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LISTA DE ABREVIATURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

BH4
: tetrahidrobiopterina

DNPH
: 2, 4 dinitrofenilhidrazina

EDTA
: acido etilendiaminotetracético

EROS
: especies reactivas derivadas del oxigeno

FAD
: dinucledtido de flavina y adenina oxidado

FMN
: mononucledtido de flavina

GdCI3
: cloruro de gadolinio

GSH
: glutatiéon reducido (gamaglutamil-cisteinil-glicina)

Hepes
: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2 etanolsulfénico

HO-
: radical hidroxilo

H202
: peroxido de hidrogeno

i.p.
: intraperitoneal

MDA
: malondialdehido

NADPH
: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido

‘NO
1 Oxido nitrico
NOS
: O6xido nitrico sintasa

02
: oxigeno molecular

02 .-
: radical superdxido

ONOO-
: peroxinitrito
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PMSF
: difenilmetilsulfonilfluoruro

Q02
: consumo de oxigeno

RR
: respuesta respiratoria

S.E.M.
: error estandar de la media

SOD
: superéxido dismutasa

TBA
: acido tiobarbiturico
TBARS
: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

TCA
: acido tricloroacético

T3
1 L-3, 3, 5 triiodotironina
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RESUMEN

RESUMEN

El estrés oxidativo es un desbalance entre la velocidad de generacion de especies prooxidantes y
su velocidad de consumo por los sistemas de defensa antioxidante, en favor de los primeros,
constituyendo un importante mecanismo inductor de citotoxicidad. El hipertiroidismo y la
sobrecarga aguda de hierro son dos condiciones que inducen estrés oxidativo hepatico en la rata.
El objetivo de este trabajo fue el estudio de la asociacion del hipertiroidismo experimental con la
sobrecarga aguda de hierro y su efecto sobre pardmetros de estrés oxidativo hepético. Se
utilizaron seis grupos experimentales. (@) controles, (b) tratados por 1 dia con L-3, 3',5
triiodotironina (T4, 0.1 mg/Kg de peso), (c) tratados con T, por 2 dias consecutivos, (d) tratados
con hierro-dextrano (200 mg/Kg de peso por 4 horas), (€) tratados conjuntamente con T31 diay
hierro, y (f) tratados con T3 2 diasy hierro.

La administracion de T, produjo un aumento progresivo en los niveles séricos de la
hormona, y paralelamente se produjo una respuesta calorigénica, aumentando la temperatura
rectal y el consumo de oxigeno hepatico de los animales, efectos que no fueron alterados por €l
tratamiento con hierro. Por otra parte, la administracion de hierro produjo incrementos
significativos en los niveles séricos y hepaticos del metal, que no fueron afectados por €l
tratamiento con T,. El tratamiento con T, por 1y 2 dias consecutivos produjo un aumento en la
lipoperoxidacion hepatica, medida por lavelocidad de formacidn de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (396 y 317 %, respectivamente). La administracion de hierro aratas eutiroideasy a
ratas hipertiroideas (1 y 2 dias de T4) también produjo un aumento en este pardmetro (348, 489 y
217 %, respectivamente). El tratamiento con hierro aumento la oxidacion de proteinas hepéticas,
medida por €l contenido de derivados carbonilos en un 210 %. Con respecto ala evaluacion de la
actividad de la Oxido nitrico sintasa hepética, la administraciéon de T, por 2 dias y la
administracion de hierro produjeron incrementos significativos en la actividad de esta enzima
(63 y 103 %, respectivamente) y la administracion de hierro a ratas hipertiroideas (1 y 2 dias de
T3) produjo un efecto sinérgico, en relacion a lo observado con ambos tratamientos por
separado. Se concluye que la asociacion del hipertiroidismo experimental con la intoxicacion
aguda con hierro en la rata induce una potenciacion de la actividad de la éxido nitrico sintasa.

Cornejo Zamorano, Pamela 11
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INTRODUCCION

1.- Aspectos generales del estrés oxidativo hepatico.

Debido a la naturaleza aerdbica del metabolismo celular, se generan especies reactivas
del oxigeno y del nitrogeno. La interaccién de estas especies con biomoléculas
esenciales, como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, conducen a
alteraciones en su estructura y funcion (Tapia, 1996). Por otro lado, los sistemas
biolégicos poseen mecanismos de defensa antioxidante enzimaticos y no enzimaticos. En
los mecanismos enzimaticos participan la superéxido dismutasa (SOD) e
hidroperoxidasas, como la catalasa, la glutation peroxidasa y otras peroxidasas
hemoproteicas (Fernandez y col, 1996). Los sistemas de defensa antioxidante no
enzimaticos incluyen a moléculas hidrofilicas, como el glutatién reducido (GSH) y el acido
ascorbico (vitamina C) y a moléculas lipofilicas, como el a-tocoferol (vitamina E) y los
carotenoides (b-caroteno y licopeno) (Fernandez y col, 1996). Estos mecanismos de
defensa antioxidante se complementan con los sistemas celulares de reparacion y
reemplazo, que en forma coordinada y acoplados al metabolismo intermediario, logran
mantener un nivel bajo de especies prooxidantes, compatible con la vida celular aerdbica
(Fernandez y col, 1996). Cuando se produce un desbalance entre la velocidad de
generacion de especies prooxidantes y su velocidad de consumo por los sistemas de
defensa antioxidante, en favor de los primeros, se establece una condicién de estrés

Cornejo Zamorano, Pamela 13
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oxidativo, la cual puede conducir al dafio y muerte celular (Sies, 1986). La intensidad del
estrés oxidativo dependera del tipo de mecanismo alterado y de la magnitud del cambio
producido, pudiendo ser condicionado por una disminucion de los mecanismos de
defensa, un incremento en la generacién de especies prooxidantes, o ambos a la vez
(Tapia, 1996) (Esquema 1).

Estado Normoxico Estres Oxidalivoe
Celular Celnlar
A

Esquema 1. Concepto de estrés oxidativo.

Balance entre los mecanismos celulares de defensa antioxidante (A), y las especies
prooxidantes (P) que determinan el estado normoxico celular. El estrés oxidativo resulta
de un desbalance en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor de las especies
prooxidantes, conduciendo a dafio celular.

En el higado, el estrés oxidativo constituye un importante mecanismo inductor de
citotoxicidad, a través de distintos mecanismos moleculares, que dependen del agente
causal y que involucran aumentos en el nivel de especies prooxidantes y la disminucion
de antioxidantes. Diversos xenobidticos, tales como el etanol, el lindano, el
acetaminofeno y otros, ademas de algunos estados patolégicos como el hipertiroidismo y
el aumento del depdsito intracelular de hierro, pueden provocar una condicion de estrés
oxidativo hepatico (Videla y col., 1988). Los mecanismos involucrados en esta condicion
se desencadenan principalmente en los hepatocitos, sin embargo las células no
parenquimaticas como las células endoteliales y las células de Kdupffer, también
contribuyen a la generacion de especies prooxidantes. Estas ultimas, al ser estimuladas,
manifiestan su funcién fagocitica y respuesta respiratoria (RR), que corresponde a un

14
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INTRODUCCION

aumento del consumo de oxigeno principalmente asociado a la actividad de la NADPH
oxidasa (Tapia, 1996), constituyendo asi una fuente alternativa de especies reactivas,
que aumentan la susceptibilidad del higado a procesos citotoxicos (Tapia y col., 1997;
Tapia y col.,1998).

