradas   en   una   protecci6n   reciproca

(Mccorcl,1989).   Sin  embargo,   en  diferentes  moclelog  de  estres

clkidativo   in   vivo,    incluyendo   el   hipertirctidismo,    §e   ha

E5ugerido   que    la   princ=ipal   espec=ie   oxidativa    seria   el   toa

(Lisgi   y   col.,1992).    Egta   p`ropogici6n   egta   basada   en   la

magnitud  del   aumento   en   la   concentr.aci6n   de   to]  por   estrEs

oxidativo   (estimado   par   el   incremento   de   la   luminiscencia

egpontinea),    gu   concordancia   temporal   con   la   c:in6tica   de
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inactivaci6n  enzimitica,   y  la  localizaci6n  a  accego  al  gitio

gubcelular   donde   ocurre   el   procego    (LigE5i   y   col.,    1992).

Inclepenclientemente  c]e  la  naturaleza  cle  la  egpecie  oxiclante,

la  SOD  citog6lica  y  la  catalaga  poseen  residuog  de histidina

esenciales,   aminoacido  particularmente  sensible  a  la  acci6n

oxidativa    del    Oa-.,     Hac)a    y    'Oa    (Sieg,      19S6),     log    cuales

incrementan  su  nivel   de   estado  eE5table  en  el   higado   en   la

condici6n  hipertiroldea.

A  cliferencia  de  la  actividacl  cit,og6lica  de  la  SOD,   la

actividad  mitoconclrial  hepatica  de  esta  enzima  aument6  en  un

88./.   en  log  animales  t.ratadog  3  cliag  con  Ta   (tabla   13).   Egte

incremento  podrla  deberse  al  aumento  de  la  nasa  mitoconclrial

inclucido   par   la  condici6n  hipert.iroidea,   con  el   incremento

de      algunas      enzimas      y      componentes            de      la      cadena

transpor`tadora  de  electrones  (Barker,1951;  Sterling,1986).

Pop    otro    lade,     este    increment.a    podria    representar    un

fen6meno    de   aclaptaci6n    del   organelo    al   incremento    c]e   la

actividad  de  r`eclucci6n  univalente  del  oxigeno,   qua  genera

C)a-.   y   Haoa   (gecci6n   A).    E:n   este   sentido   se   debe   hacer   notar

que    la    actividad    de    la    SOD    citog6lica    experiment,a    un

incremento   de   49./.,    en   lag   ratas   con   1   die   de   tratamient.a

hormonal    (figure    14),    sin    modificaci6n   del   contenido    cle

prat.elnas  citog6licas,   lo  que  podria tambien  represent.ar  una

adaptaci6n  inicial  a  la  conclici6n  prooxidativa  que  induce  el

hipertiroidigmch
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Lag  cligminucioneg  c±e  lag  actividadeg  cle  SOD  y  catalasa

a  log  3  dlag  de  tratamiento  hormonal,   E5e  proc[ujeron  gin  que

hubiera  cambiog  en  lag  actividacleg  hepaticag  de  la  glutati6n

peroxidasa   t.otal   (figure   16)   y   c[e   la   glutati6n   peroxiclaga

soluble     (tabla    14).     Sin    embargo,     el    contenido    de    Bsli

hepatico    cligminuy6    draE5ticamente    en    todog    log    animales

hipertiroldeos    estudiaclos     (figura    17),     obgervandose    un

efecto   maxima   a   log   3   dies   de   tratamiento    (61./.),    con   una

caida    E5emejante     (69./.)     en    el    conteniclo     cle    C;SSG    lo     que

signific6   una   disminuci6n   de   un   59./.   en   log   equivalentes

totaleg   (GSH   +   2GSSG)   cle  C5SH,   sin  alt.eraci6n  en  la  relaci6n

t3SH/GSSG.    En   vista   c]el   rol   critico   que   degempefia   el   I;SH   en

procesog     hepaticog     relacionadoE5     con     la     detoxificaci6n

celular,   que  incluyen  el  catabolismo  de  log  hidroper6xidos

(catalizado   par   la   par`eja   glutati6n   peroxidasa-glutati6n

reductasa),   gu  conjugaci6n  con  electr6filos   (c:atalizacla  pcir

lag  glutati6n-S-transferasa§),  y el  atrapamientc)  clirecto,  ya

sea  de  r-aclicales   libres  _a   cle  molecules   exc=itadas   (Forman  y

Fisher,19Sl;   Videla  y  Valenzuela,1982;  Orrenius  y  Moldeug,

1984),   la  disminuci6n  que  induce  la  conclici6n  hipertiroic]ea

clel      contenido      cle     eE5te     trip6pt,ida      represent.aria     una

cent.ribuci6n   importante   al   desencadenamiento   c[e   un   estrEs

oxidativo  hepatico.

