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RESUMEN

Previamente hemos demostrado que el sistema Cu?‘/ascorbato puede
inhibir la actividad enzimatica de algunas proteinas tidlicas a través de dos
mecanismos: oxidacion inducida por ROS y union inespecifica de Cu?* a dichas
proteinas. Asi por ejemplo, la actividad GSH-transferasica citosdlica total fue
inhibida por Cu®* 50 uM ya sea en ausencia o presencia de ascorbato. Al igual
que el cobre, el hierro es un metal de transicidon y sus iones generan ROS a
través de las reacciones de Haber Wiess y/o Fenton. Por lo tanto, los iones Fe**
podrian por un lado oxidar grupos tidlicos de proteinas como también unirse a
ellos inespecificamente, inhibiendo asi su actividad bioldgica.

En este trabajo describimos la inhibicién de la actividad GSH-transferasica
total citosdlica de higado de rata inducida por Fe*/ascorbato. Esta actividad
enzimatica fue inhibida por concentraciones micromolares de Fe** en presencia
de ascorbato, efecto que fue revertido por DTT y cisteina de una forma
concentracion-respuesta. Este efecto inhibitorio se describe en funcion de los
parametros cinéticos aparentes de la GST-transferasa. Por otra parte,
Fe*/ascorbato redujo el contenido de tioles microsémicos. Sin embargo,
concentraciones micromolares de Fe*" en ausencia de ascorbato, no alteraron

la actividad control de la GSH-transferasica, a pesar de que se ensayaron
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concentraciones hasta 500 uM. Cabe sefalar ademas, que en nuestras
condiciones de ensayo, la capacidad redox de los iones Fe* fue menor que la
de Cu?*, ya que se necesitaron mayores concentraciones de estos iones para
obtener efectos lipoperoxidativos microsémicos similares (Fe** 250 uM vs Cu**
250 nM). Los mecanismos que pueden explicar las diferencias observadas

entre los iones cobre e hierro, se discuten al final de este manuscrito.
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ABSTRACT

We previously reported that Cu?*/ascorbate may change some enzymatic
activities of thiol proteins through two mechanisms: ROS-induced oxidation and
unspecific Cu®* binding to it. Thus, total cytosolic GST activity was inhibited by
50 or more uM Cu®* concentrations in either absence or presence of ascorbate.
Similar to copper, iron is also a transition metal and the iron ions also generate
ROS through Haber Weiss and/or Fenton reactions. Thus, iron ions may alter
the biological activity of thiol proteins through ROS-induced oxidation and also
by Fe**-binding to protein’s thiol groups. The present work describes the
inhibition of total cytosolic GST activity from rat liver by Fe**/ascorbate.
Micromolar Fe*" in the presence of ascorbate inhibited the total cytosolic GST
activity, inhibition which was prevented by DTT and cysteine as a concentration-
dependent manner. We further described this inhibition effect in terms of GST
apparent kinetic parameters. In the similar assay conditions Fe3*/ascorbate
reduced the microsomal thiol content. Interestingly, uM Fe** in the absence of
ascorbate did not affect GST activity, although until 500 uM Fe*" was used.
Moreover, to develop similar microsomal lipoperoxidative effects, a greater iron
ions concentration (250 pM Fe>*/ascorbate) than of copper (250 nM
Cu?'/ascorbate) was needed. Finally, we discuss the mechanisms which could

explain the differences between copper and iron ions observed.
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I. INTRODUCCION

La actividad GSH-transferasa (GSTs; EC 2.5.18) esta representada por
una familia de isoenzimas implicadas en la detoxificacion de xenobidticos. Las
GSTs catalizan el ataque nucleofilico del glutation (GSH) a sustratos
electrofilicos/lipofilicos, lo cual disminuye su reactividad hacia las biomoléculas
disminuyendo asi, el dafio que un estrés oxidativo podria generarles [1]. Los
sustratos de las GSTs poseen un carbono electrofilico ademas del sitio de union
del GSH; sin embargo la carencia de especificidad de la enzima hacia sus
sustratos, permite que otros atomos al igual que el carbono sirvan como punto
de ataque nucledfilico, entre ellos, el atomo del nitrégeno de ésteres organicos
del nitrato y el atomo de azufre de los tiocianatos organicos [2, 3, 4]. Aunque
estas isoenzimas muestran una baja especificidad hacia su sustrato, las GSTs
han demostrado una especificidad absoluta hacia su cofactor endégeno, el GSH
[5].

Desde el descubrimiento de la GSTs a principios de 1970 [4], se han
descritos distintos roles de las isoenzimas de higado de mamifero; entre ellos
se pueden mencionar procesos celulares tales como: el metabolismo de drogas
[1, 4, 6, 7, 8], transporte intracelular [5, 9, 10], defensa antioxidante [11, 12, 13],
biosintesis de leucotrienos [14, 15, 16], supervivencia celular [17, 18, 19] y

multi-resistencia a drogas [11, 20, 21].



Las GSTs hepaticas involucran isoenzimas solubles y asociadas a
membrana. Las enzimas humanas se hombran de acuerdo a su categoria como
a, 0, x, M, T, o, o; estas letras griegas se acompanan con el tipo de subunidad
que compone el tipo de isoenzima activa, el cual se designa por numeros
arabes. Por ejemplo, el homodimero de la subunidad u del tipo 1 es M1-1, y el
heterodimero del tipo 1 que esta formado por 2 subunidades alfa del tipo 1y 2,
se denomina A1-2. Esta nomenclatura se utiliza en general para todas las GSTs
citosdlicas de vertebrados y se ha hecho extensible también a procariontes y
otros organismos [22]. Se conocen 3 isoformas de la GST unidas a membrana,
una de ellas parece estar implicada en el metabolismo de xenobidticos. La GST
microsdmica 1 es una proteina integral de membrana que ha sido caracterizada
en ratas y seres humanos; se encuentra en grandes cantidades en el higado y
se encuentra localizada no s6lo en la membrana microsdmica sino también, en
la membrana externa mitocondrial [6].