2.- El estrés oxidativo hepatico en el hipertiroidismo.

Las hormonas tiroideas desempefian un rol esencial en la mantenciéon del metabolismo
energético en el organismo. La L-3, 3’, 5 triiodotironina (T3) interactua con receptores
ubicados en la membrana plasmatica como también con receptores ubicados en la
membrana interna mitocondrial, siendo responsables estas interacciones de los efectos
tempranos de la hormona tiroidea (dentro de 6 hrs). Las interacciones de la T, con
receptores nucleares son las que gatillan los efectos mas tardios de la hormona (después
de 24 hrs) (Oppenheimer y col., 1996) y conducen a la expresion de actividades
enzimaticas relacionadas, entre otras, con el desencadenamiento de diversos procesos
de oxidoreduccion (Fernandez y col., 1997). El desarrollo de un estado hipertiroideo en
mamiferos conduce a un aumento significativo de su metabolismo basal, caracterizado
por un aumento en el consumo total de oxigeno de los tejidos blanco, efecto conocido
como calorigénesis tiroidea (Oppenheimer y col., 1996). La induccion de hipertiroidismo
experimental en la rata por la administracion de dosis diarias de T, (0,1 mg/Kg de peso),
produce incrementos en la actividad de enzimas hepaticas involucradas en procesos de
oxidoreduccion. A nivel mitocondrial, microsomal y peroxisomal, aumenta la generacion
de especies reactivas derivadas del oxigeno (EROS), como el radical superéxido (O2 )
y/o el peréxido de hidrogeno (H,O,), y a nivel citoplasmatico aumenta la generacién de
especies reactivas derivadas del nitrogeno (ERNS), como el éxido nitrico (*NO) y el
peroxinitrito (ONOQ') (Fernandez y col., 1985; Fernandez y col., 1993; Fernandez y col.,
1997). Concomitantemente con este incremento en la generacion de EROS y de ERNS,
se produce una importante disminucién de la actividad de algunos sistemas de defensa
antioxidante, como la SOD, la catalasa y los contenidos totales de equivalentes de GSH
(Fernandez y col., 1988; Fernandez y col.,, 1991), de a-tocoferol, de licopeno y de
b-caroteno (Simon y col, 1998). Este aumento en el nivel de las moléculas prooxidantes
junto a la disminuciéon de la actividad antioxidante, condicionan un estrés oxidativo
hepatico que conduce a dafo celular, mediante un incremento en la respuesta
lipoperoxidativa (Fernandez, 1992), acompanado de alteraciones de diversas funciones
hepaticas (Esquema 2) y potenciacion de la toxicidad inducida por algunos xenobidticos
(Videla y col., 1995) (Esquema 2). Se ha descrito que el hipertiroidismo en la rata
aumenta el estrés oxidativo y la injuria hepatocelular, inducidos por la intoxicacion con
lindano, lo que sefala una potenciacién de los efectos de T3 y lindano (Videla y col.,
1995).

Se ha observado ademas que el hipertiroidismo experimental conduce a un aumento
significativo en la funcién de las células de Kupffer, asociado a incrementos tanto en la
RR como en el nimero de estos macréfagos hepaticos, evidenciado histolégicamente

Cornejo Zamorano, Pamela 15
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(Tapia y col., 1997) (Esquema 2). Esta modificacién de las células de Kiipffer conduciria a
la induccion de enzimas relacionadas con procesos de oxidoreduccion, tales como la
NADPH oxidasa y la 6xido nitrico sintasa (NOS), por lo cual estas células constituirian
una fuente alternativa para la generacion de especies prooxidantes, como la que se
evidencia en el hipertiroidismo experimental (Tapia y col., 1997). En esta condicién podria
existir un incremento en la susceptibilidad del higado a los efectos tdxicos de distintos
agentes injuriantes (Tapia y col., 1997).

Ademas de los efectos que provoca el estado hipertiroideo a nivel hepatico, se han
observado alteraciones de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en
diferentes tejidos extrahepaticos, tales como el musculo esquelético, el corazoén
(Asayama y col., 1987), los nddulos linfaticos mesentéricos (Pereira y col., 1994) y el
cerebro de ratas recién nacidas (Adamo y col., 1989).

En el hombre, el hipertiroidismo conlleva a un aumento en algunos indicadores de
lipoperoxidacién asociados al estrés oxidativo, tanto a nivel circulante como urinario, el
cual es eliminado luego de una terapia antitiroidea (Videla y col., 1988; Wilson y col.,
1989; Lissi y col., 1992 (1)).

16
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Esquema 2. Hipertiroidismo y estrés oxidativo celular.

El estado hipertiroideo en vertebrados, aumenta el metabolismo basal, evidenciado
por un aumento en la velocidad de consumo de O (QO2) en los tejidos blancos. Este
aumento en el QO lleva a un incremento en la generacion de especies reactivas del O,
y junto a esto se produce una disminucion de los mecanismos de defensa antioxidante, ?o
que condiciona un estado de estrés oxidativo, que conduce a dafo celular.

3.- Efecto del hipertiroidismo sobre la NOS hepatica

El oxido nitrico (*NO) es un radical libre inorganico que actua como factor de relajacion
endotelial, participando ademas como neurotransmisor en el sistema nervioso central
(Zentella y col., 1996) y en la respuesta fagocitica de algunos macrofagos (Knowles,
1994). La sintesis de *NO es catalizada por la NOS, para la cual se han descrito tres
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isoenzimas presentes en diferentes tipos de células. Las isoenzimas nNOS, presente en
tejido neuronal y eNOS, presente en células endoteliales vasculares, son constitutivas y
dependientes de calcio. La isoenzima iNOS, identificada en macréfagos, hepatocitos y
células de pulmon, es inducible por endotoxinas o citokinas y es independiente de calcio
(Knowles y col., 1990; Knowles y col., 1994). La sintesis hepatica de *NO es catalizada
por una iNOS y ocurre en hepatocitos, en células endoteliales y en células de Kiipffer
donde se ha descrito una baja actividad (Knowles y col., 1990; Fernandez y col., 1997).
Para la sintesis de *NO la NOS utiliza L-arginina y NADPH, generando *NO vy citrulina.
Esta reaccion requiere ademas de oxigeno, cuatro cofactores [Protoporfirina IX, FAD,
FMN vy tetrahidrobiopterina (BH4)] y la presencia de calmodulina (Knowles y col., 1994).

Utilizando el modelo de hipertiroidismo experimental en la rata, se ha observado que
la administracién de dosis diarias de T, provoca un aumento progresivo y significativo en
la actividad de la NOS hepatica, luego de 2 (47%) y 3 (70%) dias de tratamiento, efecto
reversible cuando se suspende el tratamiento (Fernandez y col., 1997). El pretratamiento
de los animales con cloruro de gadolinio (GdCl,,), supresor especifico de las células de
Kupffer ( Hardonk y col., 1992), disminuye parcialmente (20%) la activacién de la NOS, lo
que indicaria la participacion de dichos macréfagos, ademas de los hepatocitos, en el
aumento de la actividad de la NOS hepatica inducida por T3 (Fernandez y col., 1997).