La  disminuci6n  del  contenido  cle  I;SH  en  el  higado  de  lag

ratag        trEit.adag        3        cllag        Con        Ta,         I ue        obgervada
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concomitanteTnente  con  un  incremento  gignificativo   (52./.)   en

la  velocidad  cle  glntegig  in  vitro del  trip6pticlo  (table  15),

probablemente   por   cligminuci6n   de   la   inhibici6n    que   egte

metabolito   ejerce  gobre  su   propia  glntesis,   a  nivel  cle  la

gama-glutamilcigteina   sintetaga   (Kaplowitz   y   col.,19S5).

Log   proceE5og  cle   gintegis   cle  SSH   y   de  reclucci6n   clel   GSSC3   pop

la        pareja       glutati6n        reductasa-glucosa-6-fosfato

deshidrogenaga,      participan     en     la     repogici6n     del     C;SH

intracelular   (Kaplowitz   y   col.,19S5;   L6pez-Barea   y   col.,

199®),    pop   lo   cual   forman   parte   clel   sigtema   auxiliar   de

defenE5a  antioxiclante  hepatico.   El  tratamiento  con  T® durante

3  c±ias  proclujo  un  incremento  dr`astic:a  en  la  actividad  de  la

glucose-6-fosfato    deshidrogenasa     (9®./.),     sin    alterar`    la

act.ividad   de   la   glutati6n   reductasa    (tabla   15)    a   de   la

glutati6n     peroxidasa      (figura     16     y     table     14).      EE5tos

resultados     sugieren     qua     log     hidroper6xidos     y     el     H=Oa

producidos   en   exceso   a   lo   basal,    impuestc]s   per   el   est.res

oxidativo  degar`rollado  en  la condici6n  hipertiroidea,  serian

adecuadamente   Tnetabolizados   por   la   glutati6n   peroxidasa,

pr`oceso  que  estaria  balanceado   pop  una  rec]uc:c=i6n  ac:orde  del

GSSG  producido,   via  glutati6n  reductasa,   al  no  existir  una

limitaci6n      del      guminist.ro      del      NADPH      requerido._       En

concordancia     con     este      postulado,      el      hipertiroidismo

experimental   no    provoca   un   acdmulo   de   GSSG   en   el   hlgado

(figura  17)   ni  induc=e  un  aumento  en  la  liberaci6n  biliar  de
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8Sst:  (secci6n  a),   como  ocurre  en  otrag  gituacioneg  de  egtr6g

oxiclat,ivo  hepatico   (§ieg,   1986;   Akerboom  y  Sieg,   1991).   Par

lo      tanto,       la      depleci6n      clel      6SH      hepatico      en      el

hipertiroidismo     no     egtarla     agociada     a     una     reducci6n

clef icitaria  del  GSS6,   producto  de  su  mayor  utilizac=i6n  en  el

catabc)lismo  tie  per6xidog.

Pop  lo  tanto,   ge  puede  concluir  que  el  hipertirciidigmo

en  la  rate  est6  asociadci  el  degarrollo  de  una  condici6n  cle

estr6g    oxidativo    en    el    higaclo,    clesencaclenaclo    tanto    par

incrementog  de  factores  celulares  prooxidat.ivos  (regpuestas

regpiratoria,   quimioluminiscente,   y  lipoperoxidativa)   coma

pop    digminuci6n    de    actividadeg    celulares    antioxidanteg

(depleci6n  de  SSH  y  disminucioneg  de  lag  actividac±es  de  SOD

y   c]e   cat.alasa).

C.     POSIBLE    ROL    DE    CAMBI0S    EN    EL    METAB0LISM0    DEL    GSH    EN    EL

DESENCADEMANIENT0   DEL  ESTRES  0XIDATIV0   Y  EN   LA  CALORIGENESIS

TISULAR.