Las isoenzimas citosdlicas y la microsémica exhiben diferencias en su
peso molecular, su induccion por xenobidticos y sus caracteristicas
inmunoquimicas. Las GSTs microsomicas, a diferencia de la familia citosolica,
comprende una familia pequefa (16 a 18 KD); estas isoenzimas se encuentran
en mayor cantidad en el higado y tienen una amplia especificidad por los
sustratos lipofilicos y electrofilicos [6]. La GST microsémica también exhibe

actividad glutatidon peroxidasica, lo cual sugiere que esta enzima puede jugar un
2



rol importante en mecanismos de defensa contra la peroxidacién de lipidos de
membrana [12].

Cabe senalar ademas, que las isoenzimas solubles y de membrana se
diferencian por su respuesta frente a detergentes, agentes reductores de
grupos sulfhidrilos y agentes quelantes [23, 24, 25, 26, 27]. La GST
microsomica hepatica de rata ha demostrado ser activa como un dimero y/o
trimero de subunidades idénticas unidas por su unico residuo de cisteina [25].
Se ha reportado ademas, que el tratamiento de preparaciones purificadas con
peréxido de hidrégeno, cambia la conformacion microsémica dimérica y/o
trimérica de la GST, conduciendo a un aumento de su actividad catalitica;
inversamente, el tratamiento con 2,4-ditiotreitol (DTT) provoca una disminucién
de la actividad de la GST [26]. Por otra parte, se ha reportado que la formacion
de puentes disulfuros intra o inter-subunidades entre los residuos particulares
de cisteina dentro de la secuencia amonoacidica, conduce a la inactivacion de
las enzimas citosdlicas [28]. Al respecto, se ha reportado que la forma-P de la
GST en la rata es inactivada por el perdoxido de hidrogeno (H2O;). Los autores
sugieren que la cisteina 47 y la cisteina 101 podrian estar implicadas en la
formacion de puentes disulfuros intra o intersubunidades, y que estos residuos
podrian estar ubicados en una region importante relacionada con el sitio de
union del GSH; la formacion del enlace disulfuro entre estos residuos

provocaria un impedimento estérico que afectaria la union del GSH [29].
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Resultados similares fueron observados con la isoforma GST = de placenta
humana; los autores demostraron que la inactivacion oxidativa era revertida por
el tratamiento con 2,4-ditiotreitol (DTT) [30]. En forma general, se ha aceptado
que la especies reactivas del oxigeno (ROS) conducen a la activacion de la
GST microsémica y a la inactivacién de las isoenzimas citosolicas.

Cabe hacer notar que el efecto oxidativo sobre la actividad GSH
transferasica, ha sido evaluado utilizando como agentes oxidantes H,O, y
Cu?*/ascorbato. La toxicidad de los iones de cobre y de hierro se asocian a la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) via reaccioén de Fenton y/o

Haber- Weiss, en las cuales los iones de estos metales catalizan la formacion

de radicales libres del oxigeno, tales como hidroxilo (OH) y el radical anién

superoxido (O,") [31]. Sin embargo, el i6n cobre exhibe una alta afinidad por los

grupos tidlicos y amino presentes en las proteinas. Recientes trabajos del
laboratorio demostraron que los iones cobre en presencia de ascorbato, pueden
modificar la actividad biolégica de las proteinas por oxidacion de los tioles
proteicos y, en ausencia de ascorbato, por union de los iones cobre a estos
residuos aminoacidicos [32, 33]. Se demostré ademas, que ambos mecanismos
estaban involucrados en la inhibicién de la actividad catalitica de las GSTs
citosdlicas de higado de rata, medida como la capacidad de la GST citosolica

de conjugar 1-cloro-2,4-dinitrobenceno con GSH [34].



El cobre y el hierro son metales de transicion, por lo tanto, es posible que
los iones cobre no soélo puedan unirse a los grupos tidlicos de las GSTs
citosolicas, sino también, los iones hierro. Por lo tanto, en el presente trabajo
investigamos los efectos de Fe** y de Fe**/ascorbato (sistema generador de
radicales libres del oxigeno) sobre la actividad total de la GST citosdlica de

higado de rata.

HIPOTESIS

Los iones Fe>* inhiben la actividad total GSH transferasica citosélica de higado
de rata solo en presencia de ascorbato, es decir, a través de la oxidacion de los

grupos tidlicos de las isoformas de la GSH citosdlica.



OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar el efecto del Fe* en ausencia y presencia de ascorbato sobre la

actividad total citosolica de higado de rata.

Objetivos especificos

. Evaluar el efecto de la concentracion de hierro en presencia de ascorbato sobre

la actividad total GST citosodlica hepatica de rata.

. Determinar el efecto del tiempo de preincubacién de la fraccidon citosdlica con

Fe**/ascorbato sobre la actividad total GST citosdlica hepatica de rata.

. Determinar los parametros cinéticos (Km para GSH vy 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno, Vmax y eficiencia catalitica Vmax/Km) de la GST citosdlica en

ausencia y presencia del sistema Fe**/ascorbato.

. Determinar la concentracion de tioles citosélicos en presencia y ausencia del

sistema Fe**/ascorbato.

. Determinar la actividad GST citosodlica en presencia de los agentes alquilante

NEM y acido mersalilico.



. Determinar la capacidad de los sustratos GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno de

prevenir la inhibicién de la actividad GST citosoélica inducida por Fe**/ascorbato.

. Comparar la actividad lipoperoxidativa de los sistemas Fe>**/ascorbato y

Cu?*/ascorbato, midiendo la lipoperoxidacion en microsomas hepaticos de rata.