Un aumento significativo en la generacién de O, ~, asociado al incremento en la
produccion de *NO, conducirian a la formacién del pogeroso agente oxidante peroxinitrito
(ONOO-) (Beckman y col., 1994). Esto contribuiria al incremento en la condicion
prooxidante hepatica, ademas de las EROS generadas en los hepatocitos y células de
Kipffer en el hipertiroidismo experimental (Fernandez y col., 1985; Fernandez y col.,
1993; Tapia y col., 1997).

4.- Aspectos generales del almacenamiento y
transporte de hierro

El hierro es un metal de transicién, quimicamente reactivo y potencialmente toxico,
constituyente esencial del organismo. Entre el 70-90 % del total de hierro presente en el
organismo, se encuentra formando parte de la hemoglobina, la mioglobina, los citocromos
y enzimas dependientes de hierro. Entre el 10 y el 30 % del total del hierro almacenel%o
se encuentra en el higado, el bazo, la médula 6sea y el musculo, en forma férrica (Fe )
unido a ferritina y hemosiderina, fgémas no toxicas para el organismo. Un pequefo
porcentaje de hierro ferroso (Fe ™) circula en el plasma unido a una proteina
transportadora, la transferrina, constituyendo otra forma no téxica para el organismo
(Britton y col., 1987; Searle y col., 1987).

5.- Algunas alteraciones en el metabolismo del hierro
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Existen alteraciones en que se produce un aumento en el depésito de hierro en algunos
tejidos, entre las cuales se encuentran defectos primarios como la hemocromatosis, y
defectos secundarios, como la beta-talasemia, la anemia sideroblastica, la cirrosis
alcohdlica y la sobrecarga transfusional de hierro (Bacon y col., 1990). En estas
condiciones, el hierro pug&e promover Ia+£ormaci§n de r.adicales libres mediante 1as
reacciones de Fen_ton [Fe. + H202® Fe = + OH ++HO] y de Haber-Weiss [O2 T+
H 02® O, + OH + HO] que es catalizada por Fe ~, con la generacion de radical
hi%roxilo (HOe) (Aust y col., 1985). Este potente agente oxidante puede provocar dano
oxidativo a biomoléculas esenciales, como lipidos, acidos nucleicos, proteinas y
carbohidratos, asi como alteraciones funcionales de organelos subcelulares, con pérdida
de la viabilidad celular (Britton y col., 1987; Aust y col., 1985; Britton, 1996). Estas
alteraciones se han observado en los distintos tejidos que almacenan hierro,
principalmente en el higado donde se deposita un tercio del exceso del hierro circulante
(Searle y col., 1987), el cual se distribuye en los hepatocitos (98 %) y en las células de
Kupffer, células endoteliales, lipocitos, y fibroblastos (2%) (Searle y col., 1987). En las dos
mayores alteraciones del metabolismo del hierro (hemocromatosis genética vy
beta-talasemia), el hierro se deposita principalmente en las células parenquimaticas del
higado, mientras que en la sobrecarga transfusional de hierro, éste se almacena
principalmente en las células del sistema reticulo endotelial (Halliday y col., 1996).

En pacientes que tienen una sobreacumulacion de hierro, se ha observado fibrosis y
cirrosis hepaticas (Searle y col., 1987; Britton y col., 1987; Halliday y col., 1996). Los
efectos hepatotdxicos de la sobreacumulaciéon de hierro pueden ser causados por un
aumento en la lipoperoxidacion de los acidos grasos insaturados de los fosfolipidos de
membranas de los diferentes organelos, ya que se observa un incremento en el
contenido hepatico de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) o de los
conjugados diénicos y en la produccion de etano en homogeneizados hepaticos,
fracciones mitocondrial y microsomal, en hepatocitos aislados (Ungemach, 1985) o in vivo
(Tapia y col., 1998). Este efecto lipoperoxidativo conduciria a un aumento en la fragilidad
lisosomal, con alteraciones en la integridad y fluidez de membrana, liberandose enzimas
hidroliticas al citosol que causan dafo celular (Britton, 1996). A nivel microsomal se
produce una disminucién en la concentracion de citocromo P-450. En las mitocondrias se
ha observado una disminucién en la actividad respiratoria, asociada a una significativa
disminucion en la actividad de la succinato citocromo-c-reductasa y de la citocromo
oxidasa (Britton, 1996). Esta ultima se afectaria, ya que es dependiente de cardiolipina,
un fosfolipido con un alto porcentaje de acidos grasos poli-insaturados susceptibles a la
lipoperoxidacion (Bacon y col., 1990). A pesar que se ha observado una asociacion entre
la sobreacumulacion de hierro y la lipoperoxidacion, no se conocen los mecanismos
mediante los cuales el hierro iniciaria este proceso in vivo (Britton, 1996). En condiciones
de sobreacumulacion, se ha postulado que el hierro presente en las proteinas de
almacenamiento ferritina y transferrina, seria el responsable de iniciar el dafio
peroxidativo, ya que mas del 99% del exceso de hierro se acumula en+§stas proteinas
(Bacon y col.,1990). Estudios in vitro han demostrado que tanto el Fe ~ de la ferritina
como el de la hemosiderina pueden estimular la Ii_poperoxidacic’)n a pH neutro al adiciogar
agentes reductores, como el ascorbatg y el O, *, los cuales reducirian el Fe ~ a Fe
con la consecuente liberaciéon de Fe ~, el cual provocaria las reacciones de Fenton y
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Haber-Weiss y la generacién de HO+ (Bacon y col.,1990). A nivel intralisosomal, el hierro
de ambas proteinas también estimula la lipoperoxidacion, en ausencia de agentes
reductores, y este efecto es inhibido por agentes quelantes de hierro (Bacon y col., 1990).
A pesar de lo que se ha encontrado in vitro, no se sabe si estos mecanismos ocurren in
vivo (Bacon y col., 1990).

Aparte de los efectos descritos, en la sobreacumulacién de hierro se produce una
disminucion en los niveles de algunos antioxidantes, alteraciones en la homeostasis del
calcio, reducciéon de los niveles de ATP, y dafio al DNA, lo que contribuye al dano
hepatocelular que se produce (Britton, 1996).

Estudios realizados en fibroblastos humanos sugieren un rol fibrogénico para el
hierro, ya que la lipoperoxidacion inducida en condiciones de sobreacumulacion del
metal, aumenta la transcripcién del gen que codifica para el colageno estimulando la
biosintesis de esta proteina, lo que podria conducir al desarrollo de fibrosis hepatica
(Bacon y col., 1990; Pietrangelo y col., 1994) (Esquema 3).

Ademas se ha observado que la sobrecarga de hierro produce alteraciones en la
funcién de las células de Kipffer, aumentando la RR por aumento en la actividad de la
NADPH oxidasa y de la NOS, con la generacion de O2 "y *NO, respectivamente (Tapia y
col., 1998).