Coma   ya   se   ha   gefialEldo,    la   depleci6n   del   GSH   hepitico

en  el  hipert.iroidisTno  puede  repregentar  uno  de  log  I actores

determinant.eg  clel  estr6s  oxidativo  que  se  desarr`olla  en  este

tejiclo   en   la   rate,    pudiendo   ademas   comprometer   funcioneg

celulares  dependientes  del  trip6ptido.

El   estudio   de   log   mecanisTnog   de   utilizaci6n   del   SSH,

repregentadog      par      la      conjugaci6n     con      intermediarios

elect.rofilicoE5,    la   oxidac:i6n,   la  degraclac:ion  y   log  eflujog
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ginuE!oidal  y  canalicular`  del  tripEpticlo,   complementadoE5  con

log   hallazgos   relacic)nados  con   log   procesos   de  reposici6n

del   6SH   ya   referidog    (secci6n    8)    y   de   gu   velocidad   de

recambio     in    vivo,      per`mitieron    uns     clef inici6n     de     log

mecanismos  que  conducen  a  la  depleci6n  del  tr.ipeptido  en  el

higado  de  r`atas  hipertiroldeag.

Coma  ge  discuti6  en  la  secci6n  anterior,   la  depleci6n

hepatica  del  GSH  no  esta  relacionada  a  cambios  adaptativos

en   reacciones   que    involucren   gu   oxidaci6n    a   6SSC;   ni    la

reducci6n  de  6st.a  a  BSH,   ya  que  la  condici6n  hipertiroidea

no    moclific6    la    actividad    de    la    pareja    enzimat.ice,     que

cataliza   la   reducci6n   de   Haoa   e   hidroper6xic]os   (glutati6n

peroxidasa)   y  la  recuperaci6n  del  GSH   {glut.ati6n  reductasa)

(figura  16;   tablas  14  y  15).   La  utilizaci6n  del  GSH  a  trav6s

cle   su   conjugaci6n   con    intermecliarios   electrofilicos,    no

contribuye   a   la   depleci6n   hepatica   cle   egte.    De   hecho   la

condici6n         hipertiroidea         produjo         una         disminucidn

E5ignificativa  de  la  activic±acl  c±e  lag  glutat.i6n  tr`ans±erasas

(figuras  18  y  19).   Estas  enzimas  corresponden  a  una  familia

de    enzimag    multif uncionaleg    que    utilizan    Gsli    en    I orma

efectiva  pare  procesos  de  conjugaci6n,   contribuyendo  asi  a

la  depleci6n  de  este   (Ishikawa  y  col.,19S6).   La  disminuci6n

de  la  actividac]  de  estas  enzimas,   sumada  a  log  bajos  niveles

de   C;SH   hepatic=o   existentes,    podrian   clisminuir`   loE5   pr`ocesc]s

de  conjugaci6n  in  vivo,    lo   que  explicaria  el   aumentct  en  la
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retenci6n  cle  la  bromogulfaleina  que  se  observa  en  pacient.es

hipertiroldeos   (Sir  y  col.,1987).

La   utilizaci6n   del   SSH   hepatico   mediante   un   proceso

c=atab6lico,    a   trELveg   cle   la   rupture   clel   tripept,ida   en   el

ciclo      gama-glut.amilo,       iniciaclo      par      la      gama-glutamil

tr`angferaga   (Meist.er  y  Andergon,   1983),   podria  contribuir  a

la  clepleci6n  hepatica  de  6ste,   ya  que  la  actividacl  de  dicha

enzima  hepatica  aumenta  dragticamente  bajo  la  influencia  de

Ta     {figura    2®).      AE51,      egta    actividac[    enzim6tica     podria

representar     un     mecanigmo     iTnportante     que     conlleve     la

depleci6n  del  6SH  en  la  condici6n  hipertiroidea.