. Comparar el consumo de oxigeno inducido por los sistemas Fe**/ascorbato y

Cu?*/ascorbato.

. Evaluar la formacion de aductos entre GSH y los iones Fe*" y Cu?*.



Il. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales. El 1-cloro-2,4-dinitrobenceno fue obtenido en ACROS
Organics (New Jersey, NJ, USA). El Glutation (GSH); la N-etilmaleimida (NEM);
el acido mersalilico; el 5,5-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) (Ellman’s reagent,
DTNB); el 2,4-ditiotreitol (DTT); la albumina de bovino (BSA) y el agente
quelante CHELEX-100 (iminodiacetic acid sodium form in polystyrene matrix),
fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El FeCl; y el
reactivo de Folin-Ciocalteu fueron obtenidos de Merck Chile. El resto de los
compuestos quimicos a utilizar fueron de grado analitico. Todos los compuestos
fueron preparados en solucion amortiguadora fosfato 50 mM, pH 7.4,

previamente tratado con CHELE X-100.

2. Animales de experimentacion. Se emplearon ratas machos de la cepa
Sprague Dawley de tres meses de edad y con 200 a 230 g de peso corporal.
Los animales se mantuvieron con una dieta normal de pellet Kimber, agua ad
libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura ambiental de 21° C. Estos
animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Todos los procedimientos se
desarrollaron de acuerdo a los protocolos aprobados por el Comité Etico

Institucional.



3. Preparacion de microsomas hepaticos de rata. Los microsomas fueron
preparados por el método de fraccionamiento subcelular. Los animales machos
se mantuvieron en ayunas por 15 horas previas al sacrificio, con agua ad
libitum, se sacrificaron por decapitacion, se desangraron y los higados fueron
perfundidos in situ, con cuatro volumenes de 20 mL de NaCl 0,9% P/V. Luego,
los higados se extirparon, se limpiaron de tejido conectivo y vasos sanguineos,
se pesaron, se cortaron en pequefios trozos y se prepararon homogeneizados
al 20% en KCI 1,15% P/V. La homogeneizacion se realizé en forma manual en
un homogeneizador Douncen Wheaton tipo B, realizando 12 pases. El
homogeneizado total se centrifugd a 9000 x g durante 15 min en una centrifuga
refrigerada (4°C) Heraeus Sepatech, modelo Suprafuge 22, para sedimentar
células intactas, fragmentos celulares, nucleos y mitocondrias. El sedimento de
esta centrifugacion se elimin6 y el sobrenadante se centrifugé a 105.000 x g
durante 1 hora (4°C) en una ultracentrifuga Beckman modelo XL-90. El
sedimento de esta ultima centrifugacion se denomina fraccion microsémica y
corresponde a la preparacion enriquecida en reticulo endoplasmico; el
sobrenadante corresponde a la fraccién citosodlica hepatica. La cuantificacion de
la proteina citosodlica se determiné por el método de Lowry y colaboradores,

1951 [35], utilizando albumina de bovino fraccion IV como estandar.



4. Determinacion de la actividad GSH-transferasica. La actividad se midio
de acuerdo a la técnica espectrofotométrica descrita por Habig y colaboradores,

1974 [4]. La reaccion quimica catalizada por la GSH-transferasa es la siguiente:

Cl SG

NO, N02

GSH + _GSH- transferasa + HC

La mezcla de reaccion contenia (concentraciones finales) en un volumen
de 1 mL: amortiguador fosfato 0,1M pH 6,5; 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 1mM,;
GSH 4mM; proteina citosolica 10 ug/mL. El blanco contenia todos los reactivos,
a excepcion del GSH. La reaccion se inicié agregando el GSH a la cubeta
muestra. La actividad se determind midiendo la absorbancia del conjugado
formado enzimaticamente a 340 nym, en forma continua durante 3 min a 20°C.
Cabe sefialar que con el objeto de minimizar la reaccibn no enzimatica, la
reaccion enzimatica se realizé a pH 6,5, la temperatura de incubacién fue 20 °C
y el control no enzimatico se utiliz6 como referencia. La velocidad enzimatica se
cuantificé utilizando el coeficiente de extincion del conjugado formado: 9,6 mM™
x cm™', descrito por Habig y colaboradores ,1974 [4].

10



5. Determinaciéon de tioles totales. La cuantificacion de los grupos tioles

totales de la fraccion citosolica se realizé espectrofotométricamente, utilizando
el reactivo DTNB (acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico) de acuerdo a la técnica

descrita por Letelier y colaboradores, 2005 [33] con la unica excepcion de que

las muestras fueron incubadas a 25°C, temperatura a la cual se realizaron

también las mediciones de actividad enzimatica. Esta técnica cuantifica

espectrofotométricamente el TNB liberado en la reaccion entre el DTNB vy los

grupos sulfhidrilos presentes en la muestra. Este compuesto absorbe a 412 nm

y su coeficiente de extincién es 13.600 M x cm™.

La mezcla de reaccidn contenia los reactivos siguientes
(concentraciones finales) en un volumen de 1 mL: amortiguador fosfato de
potasio 50 mM, pH 7.4; proteina citosdlica 10 pg/mL; DTNB 0,6 mM. Las
muestras se incubaron durante 60 min a 25°C en un bano termorregulado
con agitacion constante. Posteriormente se centrifugaron a 10.000 x g
durante 10 min en una centrifuga refrigerada (4°C) Heraeus Biofuge 15R,
con el objeto de decantar la suspension citosdlica. Los blancos contenian
todos los reactivos, a excepcion de la proteina citosodlica. A continuacion, la
absorbancia de los sobrenadantes se leyd6 a 412 mm en un
espectrofotometro Unicam UV /VIS modelo UV3 acoplado a un computador,
utiizando para ello sus blancos respectivos. El contenido de TNB fue

expresado en nmoles de tioles totales por mg de proteina citosdlica.
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6. Lipoperoxidacion. La lipoperoxidacion microsémica se estimé midiendo
las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). El malondialdehido
generado como producto de la descomposicion de los lipoperdoxidos formados,
reacciona con el acido tiobarbiturico dando lugar a un conjugado el cual posee
una absorbancia maxima a 532 nm.