La intoxicacion aguda con hierro en la rata, en dosis de 200 mg/Kg, produce un
aumento significativo en el indice de estrés oxidativo hepatico (TBARS/GSH),
observandose un aumento de 670% luego de 4 hrs del tratamiento, indicando que esta
sobrecarga de hierro representa una condicién prooxidante para el higado de la rata, que
podria contribuir a la hepatotoxicidad inducida en esta condicion (Boisier y col., 1997).

Ademas del dafio que provoca la sobrecarga de hierro a nivel hepatico, se ha
observado apoptosis 0 necrosis celular en el corazon, el bazo y el pancreas (Whittaker y
col., 1996).

6.- Propuesta experimental

Con estos antecedentes, se estudio la posible interaccién de los mecanismos productores
de estrés oxidativo hepatico, en el hipertiroidismo experimental y en la intoxicacion aguda
con hierro, en relacion a parametros de estrés oxidativo (lipoperoxidacion y oxidacion de
proteinas), como también a la actividad de la NOS hepatica.
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Esquema 3. Sobrecarga de hierro y dafio celular a nivel hepatico.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

La interaccion de los mecanismos de estrés oxidativo hepaticos que subyacen en el
hipertiroidismo y en la sobrecarga aguda de hierro en la rata, condicionan un aumento en
parametros de estrés oxidativo, relacionados ya sea por aditividad o mediante sinergismo
de los efectos producidos por los tratamientos individuales.

Cornejo Zamorano, Pamela 23



INFLUENCIA DEL HIPERTIROIDISMO Y UNA SOBRECARGA AGUDA DE HIERRO SOBRE
PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO Y HEPATOTOXICIDAD EN LA RATA.

24 Cornejo Zamorano, Pamela



OBJETIVO GENERAL

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la asociacién del hipertiroidismo experimental con la intoxicacién aguda con
hierro induce un aumento en parametros relacionados con el estrés oxidativo hepatico
tales como la lipoperoxidacion, la oxidacion de proteinas y la actividad de la NOS, y la
naturaleza de estos cambios, en relacién a los tratamientos individuales y al grupo
control.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar parametros de control de los tratamientos: peso corporal, peso del 1.
higado, relacién peso higado/ peso corporal, temperatura rectal, consumo basal de

02 hepatico, niveles séricos de T3 y niveles séricos y hepaticos de hierro en

animales (a) hipertiroideos, (b) con sobrecarga aguda de hierro, (c) hipertiroideos con
sobrecarga de hierro y (d) controles.

Evaluar la produccién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), como 2.
indicador de lipoperoxidacién hepatica asociada al estrés oxidativo en los grupos
experimentales ya citados.

Evaluar el contenido de derivados carbonilos, como indicador de la oxidacion de 3.
proteinas asociada al estrés oxidativo hepatico en todos los grupos experimentales.

Determinar la actividad de la NOS hepatica, como mecanismo prooxidante asociado 4.
al estrés oxidativo en todos los grupos experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague Dawley (Instituto de Salud Publica), con un
peso corporal de 200 a 300 g, alimentadas ad libitum con una dieta sélida estandar
(Alimentos Champion S. A.), mantenidas a temperatura ambiental controlada, con
periodos constantes y alternados de 12 horas de luz y oscuridad.

El disefio experimental incluye seis grupos formados por 4 a 13 animales:

Control ( NaOH 0,1 N)- Control (NaCl 0,9 % p/v).
T3 1 dia-Control (NaCl 0,9 % p/v).

T3 2 dias-Control (NaCl 0,9 % p/v)

Control (NaOH 0,1 N)- hierro dextrano.

T3 1 dia-hierro dextrano.

o g s~ wenh =

T3 2 dias-hierro dextrano.
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2.- Tratamiento de los animales

Hipertiroidismo La induccion del estado hipertiroideo se efectué mediante una
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de T,, (0,1 mg por kg de peso corporal) por uno y dos
dias consecutivos . Los animales control recibieron volimenes equivalentes de NaOH
0,1 N (vehiculo de la hormona), y los estudios se realizaron 24 h después de la ultima
inyeccion.

Sobrecarga aguda de hierro Las ratas fueron inyectadas i.p. con una dosis de 200
mg de hierro-dextrano/ kg de peso corporal y el grupo control recibié volumenes
equivalentes de NaCl 0,9%. Los estudios se realizaron después de 4 horas de la
administracion del hierro-dextrano o del NaCl 0,9 % p/v.

Experimentos de interaccion El modelo de interaccion utilizé dos grupos
experimentales (a) ratas tratadas con T, (0,1 mg/Kg) que recibieron 200 mg/Kg de
hierro-dextrano a las 20 horas del tratamiento hormonal; (b) ratas tratadas con T
(0,1 mg/Kg) por 2 dias consecutivos que recibieron 200 mg/Kg de hierro-dextrano a

las 20 horas de la ultima dosis de T3

3.- Evaluacioén del estado hipertiroideo

La condicion hipertiroidea se evalué de acuerdo a tres criterios, que debian cumplirse
simultaneamente:

a.- Temperatura rectal medida con una termocupla. 1.
b.- Niveles séricos de T3 determinados con un kit de radioinmunoensayo. 2.

c.- Velocidad de consumo basal de O2 (Q02) hepatico, medido polarograficamente 3.
en la preparacion de higado perfundido.

La perfusion hepatica se realizé segun lo descrito por Sies (1978), para lo cual las ratas
fueron anestesiadas con Nembutal sédico (50 mg/kg. i.p.). El higado fue expuesto y
aislado de sus ligamentos mediante técnica quirurgica, se inyecté heparina (250 U) en el
bazo y posteriormente se infundié en el higado, mediante una canula conectada a la vena
porta, el liquido de perfusion que contenia NaCl 118 mM, KCI 4,8 mM, KH,PO, 1,2 mM,
MgSO, 1,2 mM, CaCl, 2,5 mM, NaHCO_ 25 mM y glucosa 10 mM, equilibrado con una
mezcla de O,/CO, (19/1,v/v) a pH 7,4. Las perfusiones se realizaron a un flujo constante
(3,5-4,0 ml/ min/ g de higado) y a una temperatura de 36 a 37°C, sin recirculacion del
perfusado. La velocidad de QO, de cada preparacion fue asi determinada en el efluente
del perfusado, via una canula conectada a la vena cava, la cual se hizo pasar a través de
un electrodo de O2 (Estabrook, 1967).
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4.- Evaluacion de los niveles séricos y hepaticos de
hierro.

Se realizé determinando espectrofotométricamente los niveles séricos de hierro mediante
la formacién de un complejo hierro-ferrozina. El contenido total de hierro hepatico fue
medido por espectrofotometria utilizando batofenantrolina, después de la digestién acida
de las muestras (Galleano y col, 1992).

5.- Evaluacién de los parametros de estrés oxidativo
hepatico.

Para realizar estos estudios, los animales fueron anestesiados con nembutal sédico (50
mg/ Kg peso corporal i.p.). Para remover la sangre los higados fueron perfundidos in situ
utilizando un buffer fosfato de potasio 10 mM a pH 7,4 que contenia KCI 140 mM. Luego
los higados fueron lavados en la solucion anterior, secados en papel filtro, pesados vy
picados, para ser homogeneizados.