En   relaci6n    al    transpor`t.e   del   GSH    a   t.raves   de    lag

membranag   canalicular   y   E;inusoidal,    se   E5efial6   previamente

que  en  condiciones  norTnales  la  contribuci6n  cle  ambos  e±lujos

de  SSH  a  la  velocidad  de  depleci6n  cle  este,   ge  eat.ima  en  un

9®    a    95./.     (Kaplowitz    y    c=ol.,     19S5).     Respect.ci    a    egto,     el

tratamiento    con    T.    no    modific6    la    velocidad    cle    eflujo

canalicular  clel  GSH   (tabla  18),   mientras  que  la  veloc=idad  de

e±lujo   sinusoidal   aument6   en   forma   dragtica,    al   ser   6st.a

expresada   coma   eflujo   neto    (figura   21   y   tabla   16)    a   coma

eflujo  ±raccional   (table  16).   En  lag  ratas  trat.adas  clurante

3    dies    con    T3,     E5e    observ6    un    aumento    neto    del    e±lujo

sinusoidal  de  1®,88  nmoles/min/g  de  higado.   Egte  efecto  del

tratamiento   con   Ta  se   obtuvo  en   concomit.ancia   con   aumentos

semejant.eg   en   el   e±lujo   sinusoidal   de   LDH   y   de   proteinas
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(figura  22  y  table  17),   lo  que  indica  una  alteraci6n  en  lag

propieclades  de  permeabilidad  de  la  membrane  plasmatica  del

hepatocit.a  en  la  conclici6n  hipertiroldea.   Mag  adn,   -se  obtuvo

una  correlaci6n  directs  y  gignificativa  entre  log  eflujog

sinugoidaleg   cle   SSH   y   de   LDH   [r   =   a,79;    p   <   l®-e;    pare   n   =

7    en    cads    grupo],     lo     que    indica    que    el    efecto    del

hipertiroidismo   sabre   el   eflujo    sinuE5oidal   de   I;SH   puede

repreE5entar     una     perdida     del     tripept.ida     debida     a     una

permeabilizaci6n   progregiva   de   la   membrana   plasmatica   clel

hepatocito,   lo  que  cc]nduce  a  un  aumento  en  el  eflujo  t.otal

de  SSH  (canalicular  +  sinugoidal).   En  lag  ratag  tratadas  con

To  clurant,e  3   dias  el   eflujo  total   es  cle   25,36  nmoles/min/g

de  higado,   lo  que  representa  un  75,9%  de  aumento  reE5pectc)  al

eflujci  de  lag  rates  control   (14,42  nmoles/min/g  de  higado).

En  paralelo  con  estos  hallazgos,   la  administ.raci6n  de

T3    a    ratag    dur`ante    3    c±ias    proclujo    un    incremento    en    la

velocidacl  de   desaparic=i6n   del  G5H-S®a,    luego   c]e   administrar`

un    pulso    de    cigt.eina-S3S    (figura    23),     indicanc}o    que    la

condici6n   hipertiroldea   conlleva   a   una   mayor   velocidad   de

recambio   del   SSH   hepat,ice    (tabla   19).    La   constancia   a   lo

largo   del   experimento   c]el   nivel   de   BSH   int.rahepatico   en

todos   los   animales   (±igura   23),    representaria   niveles   de

estado  estable  de  GSH,   expresados  en  pmoles/g  de  higado,   de

7,4®   ±   ®,2S   en   lag   ratEiE3   cant.rol   y   de   3,9®   ±   a,21   en   lag

hipertiroideag    (tablEi   19).    Ut.ili=ando   egt.og   cant.enidog   c±e
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6SH  y  lag  velocidacleE5  de  recambio  respect,ivaE5,   se  vi6  que  la

conc]ici6n  hipertiroidea  indujo  un  aument.a  de  65./.  en  el  flujo

fraccional   del   SSH    (table.19),    lo   que   pod-ria   indicar   un-

aumento  aclaptativo  en  la  velocidad  hepatica  de  sint.egis  clel

trip6ptidci    (Lauterburg    y    col.,     1982;     Kaplowitz    y    cc]l.,

1985),    con  un   efecto  neto   del  trat.amiento   con  T®  durante  3

diag  sabre  dicho  paramet.ro  de  12,71  nmoles/min/g  de  higado.