La mezcla de reaccion contenia en concentraciones finales (en un
volumen final de 1,0 mL): amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,4,
proteina microsémica 1 mg/mL; FeCl; 25 uM/ascorbato 1,0 mM o Cu SO4 25
nM/ascorbato1,0 mM. Los controles contenian todos los reactivos, a excepcion
de los sistemas Fe*'/ascorbato o Cu®*/ascorbato (lipoperoxidacion basal); los
blancos contenian todos los reactivos a excepcién de la proteina microsémica.
Las mezclas se preincubaron durante 20 min a 37°C en un bafo
termorregulado, con agitacién constante, antes de efectuar la reaccion
colorimétrica. Al cabo de estos periodos, se les adicion6 a todas las muestras y
blancos 500 uL de TCA 20% frio (4°C) y luego se centrifugaron a 10.000 x g
durante 10 min, en una centrifuga refrigerada (4°C) Heraeus Sepatech modelo
Suprafuge 22. Alicuotas de 500 uL de los sobrenadantes se mezclaron con 500
uL de TBA 35 mM y se incubaron durante 60 min a 50°C, para desarrollar la
reaccion colorimétrica. Al cabo de este periodo, se leyd la absorbancia de las

muestras a 532 nm contra los blancos respectivos, en un espectrofotdmetro

12



UNICAM VIS modelo 3, acoplado a un computador. La velocidad de generacién
de TBARS fue expresada en nmoles de TBARS formados/ min/ mg de proteina
microsémica, utilizando el coeficiente de extincion (156 mM™"' x cm™) para el

conjugado MDA-TBA descrito en Letelier y colaboradores, 2005a [32].

7. Consumo de oxigeno. Las mediciones del consumo de oxigeno se
realizaron polarograficamente utilizando un electrodo Clark N° 5331 (Yellow
Springs), en un oxigrafo YSI Incorporated Model 59, acoplado a un computador.
La mezcla de reaccién contenia (concentraciones finales) en un volumen de 1,6
mL: amortiguador fosfato de potasio 0,1 M pH 6,5; proteina citosélica 100 ug
/mL; Cu®** 50 uM; ascorbato 1,0 mM. Las mediciones se realizaron a 25 °C,
midiendo en forma continua la concentracién de oxigeno del medio de reaccion.
Los resultados se expresaron calculando las pendientes de las rectas obtenidas
que representan la disminucion de la concentracion de oxigeno en la mezcla de

reaccion vs el tiempo medido en segundos.

8. Formacion de aductos entre GSH y los iones Fe** y Cu?*. Las distintas
mezclas de reaccion contenian en concentraciones finales (en un volumen final
de 1,0 mL): a) amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,4; GSH 50 uM y
diferentes concentraciones de Fe®" (50 a 250 uM); b) amortiguador fosfato de

potasio 50 mM pH 7,4; GSH 50 uM y diferentes concentraciones de Cu?* (50 a
13



250 nM). Los blancos contenian todos los reactivos a excepcion de los iones.
Las mezclas se incubaron durante 5 minutos y luego se determiné el espectro
de absorbancia entre 240 mm y 600 nm. Es necesario sefalar que en esta
region del espectro la incubacion de GSH, Cu®* o Fe**, todos en forma aislada,
no mostraron picos de absorbancia; por esta razén se utilizé6 como blanco la
mezcla compuesta por amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,4 y GSH 50

uM.
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lll. RESULTADOS

Efecto Fe**/ascorbato en la actividad GST citosélica. Estos resultados se
muestran en la Figura 1. La preincubacion de la fraccidn citosélica con distintas
concentraciones Fe*" (25 uM a 500 puM) en presencia de ascorbato inhibié la
actividad GST citosdlica de una forma concentracion- y tiempo- dependiente
(Figura 1A y 1B respectivamente). Sin embargo, Fe** en el mismo rango de
concentraciones y en ausencia de ascorbato, no modifico la actividad GST

citosolica (datos no mostrados).

Efecto Fe**/ascorbato sobre los parametros cinéticos de la GST citosdlica
hepatica de rata. La Tabla 1 muestra las constantes cinéticas aparentes de
esta enzima determinadas en ausencia y presencia de Fe**/ascorbato; estas
constantes se obtuvieron de los diagramas de Lineweaver-Burk. La pre-
incubacion de la fraccion citosélica con 200 uM Fe**/ 1mM ascorbato durante 20
min y la posterior adicién del sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno y GSH para
determinar la actividad enzimatica, disminuyd significativamente la Km para
GSH sin cambios significativos en el valor de Km por 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno. La presencia de Fe*/ascorbato disminuyé el valor de Vmax

aproximadamente en un 35%.
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Figura 1. Actividad GST citosdlica total en presencia de Fe*'/ascorbato:
Efecto de la concentracion de Fe** (A) y del tiempo de incubacién de los
microsomas con Fe*/ascorbato (B). Condiciones de ensayo A: La proteina
citosdlica (10 pg/mL) fue preincubada con Fe**/ascorbato durante 10 min a 25°C antes
de determinar la actividad enzimatica. Condiciones de ensayo B: [FeCls]: 200 uM;
[ascorbato]: 1 mM. La actividad GST fue determinada de acuerdo a lo descrito en
Métodos. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos

independientes + S.D.