5.1.-Evaluacién de la lipoperoxidacién hepatica

Se midié la velocidad de formacidon de TBARS como indicador de lipoperoxidacion
utilizando el método descrito por Buege y Aust (1978), que determina la absorbancia a
535 nm del producto de la reacciéon del acido tiobarbiturico (TBA) con derivados
aldehidicos que provienen de la ruptura de acidos grasos poliinsaturados por la accion
radicalaria, principalmente malondialdehido (MDA). Las mediciones se efectuaron en
homogeneizados de higados provenientes de ratas de cada uno de los grupos
experimentales sefialados anteriormente, en un buffer que contenia KCl 150 mM y Tris 5
mM, pH 7,4. El homogeneizado hepatico se centrifugd a 10.000x g durante 15 min en una
centrifuga refrigerada Sorvall RC.2B. Se descarté el precipitado y se traté 1 ml del
sobrenadante obtenido con 1 ml de acido tricloroacético (TCA) al 30% (p/v). Luego de
centrifugar a 2.000x g por 10 min. a temperatura ambiente, 1 ml del sobrenadante se traté
con 1 ml de TBA 0,67% p/v, se calenté a 100°C durante 20 min para, luego de enfriar,
leer la absorbancia del producto de esta reaccion a 535 nm. La concentracién de TI%AR_%
se calculd utilizando el coeficiente de extincién molar del MDA que es de 1,56 x 10° M
cm . Los resultados se expresaron en nmoles de MDA/mg proteina/hora.

5.2.-Evaluacién de la oxidacion de proteinas hepaticas

Se midi6 la formacion de derivados carbonilos como indice de oxidacion de proteinas,
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utilizando el método descrito por Reznick y Packer (1994), que corresponde a un método
espectrofotométrico que detecta la reaccién de la 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) con
derivados carbonilos de las proteinas, para formar derivados proteina- hidrazona. Para
las mediciones se utilizaron 200 mg de higado, homogeneizados con 3ml de un buffer
que contenia 50 mM de fosfato de potasio pH 7,4, 0,1 % de digitonina, 40mg/ml de
difenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) y 1 mM de EDTA. Luego de incubar por 15 min a
temperatura ambiente, se centrifugd a 6.000x g por 20 min. Un ml de sobrenadante se
traté con 4 ml de DNPH 10 mM (tubo 1) y otro volumen equivalente de sobrenadante se
traté con 4 ml de HCI 2,5 M (tubo 2). Ambos tubos se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente, en oscuridad y con agitacion cada 15 min. Se adiciond6 5 ml de acido
tricloroacético (TCA) al 20% por 10 min y se centrifugd a 6.000x g por 10 min. Los
precipitados fueron sometidos nuevamente a la accion del TCA por dos veces mas y los
precipitados resultantes fueron lavados 3 veces con 4 ml de etanol-etilacetato (1/1 v/v)
para remover DNPH libre y lipidos contaminantes, centrifugando por 5 min a 6.000x g. El
precipitado final se suspendié con 2 ml de clorhidrato de guanidina 6 M, pH 2,3. El
contenido de derivados carbonilos se calculé utilizando la absorbancia maxima obtenida
del espectro de absorcion (350-390 nm) de las muestras trat_qdas g?n DNPH, utilizando el
coeficiente de extincion molar del DNPH de 22.000 M = cm . Los resultados se
expresaron en nanomoles de carbonilos/mg de proteina. El contenido de proteinas de las
muestras (precipitado) se calculé a partir de la absorbancia a 280 nm de muestras
precipitadas con HCI 2,5 M y disueltas en guanidina 6 M pH 2,3, utilizando como estandar
una solucién de albumina de bovino (1 mg/ml).

6.-Medicién de la actividad de la NOS hepatica

6.1.-Preparacion del homogeneizado hepatico

Un gramo de higado, previamente perfundido in situ, fue homogeneizado con 5 ml de un
buffer a pH 7,4 que contenia Hepes 10 mM, sacarosa 0,32 mM, EDTA 0,1 mM, ditiotreitol
1mM, 10 mg/ml de inhibidor de tripsina del poroto de soya, 10 mg/ml de leupeptina, 2
mg/ml de aprotinina y 1 mg/ml de PMSF, ajustado a pH 7.4 con NaOH. EIl
homogeneizado fue centrifugado a 100.000x g por una hora, y el sobrenadante obtenido,
que corresponde a citosol fue dejado en hielo para luego ser utilizado en la medicion de
la actividad de la NOS. Las determinaciones se realizaron dentro de 4 horas desde la
obtenciéon del homogeneizado hepatico.

6.2.-Medicion de la sintesis de *NO

La actividad de la NOS fue determinada en el citosol, mediante el método descrito por
Knowles y col.(1990), que se basa en la oxidacion de oxihemoglobina a
metahemoglobina por *NO. Se prepardé un medio de reaccién a pH 7,2 que contenia
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oxihemoglobina 1,6 pM, MgCl, 1 mM, fosfato de Potasio 40 mM y 100ul de
sobrenadante, preincubando a 37°C por 5 minutos. La reaccion se inicié adicionando
L-arginina (1mM) y NADPH (1 mM) y se midié la produccion de *NO por los cambios en
las diferencias de absorbancia a 401 nm menos la absorbancia a 411 nm_1dete<_:%adas,
durante 2 minutos, a 37°C. Se utilizé el coeficiente de extincion de 38.600 M  cm  para
la metahemoglobina, para cuantificar la producciéon de *NO en nanomoles/mg de
proteinas/min o nanomoles/g higado/min.

7.- Determinacion de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas presentes en las distintas muestras
analizadas mediante el método descrito por Lowry y col. (1951), utilizando como estandar
una solucién de albumina de bovino que contiene 1 mg de proteina/ml.

8.- Reactivos

El nembutal sddico se obtuvo de Laboratorio Abbott de Chile. La heparina se obtuvo de
Prolabo. Todos los acidos y sales utilizados y el reactivo de Folin provenian de Merck
Quimica Chilena. Los demas reactivos fueron obtenidos de Sigma Aldrich Co.

9.- Tratamiento estadistico de los datos
experimentales

Los resultados obtenidos en los experimentos se expresaron como el promedio de al
menos 4 determinaciones, mas menos el error estandar de la media. Para determinar si
las diferencias entre los distintos grupos experimentales eran estadisticamente
significativas se aplicaron las pruebas de ANOVA unidireccional y el test de
Newman-Keuls’, ambas con un nivel de significacion de 5%.
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RESULTADOS

1.- Parametros generales en animales control y
tratados.

La administracion de T, (0.1 mg por Kg de peso corporal) por 1 y 2 dias consecutivos a
ratas alimentadas no produjo cambios significativos en el peso corporal, en el peso del
higado y en la relacion peso del higado/peso corporal (x100), comparados con los valores
observados en los animales control, como tampoco en el contenido de proteinas
citosdlicas expresadas como mg/g de higado (Tabla 1). La administracion de hierro(200
mg/Kg de peso corporal por 4 horas) y la administracion conjunta de T3 y hierrotampoco
produjeron cambios significativos en estos parametros (Tabla 1).

2.- Evaluacion de la condicion hipertiroidea.