Al   comparar   este   increment,a  con   el   observado  en   el  eflujo

E5inugoidal  de  SSH   (1®, 88  nmoleE5/min/g  de  higado),   se  observe

una   compengaci6n   c=agi   total  entre  amboE5  efectos,   ya   que  el

aumento  de  la  perdida  sinuE5oidal  cle  SSH  corresponde  al  85, 6%

clel   aumento  de  gu  gintesig.   Sin  embar`go,   para  mantener  log

niveles  basales  de  SSH   (7,4®  pmoles/g  de  higado)   el  procesci

de  gintesis  hepatico  en  lag  ratas  hipertiroideas  debi6  haber

increment.ado      a     6®,3      nmoleg/min/g      cle      higado,       lc)      que

representa    un     incremento    neto    de    4®,8    nmoleE5/min/g    de

higado,     consideranclo    que    la    velocidacl    de    recambio    del

tripeptido   en  e§tos   animales   es   de  a,489   h-',   y   que  en   lc]s

animale=   control   es   de  ®, |5S   h-i.

per  lo  tanto,   se  puede  concluir  que  la  depleci6n  de  6SH

hepatico      en      la      rata,       inducicla      par      la      cc]ndici6n

hipertiroidea,    puede   ser   atribuicla   mayoritariamente   a   la

p6rdida  del  6SH  desde  el  higado  hacia  el  espacio  sinusoidal

y   al   aumento   de   la   capacidad   de   degradaci6n   hepatica   del

tripeptic]o.   Coma  congecuencia  de  egto,   E5e  pr`oduce  un  aument.ci
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adaptativo  en  la  velociclad  de  sinteE5is  del  6SH,   el  cual  no

logra contrarestar el  incremento  en el  eflujo  sinusoidal  del

tripEptido,    estableci6ndose  agl   un  nivel   de  6SH  de  estado

egt,able   mucho   mag   bajo   que   el   de   lag   rates   cent.rol.    El

incremento   en   el   cataboligmo   del   glutati6n   podria   tener

relevancia  en  la   depleci6n  del   trip6ptido  en   la  condici6n

hipertiroidea.    Sin   embargo   la   estimaci6n   in   vitro   de   la

actividad  de  la  gama-glutamil  transferasa  no  per`mit,e  egtimar

la  contribuci6n  exac:ta  de  este  mecanismo  a  la  depleci6n  del

GSH.

Basandose  en  log  re=ultados  c]btenido=  se  puede  concluir

que   el    est.ado    hipermetab6lico    hepat.ico    inducido    par    la

condici6n  hipertiroidea  experimental  en  la  rata,   se  acompafia

de  cambios  TnoleculareE3  que  conducen  al   desenc=adenamient.a  de

un    e§treg    oxidat.ivo    en    el     higado.     Esta     condici6n    se

clesar`rollarla   debido  a   que  el   tratamiento   con  Ta  induce  no

s6lo  un  aumento   de  la  capacidad   prc)oxidativa  hepit.ica,   con

generaci6n     cle     especies     activas     del     oxigeno     a     nivel

microsomal,   mitocondrial  y  peroxigomal,   sino  que  aclema§  una

drastica     disminuci6n     c±e     mecanismc]s     claves     de     defense

antioxidante  hepaticog,    que  incluyen   la  ac:tiviclad  tie  SOD  y

catalasa     y      el      cc>ntenido      total     del      glutati6n.      C;omcl

consecuencia     de     estas     modif icaciones,      se     produce     un

clesbalanc=e    entre    log    I actoreg    celulares    pl`oc)xidantes    y

ant.ioxidanteg,   en  I aver  de  log  primero§,   y  se  incrementa  la
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respueEta  lipopercixidativa  hepat,ice.   De  esta  manera,   ya  que

el  procego  de  lipoperoxidaci6n  es  de  naturaleza  aer6bica,   se

obtendria  jn  aumento  del  G02  hepatico  que  contiibuirla  a  la

respuegta  calorig6nica que  se  observe en  el hipertiroidigmo.

Log  reE5ultados  obtenidog  en  esta  tesis  en  log  animales

hiper`tiroicleos   y   eut,iroideos,    sustentan   lo   pogtulaclo   par

Cutler     (1985),     cuyos    estuclios    muestran    una    correlaci6n

directa      entre      lag      velocidades      de      autoxidaci6n      a

lipoperc)xidaci6n  tisulareg y  lag velocidades  del  met,aboligmo

basal   de   diversa=   especies   (E:squema   VII).