16



Tabla 1. GST Citosdlica Hepatica: Parametros cinéticos

1-cloro-2,4-dinitrobenceno
Vmax Eficiencia
Km [mM] umol/min/mg de | catalitica
proteina citosdlica | (Vmax/Km)
Actividad GST Control 0,098 + 0.006 0,944 + 0,052 9,6
Fe"/ascorbato 0,108 + 0.007 0,600 + 0,038 5,6
GSH
Vmax
Km [mM] umol/min/mg de
proteina
citosolica
Actividad GST Control 0,189 + 0.011 0,944 + 0,047 5,0
Fe™/ascorbato 0,102 + 0,006 0,600 + 0,035 5.9

[FeCls]: 200 uM; [ascorbato]: 1 mM. Los valores de Km y Vmax fueron obtenidos de los
graficos de Lineweaver-Burk. La actividad GST fue determinada de acuerdo a lo
descrito en Métodos. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos

independientes £ S.D.

Actividad GST citosdlica y grupos tidlicos. Diferentes autores han
demostrado que los grupos tidlicos de la GST estan involucrados en la actividad
catalitica de esta enzima. NEM y acido mersalilico, reconocidos agentes S-

alquilantes, presentan diferencias significativas en la potencia inhibitoria de la
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actividad GST citosdlica; esto indica que distintos residuos de cisteina de las
isoenzimas estan involucrados en la actividad GSH transferasica [34]. Para
evaluar la relacion entre la pérdida de grupos tidlicos y la inhibicion de la
actividad GST citosdlica, se determinaron los efectos de Fe**/ascorbato sobre el
contenido tidlico citosdlico en ausencia y presencia de NEM y acido mersalilico;
estos resultados se muestran en la Tabla 2. La pre-incubacion de la fraccion
citosdlica con 200 uM Fe*/ascorbato 1mM disminuyd el contenido tidlico
citosdlico (66,9 %). De la misma forma, 100 uM NEM y 0,5 uM acido mersalilico
disminuyeron el contenido tidlico citosdlico en un 69,7 % y 21,5 %,
respectivamente. La presencia simultanea de Fe>*/ascorbato y NEM, vy
Fe*/ascorbato y acido mersalilico incrementaron estos porcentajes de
disminucién del contenido de tioles microsomicos a 82,3 y 254,
respectivamente. Por otra parte, en las mismas condiciones experimentales,
Fe*/ascorbato, NEM y acido mersalilico disminuyeron la actividad GST
citosolica 27 %, 25% y 21 %, respectivamente. Sin embargo, la presencia
simultanea de Fe*/ascorbato y NEM, y Fe*/ascorbato y acido mersalilico,
incrementaron estos porcentajes desde 25% a 43% y desde 21% a 62%,
respectivamente. Por otra parte, DTT y cisteina revirtieron la inhibicién inducida
por Fe**/ascorbato de una forma concentracion — respuesta; mas aun,
concentraciones 2 mM de ambos agentes reductores abolieron en un 100 %

esta inhibicion (Figura 2).
18



Tabla 2. Contenido de tioles citosdlicos y actividad GST:

Efecto de Fe**/ascorbato, NEM y acido mersalilico

Tioles totales | % Pérdida | Actividad Residual | Inhibicién
Condiciones (nmoles/ mg de tioles (umoles de Actividad
proteina) conjugado/ min/ mg | GST (%)
proteina citosélica)
Actividad GST 2,84 + 0,206 0 0,944 + 0,064 -
Control
Fe*/ascorbato 0,94 + 0,040 66,90 0,692 + 0,047 26,7
NEM 0,86 + 0,074 69,72 0,712 + 0,047 24,6
NEM + 0,44 + 0,060 82,25 0,542 + 0,045 42,6
Fe*'/ascorbato
Acido mersalilico 2,23+ 0,294 21,48 0,749 + 0,035 20,7
Acido mersalilico + 2,12+ 0,140 25,35 0,363 + 0,036 61,5
Fe**/ascorbato

[FeCls]: 200 uM; [ascorbato]: 1 mM; [NEM]: 100 uM; [Acido mersalilico]: 0,5 uM. La
proteina citosdlica (10 ug/mL) fue preincubada durante 10 min a 25°C con
Fe*'/ascorbato, NEM o acido mersalilico antes de determinar el contenido microsémico
de tioles y la actividad GST. La determinacion de tioles y la actividad GST fue
ensayada de acuerdo a lo descrito en Métodos. Cada valor representa el promedio de

al menos 4 experimentos independientes + S.D.
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Figura 2. Inhibicion de la actividad GST citosdlica inducida por
Fe*/ascorbato. Efecto de DTT y cisteina. [FeCls]: 200 uM; [ascorbato]: 1 mM;

temperatura de incubacion: 25°C. La proteina citosélica (10 ug/mL) fue preincubada
durante 10 min con Fe**/ascorbato en ausencia de DTT y cisteina para determinar la
actividad GST. La actividad GST residual fue calculada considerando como 100%, la
actividad control medida en ausencia de Fe**/ascorbato y de los agentes reductores.

Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos independientes + S.D.

Actividad de GST citosodlica en presencia de Fe**/ascorbato: Efecto de la
pre-incubaciéon con GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. Se ha sugerido que
los grupos tidlicos criticos de la enzima GST citosélica pueden ser protegidos
por la pre-incubacion con el cofactor GSH; esto porque los residuos de cisteina
redox-activos estarian localizados cercanos al sitio de union del GSH [34, 36].
Asi, para evaluar este efecto protector, la proteina citosdlica fue preincubada

durante 20 min con GSH y también con el xenobidtico 1-cloro-2,4-dinitro
20



benceno antes de adicionar Fe*'/ascorbato y determinar la actividad GST
citosdlica. Como se muestra en la Figura 3, la pre-incubacion de la fraccion
citosdlica con GSH previno completamente la inhibicion de la actividad GST
citosolica inducida por Fe3+/ascorbato; sin embargo, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

no modificd esta inhibicion.