Los criterios que se utilizaron para evaluar la condicion hipertiroidea de las ratas fueron
las mediciones de la temperatura rectal, de los niveles séricos de T y del QO,, hepatico,
realizadas 24 horas después de la administracion de la ultima d03|s de T Enzla figura 1
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se presentan los niveles séricos de T, en animales tratados por 1 y 2 dias consecutivos
con la hormona. Se puede observar que los niveles circulantes de T

significativamente en ambos grupos de animales tratados,
concentracién maxima después de 2 dias de tratamiento.

Tabla 1: Parametros generales en animales control y tratados. Grupo Experimental

aumentan
presentando una

Parametros Ratas Control |Ratas T 3 1 dia Ratas T 3 2 dias |Ratas hierro (d) RatasT _ 1
(a) (b) (c) hierro (e

Peso Corporal (g) |236 + 7 (8) 227 +£7(9) 21114 (8) 231+ 6 (10) 228 + 9 (11

Peso higado (g) [8.86 +0.42(8) /8.18 £0.36 (9) 8.45+0.43 (8) 8.87 £ 0.37 (10) |8.02 £ 0.3£

Peso higado/peso|3.77 £ 0.18 (8) |3.62+0.15(9) 3.99 £ 0.14 (8) 3.87£0.19 (10) |3.54 £0.13

corporal (g/100g)

mg prot 65.01 +4.31(4) |71.89 £5.99 (5) 76.38 +2.52 (6) |70.92+4.01(6) |70.68 +4.

citosdlicas/ g

higado

Temperatura 36.92 + 0.03 38.02+0.02 (12) |38.30+0.04 (8) |36.95+0.02(13) 1 38.05+0.C

rectal (°C) (13) (a,d) (a,d) (b,c,e,f) (a,d)

comparados.

Los valores mostrados corresponden al promedio + S.E.M. para el nimero de ratas por grupo experimental
paréntesis. La significancia de las diferencias entre los valores promedios fue determinado por las pruebas
unidireccional y el test de Newman-Keuls’ (p < 0.001), se muestra con las letras entre paréntesis que identi

Figura 1. Efecto del tratamiento con
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T ., sobre los niveles séricos de la hormona en ratas.
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Los resultados representan el promedio + S.E.M. para 4 a 5 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre valores promedios de ratas
controles y tratadas con T, fue determinado por la pruebas de ANOVA unidireccional y el
test de Newman-Keuls® (p<0.05), se muestra sobre cada punto, indicando los grupos

comparados, (a) controles ; (b) T31 dia (c) T32 dias.

Paralelamente al incremento en los niveles séricos de T,, aumentd
significativamente la respuesta calorigénica a la hormona, estimada tanto por el aumento
en la temperatura rectal de los animales, resultados presentados en la Figura 2, como por
el aumento del QO, hepatico (Figura 3), en relacion a los controles que recibieron dosis
diarias del vehiculo de la hormona (NaOH 0.1 N).

El tratamiento con hierrono alterd la respuesta calorigénica (medida por el aumento
en la temperatura rectal) observada con la administracion de T3 (Tabla 1).

De acuerdo a estos criterios, podemos decir que el modelo experimental utilizado
induce una condicidon hipertiroidea en las ratas, con un aumento concomitante de la
calorigénesis.

3.- Evaluacion de los niveles séricos y hepaticos de
hierro

En la tabla 2 se muestran los resultados de la medicion de estos parametros. Se puede
apreciar que la administracion de hierro produjo un aumento significativo en los niveles
séricos y hepaticos de este metal.

El tratamiento con T, no alteré los niveles séricos de hierro[431 £+ 36 mM (n=3)]
como tampoco los niveles%epéticos [832 + 82 mg/g peso seco (n=3)].
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Figura 2. Efecto del tratamiento con T3 sobre la temperatura rectal de las ratas.

Los resultados representan el promedio + S.E.M. para 8 a 13 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre los valores promedios de ratas
controles y tratadas con T, fue determinado por las pruebas de ANOVA unidireccional e
el test de Newman-Keuls™ (p<0.001), se muestra sobre cada punto, indicando los grupos
comparados, (a) controles; (b) T, 1 dia; (c) T3 2 dias
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Figura 3. Efecto del tratamiento con T3 sobre QO 2 hepatico en la rata.

Los resultados representan el promedio + S.E.M. para 7 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre valores promedios de ratas
controles y tratadas con T, fue determinado por la pruebas de ANOVA unidireccional y el
test de Newman-Keuls® (p<0.05), se muestra sobre cada punto, indicando los grupos
comparados, (a) controles; (b) T31 dia (c) T32 dias.

Tabla 2 : Niveles séricos y hepaticos de hierro de ratas control y ratas con una sobrecarga aguda de hierro.

Parametro Ratas Control Ratas con sobrecarga p
de hierro
Niveles séricos de 38+5(8) 356 £ 43 (8) <0.05
hierro (mM)
Contenido total de 358 £ 57 (6) 731 £ 55 (6) <0.05

hierrohepatico (mg/g
peso seco)

Los valores mostrados corresponden al promedio = S.E.M. para el nimero de animales sefialado
entre paréntesis. La significancia de las diferencias entre los valores promedios de ratas

controles y tratadas con hierro (200 mg/Kg de peso corporal por 4 horas) fue determinado por las
pruebas de ANOVA unidireccional y el test de Newman-Keuls’.

4.- Evaluacion de parametros de estrés oxidativo

hepatico

4.1.-Evaluacion de la lipoperoxidacion hepatica

Para evaluar la lipoperoxidacion hepatica se midio la velocidad de formacién de TBARS.
La figura 4 muestra los resultados de la medicion de este parametro en los diferentes
grupos experimentales. La administracién de T, por 1 y 2 dias consecutivos aumenté en
forma significativa la velocidad de formacion de TBARS (396 % y 317 %,
respectivamente), en relacion a los animales control. La administracién de hierro también
aumento significativamente la velocidad de formacion de TBARS (348 % respecto a los
controles) y el tratamiento conjunto de hierro y T,, (1 dia) produjo un aumento significativo
de este parametro (489 % con respecto a los controles). Por otra parte, la administracion
de hierro a ratas tratadas con T, por 2 dias produjo también un incremento significativo
en este parametro, aunque ligeramente menor (217 % con respecto a los controles).
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Figura 4. Efecto de los tratamiento con T, y hierro sobre la velocidad de formacion d
TBARS en higado de rata..

Los valores representan el promedio + S.E.M. para 4 a 11 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre valores promedios del grupo control
y de las ratas tratadas fue determinado por la pruebas de ANOVA unidireccional y el test
de Newman-Keuls™ (*) indica p<0.001, con respecto al valor control y (**) indica p<0.05

con respecto al grupo Fe+ T3 2 dias

4.2.- Evaluacion de la oxidacidon de proteinas hepaticas

Para estimar la oxidacion de proteinas, se utilizé la medicion de la formacion de derivados
carbonilos de ciertos aminoacidos. En la figura 5 se puede observar, que las ratas
sometidas a 1 y 2 dias de tratamiento con T, no presentaron diferencias significativas en
este parametro, con respecto a los animales control. Sin embargo, las ratas que
recibieron una sobrecarga aguda de hierropresentaron un incremento significativo en el
contenido de derivados carbonilos (210 %, con respecto a los controles). Resultados
similares se observaron en animales que recibieron ambos tratamientos [ hierroy T, (1
dia), hierroy T, (2 dias)] con incrementos significativos con respecto a los controles en
ambos casos (170 % y 159 %, respectivamente) (Figura 5).
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Oxidacién de proteinas hepiticas
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Figura 5. Efecto de los tratamiento con T, y hierro sobre la oxidacion de proteinas
hepaticas en la rata.