CONCLUS I 0NES

Lag  conclusiones  I inaleg  mag  relevantes  de  egta  tesis

gcin   lag  siguienteg:

i.    La   administraci6n   de   Ta   a   ratag   incluce   una   respuesta

prooxic±ativa  hepatica,   mani±estada  a  trave-s  de  aumentog  de

la        RSA        medida        en         higado         per±undido,         de         la

quimioluminiscencia  del   6rgano,   tanto  in  vivo  come  in  vitro

y   de  la   r`espuesta   lipoperoxidativa  celular.    Est.os   efectos

del     tratamiento     hormonal     gerlan     el     reE5ultado     de     un

incremento     en     la     actividad     de     procesog     de     reducci6n

univalent.e   del   oxigeno   a   nivel   microsomal   y   mitoccindrial,

coma   tambi6n   de   la   proclucci6n   de   H30a  en   peroxigomas.

2.    En   concomitancia,    la   actividad   de   dos   de   log   sistemas

enzimatic:c]s  que  proporcionan  defensa  antioxidante  celular`,

la        SOD        citos6lica         y  -      la        cat.alasa,          disminuyen

E5ignif icativamente      en      esta      sit.uaci6n.       Mag      adn,       log

contenidog  hepaticos  de  GSH,   la  biomolecula  antioxidante  de

mayor   relevancia   a   nivel   celular,    y   de  GSst;   disminuyen   en

forma  drast.ice  por  el  tratamiento  hormonal,   eE5tablec=iendose

niveles  de  estado  eatable  del  trip5ptido  mag  bajos  que  log

de  animales  eutiroideos.
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3.    La   depleci6n   del   GSH   en   el   hipert.iroicligmo   ge   deberia

mayoritariamente  a  incrementoE5  en  el  eflujo  ginuE5oidal  y  en

la    capacidad    degradativa    hepatica    del     tripEptido.     La

velocidad  de  sintesis  del  GSH  aumenta  signif icativamente  en

log  aniTnaleg  hipertiroideos,   gin  que  eat,e  incremento  logre

equilibrar  la  perdida  clel  tripeptido.



PF30YECCI0NES

Log  cambiog  moleculares  inducidos  par  la  calorig6negis

tiroidea   en   el   higado,    pregentados   y   analizados   en   eE5ta

tesis,   conducentes  al  degarrollo  de  una  conclici6n  de  estreg

oxidativo,   sugieren  algunas  estrategias  experiment.ales  que

pudiegen  ser  de  importanc=ia  en  el  area  tematica  estudiada.

Entre  ellag  se  destacan:

i.      La    eE5timaci6n     de     la     contribici6n    del     aument.a    del

cataboligmo   hepatico   del    SSH   a   la   depleci6n   celular`   clel

tripEptido    en   el    6rgano    int.act.o.     Este   objet.ivo    se   puec±e

lograr  mediante  el  use  de  la  t6cnica  del  higado  per±undido

y  aislado  cle  rate,   consiclerando  que  la  actividad  cle  la  gama-

glutamil    trangf eraE5a    ha    sido    demo§t.rada    recientemente,

mediant.e  t6cnic=as  hiE;toquimicag,   en  el   polo  sinusoidal  del

hepat.ocit.a    (Lanca   e   Israel,    1991),    actividacl   ect6pica   que

aumenta  en  algunas  condiciones  experimentales  que  conllevan

una  depleci6n  del   GSH   intrahepatico   (Israel   y  col.,1992).

2.        La    evaluaci6n    de    la    recuperaci6n    del    nivel    de   I;SH

hepat,ico   y   la   normalizaci6n  _de   la   actividad   prooxidativa

celular,   luegci  de  un  determinado  protocolo  de  inducci6n  de

la  calorigEnesig  tiroiclea,   con  el  objeto  cle  lograr  una  mejor
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comprengi6n   de   la   tr`angici6n   del   egtac]o   hipert.iroicleo   al

eutiroideo      que      ocurre      luego      de      la      terapia      con

propiltiouracilo  en  el  hombr.e.

3.    Abordar   el   estudio   de   la   pogible   potenciaci6n   de   la

citotoxicidad   quimica   y   de   aquella   agociada   a   proceE5os   de

isquemia/reperfusi6n  en   el   higado  par   el   estr6s  oxidativo

hipertiroideo,     concliciones    que    involucran    un    componente

prooxidativo  particular.
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