Lipoperoxidacion  microsomal inducida por Fe*/ascorbato vy
Cu*'/ascorbato. Estos resultados se muestran en la Figura 4. Previamente se
demostré que concentraciones de Cu®* nM, en ausencia de ascorbato, no
inducian cambios en la lipoperoxidacion basal [32]. Como una forma de
comparar los efectos lipoperoxidativos de ambos sistemas pro-oxidantes,
nosotros utilizamos Cu®* 25 nM/ascorbato y Fe** 25 pM/ascorbato. Aunque las
concentraciones de Fe** fue 1000 veces superior a la concentracion de Cu2+,
los mmoles de TBARS/min/mg de proteina microsémica producidos por
Fe®*/ascorbato fueron solamente 1,66 veces superior a los producidos por Cu?*

/ascorbato.
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Figura 3. Inhibicion de la actividad GST inducida por Fe**/ascorbato:
Efecto de GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. [FeCl;]: 200 uM; [ascorbato]: 1
mM; temperatura de incubacion: 25°C. La proteina citosolica (10 ug/mL) fue
preincubada con GSH 4 mM o 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 1 mM durante 30 min a 25°C;
luego se adicioné Fe*'/ascorbato y las mezclas fueron incubadas 10 min antes de
determinar la actividad GST. Cada valor representa el promedio de al menos 4

experimentos independientes + S.D.
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Figura 4. Lipoperoxidacion Microsémica inducida por Fe**/ascorbato y

Cu?*/ascorbato. [FeCl3]: 25 uM; [CuSO4: 25 mM J[ascorbato] 1 mM. La
lipoperoxidacion microsémica fue determinada de acuerdo a lo descrito en Métodos.

Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos independientes + S.D.

Consumo de oxigeno inducido por Fe*/ascorbato y Cu*/ascorbato:
Efecto de la concentracion de proteina citosoélica. La Figura 5 muestra un
ejemplo de los trazados experimentales de consumo de oxigeno en ausencia y
presencia de la fraccion citosolica (100 pg de proteina citosolica). EI consumo
de oxigeno generado a través de la reaccion de Haber-Weiss y/o Fenton se
inicio agregando el ascorbato a la mezcla de reaccién; esto para darle tiempo a
los iones metalicos de unirse a las proteinas citosolicas y luego, iniciar el

consumo de oxigeno. Asi, la Figura 5 muestra que la pendiente de consumo de
23



oxigeno medida en ausencia de la fraccion citosélica es aproximadamente 1,5
veces superior (m: 0,1359) a aquella medida en presencia de la fraccién
citosdlica (m: 0,0887). Por otra parte, el consumo de oxigeno inducido por el
sistema Fe>*/ascorbato no fue dependiente de la concentracion de Fe** (Figura
6 A); sin embargo, en iguales condiciones, el consumo de oxigeno inducido por
el sistema Cu®*/ascorbato fue dependiente de la concentracion de Cu?* (Figura

6B) [32, 34].

——sin cytosol
——con cytosol

ascorbato

m: 0,0887

/
s

m: 0,1359

[05] mg/mL

0 50 100 150 200 250
Tiempo (s)

Figura 5. Trazado experimental del Consumo de Oxigeno inducido por
Cu®'/ascorbato en presencia y ausencia de la fraccién citosdlica. [Proteina
citosdlical: 100 pug/mL; [CuSQO,]: 50 uM [ascorbato]: 1 mM. m: representa la pendiente

de consumo de oxigeno. La técnica utilizada esta descrita en Métodos.
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Figura 6. Consumo de Oxigeno inducido por Fe*/ascorbato (A) y
Cu®'/ascorbato (B) en ausencia y presencia de proteina citosélica.
[ascorbato]: 1 mM. La proteina citosdlica (100 ug/mL) fue preincubada durante 10 min
a 25°C con Fe** (A) o Cu?* (B) antes de adicionar ascorbato y determinar el consumo
de oxigeno. Cada valor de m representa el promedio de al menos 4 experimentos

independientes £ S.D.

Formacion de aductos GSH- Cu?* y GSH- Fe*'. Los resultados antes
mencionados muestran que en las condiciones experimentales ensayadas
existen notables diferencias entre las propiedades redox y la afinidad por los
grupos tidlicos proteicos de los iones Fe*" y Cu?*. Con el fin de confirmar aun
mas esta hipotesis, estudiamos la capacidad de estos iones metalicos de unirse
a GSH a través de los cambios espectrales inducidos por las mezclas formadas
por GSH - Cu®* y GSH - Fe**. Estos resultados se muestran en la Figura 7 y la

Tabla 3. GSH 50 uM, Fe*" (entre 50 uM y 250 uM) y Cu?* (entre 50 nM y 250

nM) en forma independiente, no presentaron picos de absorbancia detectables
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entre 240 nM y 600 nM. Sin embargo, al mezclar GSH con iones hierro y cobre,
se observaron picos a 272 nm y 292 nm, respectivamente (Figura 7). Mas aun,
los valores de absorbancia de estos picos fueron dependientes de la
concentracion de los iones metalicos; sin embargo, aunque ensayamos
concentraciones de Fe®* 1000 veces mayores que las de Cu?** (uM vs nM), los
valores de absorbancia obtenidos con Cu?* fueron significativamente superiores

a los obtenidos con Fe*" (Tabla 3).
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Figura 7. Formacion de aductos GSH-Cu?** y GSH-Fe*. [GSH]: 50 uM. Las
flechas en el grafico indican la longitud de onda de absorbancia maxima de cada
aducto, GSH-Fe*": 292 nm y GSH-Cu?": 272 nm.
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Tabla 3. Formacion de los aductos GSH-Cu?** y GSH-Fe**