Los valores representan el promedio + S.E.M. para 4 a 9 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre valores promedios de los animales
controles y los tratados fue determinado por la pruebas de ANOVA unidireccional y el test
de Newman-Keuls® (*) indica p<0.01, con respecto al valor control

5.- Evaluacidén de la actividad de la NOS hepatica

Para medir la actividad de la NOS hepatica se utilizé un método basado en la oxidacion
de la oxihemoglobina a metahemoglobina por el *NO, reaccién que es monitoreada
espectrofotométricamente. La actividad especifica de la NOS hepatica (nmoles
*NO/min/mg proteina) no se modificé por el tratamiento con T, por un dia, con respecto a
los controles (Figura 6). No obstante, tanto el tratamiento con T, por 2 dias como el
tratamiento con hierro (200 mg/Kg por 4 horas) produjeron aumentos significativos en la
actividad de esta enzima (63 % y 103 %, respectivamente), en relacién a los controles. En
el tratamiento conjunto [hierro y T, (1 dia)] se observé un incremento de un 137 % en la
actividad de la NOS, con respecto a los controles, efecto que fue mayor en el tratamiento
con hierroy T, (2 dias) (269 % respecto a los controles). En la figura 7 se presenta el
efecto neto de los tratamientos con T, y hierro sobre la actividad especifica de la NOS
hepatica, observandose una potenciacion de los efectos de ambos tratamientos.
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Al expresar la actividad de la NOS hepatica por unidad de tejido (nmoles *NO/min/ g
higado), se observd efectos similares a los anteriores para todos los grupos
experimentales (Figura 8). En relacién a los controles, la actividad de la NOS aumento un
82% en el tratamiento con T, por 2 dias, y un 131 % en el tratamiento con hierro. Los
tratamientos conjuntos hierroy T, (1 dia) y hierroy T, (2 dias) produjeron aumentos de
167 % y 333 %, respectivamente. En la figura 9 se presentan los efectos netos de los
tratamientos con T, y hierrosobre la actividad de la NOS hepatica por unidad de tejido,
observandose, en %rma similar a lo anterior, una potenciacion de los efectos de ambos
tratamientos.
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-
-+
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Figura 6. Efecto de los tratamiento con T, y hierro sobre la actividad especifica de la NOS

hepaética en la rata.

Los resultados corresponden al promedio + S.E.M. para 4 a 7 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre valores promedios de las ratas
controles y de las tratadas fue determinado por la pruebas de ANOVA unidireccional y el
test de Newman-Keuls™ (*) indica p<0.05, con respecto al valor control .
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Figura 7. Efecto neto (grupo tratado-grupo control) de los tratamiento con T, y hierro
sobre sobre la actividad especifica de la NOS hepatica, calculados a partir de los valores
promedio indicados en la figura 6.
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Figura 8.Efecto de los tratamiento con T, y hierro sobre la actividad especifica de la NOS
hepatica por unidad de tejido.
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Los resultados corresponden al promedio + S.E.M. para 4 a 6 animales por grupo
experimental. La significancia de las diferencias entre valores promedios de las ratas
controles y de las tratadas fue determinado por la pruebas de ANOVA unidireccional y el
test de Newman-Keuls™ (*) indica p<0.01, con respecto al valor control .

150+
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Figura 9. Efecto neto (grupo tratado-grupo control) de los tratamiento con T, y hierro
sobre sobre la actividad especifica de la NOS hepatica por unidad de tejido, calculados a
partir de los valores promedio indicados en la figura 8.
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DISCUSION

1.- Efecto del hipertiroidismo y una sobrecarga aguda
de hierro sobre parametros de estrés oxidativo.

Se ha establecido que una condiciéon de estrés oxidativo se produce cuando hay un
desbalance entre la velocidad de generacion de especies prooxidantes y su velocidad de
consumo por los mecanismos de defensa antioxidante, a favor de los primeros (Sies,
1986). Esta condicion lleva al deterioro oxidativo de moléculas esenciales, como lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, que conducen a alteraciones estructurales y
funcionales (Tapia, 1996).

En este estudio, se observd que la administraciéon de T, a ratas induce una
respuesta calorigénica, evidenciada por el aumento significativo d3e la temperatura rectal
de los animales y de la velocidad de consumo de O, hepatico. Esto ultimo conduce a un
aumento en la generacion de EROS, alterandose el estado normdxico celular en el
higado, estableciéndose un estado de estrés oxidativo en este 6rgano (Esquema 1). Se
puede visualizar que la administracién de T, por 1 y 2 dias consecutivos produjo un
aumento en la lipoperoxidacién hepatica mediga por la velocidad de formacion de TBARS
(Figura 4). Este hallazgo concuerda con los resultados de otros estudios, en los que
ademas se ha encontrado aumentos en el contenido de TBARS en la bilis y en los
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microsomas, y en la quimioluminiscencia espontanea (indicador de lipoperoxidacion) en
higado tanto in vivo como in vitro (Fernandez, 1992). Este efecto de T, estaria
relacionado con el incremento en la velocidad de QO, inducido por la hormona, el cual
conduciria a un aumento en la generacion de EROS a nivel mitocondrial, microsomal y
peroxisomal, los que producirian oxidacién de los acidos grasos poli-insaturados de los
fosfolipidos de membrana (Fernandez, 1992).

La velocidad de formacién de TBARS también incrementd significativamente luego
de 4 horas de la administracion de 200 mg de hierro/kg de peso, resultado que concuerda
con estudios que utilizaron la misma dosis de hierro, en los cuales se observo un
aumento significativo del indice de estrés oxidativo hepatico (contenido de
TBARS/contenido de GSH) (Boisier, 1997). Estudios realizados en cultivos de hepatocitos
suplementados con hierro sefialan un aumento en la lipoperoxidacion, medida por los
niveles de malondialdehido y de conjugados diénicos (Sergent y col., 1996). Este efecto
del hierro podria deberse a que este metal promueve la formacién de HO+, mediante las
reacciones de Fenton y de Haber-Weiss, siendo éste un potente oxidante que provocaria
dafio oxidativo a los acidos grasos poli-insaturados de los fosfolipidos de membrana y
concomitantemente alteraciones de organelos subcelulares y pérdida de la viabilidad
celular (Aust y col., 1985; Britton y col., 1987; Britton, 1996). A pesar de la asociacion
encontrada entre sobrecarga de hierro y lipoperoxidacién, no se conoce el mecanismo
por el cual ocurre este proceso in vivo (Bacon y col., 1990; Britton, 1996).