Cu?* nM GSH-Cu?* Fe® uM GSH-Fe**
(A.U. a 292 nm) (A.U. a 272 nm)
50 0,178 + 0,008 50 0,189 + 0,005
100 0,397 + 0,005 100 0,394 + 0,003
150 0,783 + 0,006 150 0,567 + 0,004
200 1,379 £ 0,007 200 0,786 + 0,003
250 1,670 + 0,009 250 0,972 + 0,006

A.U.: Unidades de absorbancia; [GSH]: 50 uM; 292 nm y 272 nm corresponden a la

longitud de onda maxima a la cual absorbieron los aductos GSH-Cu?* y GSH-Fe*,
respectivamente (Ver Figura 7). Cada valor de m representa el promedio de al menos 4

experimentos independientes £ S.D.
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IV. DISCUSION

Diversos investigadores han demostrado que la formacion de puentes
disulfuro intra-o inter-subunidad entre determinados residuos de cisteina en la
secuencia aminoacidica de las isoformas de la GST, provocan la inactivacién de
las enzimas citosodlicas [34, 36, 37]. Al respecto, los iones cobre e hierro en

presencia de ascorbato generan radicales libres del oxigeno como anion

superdxido (O2") y el radical hidroxilo (HO') a través de la reacciéon de Haber

Weiss y/o Fenton; estas especies propician la formacion de puentes disulfuro
entre residuos reactivos de cisteina, provocando la inhibicién de la actividad
observada; este fendbmeno puede ser prevenido por agentes reductores como
DTT, cisteinay GSH.

Recientemente hemos demostrado que el sistema Cu?*/ascorbato puede
inducir la oxidacion de los grupos tidlicos de las proteinas, entre ellas la GST
citosolica hepatica; ademas, los iones Cu®* pueden unirse inespecificamente a
los grupos tidlicos de los residuos cisteinilicos de las proteinas [34]. La union de
Cu?* provoca el bloqueo de dichos residuos e induce la inhibicion de la actividad
GST, la cual a diferencia de aquella inducida por oxidacion de sus grupos
tidlicos, no puede ser prevenida por agentes reductores.

Tanto cobre como hierro son metales de transiciéon, por lo tanto los iones
Fe* podrian comportarse en forma similar a Cu®*, es decir, los iones hierro no
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s6lo podrian inhibir la GST citosdlica a través de mecanismos redox, sino
ademas, podrian unirse a los residuos cisteinilicos de la GST. No existen
antecedentes en la literatura acerca de los efectos que los iones Fe** por si
solos podrian ejercer sobre la actividad GST citosolica. Con el fin de establecer
posibles diferencias entre los mecanismos a través de los cuales los iones Fe**
y Cu®* inhiben la actividad GST, en este trabajo estudiamos los efectos de Fe**
en ausencia y presencia de ascorbato sobre la actividad GST citosdlica total
hepatica de rata. Como era de esperar, el Fe** en presencia de ascorbato
inhibié la actividad GST citosdlica; sin embargo, el Fe* en ausencia de
ascorbato no afecto esta actividad. Mas aun, este efecto inhibitorio fue tiempo- y
concentracion de Fe**-dependiente (Figura 1A y Figura 1B). Los parametros
cinéticos de la GST mostraron que Fe*'/ascorbato aumenta significativamente
la afinidad de la enzima por su cofactor endégeno, GSH (p<0.05), mientras que
la afinidad hacia el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno no fue modificada (Tabla 1).
Generalmente un aumento de la afinidad por el sustrato deberia aumentar la
actividad catalitica de una enzima; sin embargo, la actividad GST citosélica.
Probablemente, Fe>*/ascorbato disminuyé el nimero de moléculas activas de
GST, dado que la oxidacion de los grupos tidnicos puede conducir a la
formacién tanto de dimeros cataliticamente activos como no activos;

Cabe senalar ademas, que la incubacion de la fraccion citosélica con GSH

antes de adicionar Fe**/ascorbato, protegié la actividad GST citosélica, efecto
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no observado con el xenobidtico 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. Probablemente, la
unién previa del GSH al sitio activo de la GST dificultaria que los residuos
criticos de cisteina sufran oxidacion, protegiendo asi la actividad catalitica de
esta enzima, postulado que es compartido también por otros autores [34, 37].
Es necesario hacer notar ademas, que el GSH libre puede ser oxidado por ROS
a GSSH, por lo tanto, la union de GSH al sitio activo de la GST podria impedir la
reactividad redox de GSH, fendbmeno que también ha sido reportado en otros
sistemas y que requiere aun de mayor investigacion [38].

Es necesario hacer notar que los experimentos de actividad enzimatica
representan la actividad GST total citosdlica la cual esta representada por
varias isoformas. De aqui que los valores de los parametros cinéticos
mostrados, son solo aparentes. Estos valores sin embargo, no estan alejados
de los datos descritos para isoformas citosdlicas purificadas de la GST [39-40],
por lo que nos atrevemos a postular que ellos representarian la media de las
constantes cinéticas de todas las isoformas de la GST presentes en nuestras
preparaciones citosodlicas (Tabla 1).

La informacion concerniente a la interaccion precisa responsable de la
formacion de los complejos enzima-sustrato que participan en la actividad
catalitica de la GST, ha progresado enormemente con los estudios de las
estructuras tridimensionales de las isoformas de las GST. Estos estudios

muestran que interacciones no covalentes proteina-proteina estan involucradas
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en la formacion del dimero cataliticamente activo de las diferentes isoformas de
la GST. El sitio de unién del GSH (sitio G) y el del sustrato (xenobidtico o
endobiotico) (sitio H) estan constituidos principalmente por animoacidos
hidrofdbicos [32, 37]. Sin embargo, la inactivacion oxidativa de algunas GST
hace suponer la participacion de algunos residuos de cisteina en la formacién
de puentes disulfuro. Al respecto se ha reportado la existencia de dos diferentes
grupos tidlicos reactivos que parecen estar ubicados en la region de union del
GSH [32, 37, 41]. Para probar este postulado, recurrimos a dos agentes
alquilantes de grupos tidlicos, NEM y acido mersalilico. La preincubacion de la
fracciodn citosélica con NEM 100 uM y acido mersalilico 0,5 uM disminuyeron el
contenido citosélico tidlico 69,7% y 21,5% en comparacion con Fe**/ascorbato
que lo disminuyd solo en un 66,9% (Tabla 2). En estas mismas condiciones
experimentales sin embargo, Fe**/ascorbato, NEM 100 uM y acido mersalilico
0,5 uM inhibieron la actividad GST citosolica en forma similar, 27%, 25% y 21%,
respectivamente. Sin embargo, al incubar la fraccion citosoélica simultaneamente
con Fe*/ascorbato-NEM o Fe**/ascorbato-acido mersalilico, la inhibicién de la
actividad aumento6 aproximadamente 2 (43%) y 3 veces (62%), respectivamente
(Tabla 2). Aparentemente la pre-incubacion con NEM incrementa la capacidad
de Fe**/ascorbato de inhibir la actividad GST. Este efecto sinérgico puede ser
consecuencia del cambio conformacional putativo inducido por la unién de NEM

a las proteinas, lo cual expondria nuevos grupos tiélicos de la GST a la accion
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redox ejercida por el sistema Fe**/ascorbato. Sin embargo, este efecto sinérgico
inhibitorio inducido por el acido mersalilico parece ser independiente del efecto
inducido por Fe**/ascorbato. Este hallazgo puede ser indicativo de la posicion
relativa de los grupos tidlicos reactivos de GST a acido mersalilico y/o a ROS, lo
cual también apoya la idea de la existencia de grupos tidlicos de diferente
reactividad en las isoenzimas de la GST citosoélica.

Hasta aqui, nuestros resultados sugieren que la modificacion oxidativa de
los grupos tidlicos, estaria involucrada en la inhibicion de la actividad GST
citosélica inducida por Fe*/ascorbato. Mas aun, a diferencia de los iones Cu?,
los iones Fe** en ausencia de ascorbato no serian capaces de modificar la
actividad GST citosdlica. Como una forma de dilucidar este postulado,
desarrollamos nuevos experimentos tendientes a establecer la capacidad de los
iones hierro de unirse a proteinas. En primer lugar, establecimos la capacidad
comparativa de Fe®*'/ascorbato y Cu?/ascorbato de inducir consumo de
oxigeno. A igualdad de concentracion de ambos iones metalicos (50 pM),
Cu?*/ascorbato indujo un consumo de oxigeno significativamente superior a
aquel generado por Fe**/ascorbato; la pendiente de consumo de oxigeno
inducida por Cu®'/ascorbato fue aproximadamente 4 veces superior a la
inducida por Fe*'/ascorbato (Figura 6A y 6B). Mas aun, la preincubacion de
Cu?* con proteina citosdlica, antes de adicionar ascorbato para generar el

consumo de oxigeno, disminuyd la pendiente de consumo; este efecto sin
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embargo, no fue observado con Fe®. Asi, estos resultados confirman la idea
que Cu?* tiene una alta afinidad por los grupos tidlicos de las proteinas, no asi
el Fe**. Cabe sefalar ademas, que el consumo de oxigeno inducido por
Cu?*/ascorbato fue dependiente de la concentracion de Cu®* libre en la mezcla
de reaccioén. Por lo tanto, la disminucidn del consumo de oxigeno al adicionar
proteina citosodlica a la mezcla de reaccion, se deberia a la disminucion de la
concentracion de Cu?* libre en la mezcla provocada por la unién de estos iones
a las proteinas tidlicas citosélicas (Figura 6B).

Hasta aqui los resultados confirman nuestra hipétesis, en la cual
postulamos que la oxidacién de los grupos tidlicos de GST inducida por ROS
esta involucrada en la inhibicién de la actividad GST citosolica. Sin embargo, la
afinidad de los iones cobre e hierro hacia los residuos cisteinilicos de las
proteinas, parece ser diferente. Con el objeto de evaluar este postulado
ensayamos la capacidad de GSH de unir iones cobre e hierro. En las

3 en forma

condiciones experimentales ensayadas GSH, Cu® y Fe
independiente, no mostraron picos de absorbancia entre las longitudes de onda
240 y 600 nm del espectro (Figura 7). Sin embargo, las mezclas de incubacion
GSH-Cu®* y GSH-Fe*" mostraron picos de absorbancia maxima a 292 nm y a
272 nm, respectivamente. Cabe senalar que para observar el pico resultante de

la mezcla GSH-Fe®" fue necesario una concentraciéon de Fe** 1000 veces mayor

que la de Cu?* (Figura 7). Estos resultados confirman lo anteriormente
33



postulado en relacién a la baja afinidad de Fe®*" por los grupos tidlicos en
comparacién a Cu?*, indicando que los iones Fe** inhibirian la actividad GST
citosolica mayoritariamente por oxidacion de sus grupos tidlicos inducida por
ROS y en mucho menor grado por unién inespecifica de los iones Fe** a estos

grupos de estas enzimas.

Es necesario hacer ademas algunos alcances fisiolégicos. Las GSTs
representan el 10 % del contenido total de proteina citosdlica y su papel en los
mecanismos de detoxificacion es bien conocido [12, 14, 17, 25, 44, 45, 46]. El
valor experimental de la Km aparente para GSH fue de 0,19 mM. La
concentracion de GSH hepatica citosdlica fluctta entre 0,5 y 10 mM,
aproximadamente [42-43]. Asi, bajo condiciones fisiolégicas las isoformas
hepaticas de las GSTs se mantendrian saturadas con GSH. La existencia de
este complejo putativo GSH-GST podria representar un mecanismo fisiolégico
protector no sélo de esta notable enzima citosdlica sino ademas, del GSH

hepatico.
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