La administracion de hierro a ratas tratadas 1 dia con T, produjo un aumento
significativo en la lipoperoxidacion con respecto a los controles, el cual no fue
significativamente diferente al producido por los dos tratamientos por separado. La
administracion de hierro a ratas tratadas 2 dias con T, produjo un aumento significativo,
con respecto a los controles, en la velocidad de formacién de TBARS. Sin embargo, este
parametro es significativamente menor que los encontrados tanto en el grupo
experimental anterior como en los tratamientos por separado. Este ultimo efecto se
deberia a que la administracién de hierro a ratas con 2 dias de T, disminuye la formacion
de O, = mitocondriales (resultados no publicados), que son necesarios para la
produccion del HOe, por lo cual se produciria menor peroxidacion de los acidos grasos
poli-insaturados por acciéon de este radical. Se ha observado que al incubar hepatocitos
que tienen una sobrecarga de hierro con agentes quelantes, como la deferrioxamina o la
apotransferrina, se produce una disminucién significativa en la lipoperoxidacion (Bacon y
col., 1990).

Ademas de los efectos hepaticos que provoca la administracién de hierro, se han
observado aumentos en la lipoperoxidacion de tejidos extrahepaticos, los que incluyen
incrementos en el contenido de conjugados diénicos en el pancreas, en el bazo y en el
musculo cardiaco de ratas (Whittaker y col, 1996), como también aumentos en los niveles
de TBARS en el rifién, en el musculo y en la piel de ratones y ratas que recibieron
hierro-dextrano (Bacon y col., 1990). Del mismo modo, en pacientes con hemocromatosis
hereditaria se ha observado un incremento en los niveles circulantes de TBARS vy
aumento en los niveles hepaticos de MDA, lo que indica aumentos en la lipoperoxidacion
(Britton, 1996).

El contenido de derivados carbonilos, indice de modificaciéon oxidativa de las
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proteinas, no aumentd significativamente en las ratas que recibieron T3 por 1y 2 dias
consecutivos (Figura 5), resultados que concuerdan con estudios anteriores, en los
cuales solo se observa un aumento en la oxidacion de proteinas hepéticas (88 %), con
respecto a los controles, después de 3 dias de tratamiento con la hormona (Tapia y col.,
1999). Por otra parte, la administracién de hierro produjo un aumento significativo en el
contenido de derivados carbonilos (210 %) con respecto a los controles, y su
administracion a ratas con 1 y 2 dias de T, produjo resultados similares, por lo cual este
efecto se puede atribuir exclusivamente a ﬁa accion prooxidativa del hierro(Figura 5), que
promueve la formacion de radicales libres (Aust y col., 1985), los cuales provocarian dafo
oxidativo a las proteinas. Ademas la formacion de derivados carbonilos, inducida por el
hierro y el cobre, derivan de la union de estos metales a proteinas y posterior
transformacion del grupo amino de varios aminoacidos en carbonilos, con la participacion
de EROS (Reznick y col., 1994). La oxidacion de proteinas catalizada por metales, con
incrementos en la formacion de derivados carbonilos, se ha observado en cultivos de
fibroblastos humanos (Reznick y col.,, 1994). Las consecuencias de la modificacion
oxidativa de las proteinas pueden ser tanto la pérdida de su funcién como el aumento en
su degradacion (Stadtman, 1990; Lissi y col., 1992(2)). La modificacion oxidativa de
ciertas enzimas puede llevar a una reduccién de su actividad enzimatica (Stadtman,
1990; Lissi y col., 1992(2)). Asi, estudios in vivo han senalado la inactivacion de enzimas
antioxidantes en condiciones tales como el hipertiroidismo, en el cual hay disminucién de
las actividades de la SOD y de la catalasa y del contenido del citocromo P-450 y se
desencadena un estrés oxidativo hepatico (Fernandez y col., 1985; Fernandez y col.,
1988). La degradacién de las proteinas puede derivar de su modificacién oxidativa, que
las hace mas susceptibles al ataque proteolitico por proteasas y/o proteinasas
multicataliticas (Stadtman, 1990). En enfermedades tales como la artritis reumatoidea,
como también en el dafo al musculo cardiaco inducido por la isquemia-reperfusion y en
el dafio al musculo esquelético inducido por el ejercicio exhaustivo, se ha encontrado un
aumento en los niveles de derivados carbonilos (Reznick y col.,, 1994). En ciertas
condiciones experimentales en las cuales aumenta el contenido de derivados carbonilos,
se ha observado que antioxidantes como la vitamina E, y agentes quelantes de metales,
lo reducen (Reznick y col., 1994).

2.- Efecto del hipertiroidismo y una sobrecarga aguda
de hierro sobre la actividad de la NOS hepatica.

El gen de la iNOS, que codifica para la NOS hepatica, se expresa en los hepatocitos en
diversas condiciones fisioldgicas y patolégicas que afectan al higado, como el shock
séptico y el shock hemorragico (Taylor y col., 1998). La regulacién de la expresion de la
iINOS es compleja y ocurre a varios niveles de la via de expresién génica (Taylor y col.,
1998). La iINOS hepatica es activada por endotoxinas y citokinas, tales como el factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), la interleuquina-1b y el interferon-g, y su expresion requiere
del factor de transcripcion NF-kappa B (Taylor y col., 1998). La iNOS es inhibida por
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3.-

esteroides, por el factor de crecimiento transformante-b (TGF-b), por la p-53, por el shock
térmico y por el mismo *NO (Taylor y col., 1998).

En este trabajo, la evaluacion de la actividad de la NOS hepatica en ratas tratadas
por 2 dias con T, evidencié un aumento en la actividad de la enzima (Figura 6), hallazgo
que concuerda con estudios previos (Fernandez y col., 1997). Este aumento en la
actividad de la NOS hepatica ocurre tanto en los hepatocitos como en las células de
Klpffer, ya que se ha observado que la administracion de cloruro de gadolinio, un
inactivador de las células de Kipffer, a ratas tratadas con T, por 3 dias consecutivos,
disminuye la actividad de la NOS en un 27 % (Fernandez y col., 1997). El incremento en
la generacién de *NO puede deberse a una induccién de la NOS en hepatocitos y en las
células no parenquimaticas, por la interaccion de la hormona tiroidea con receptores
nucleares, que lleva a la sintesis de enzimas relacionadas con procesos redox
(Fernandez y col., 1997), sin embargo, se requiere de estudios adicionales para detectar
si hay un aumento en la expresion del mMRNA para la iNOS. En relacion a las células de
Klpffer, el aumento en la actividad de la NOS, podria atribuirse, parcialmente, al aumento
en el numero de estos macréfagos hepaticos inducido por T, (Tapia y col., 1997).
Alternativamente, el aumento en la expresion de esta enzima, podria derivar de la
activacion del NF-kappa-B inducida por el estrés oxidativo alcanzado en esta condicion
(Seny col., 1996; Baeuerle y col., 1994).

La administracion de hierro evidencié un drastico incremento en la actividad de la
NOS (103 %) en relacion a los controles. Estudios relacionados con el efecto del cobre
sobre la actividad de la NOS endotelial, han revelado que este metal activa a la enzima
(Plane y col., 1997; Ohnishi y col., 1997), siendo probable que el hierro la active en forma
similar. Estos metales actian de manera similar, promoviendo la formacién de HO-
mediante la reaccion de Haber-Weiss (Aust y col.,, 1985) y ademas, como fue
mencionado anteriormente, catalizando la formacién de derivados carbonilos como
producto de la oxidacion de proteinas (Reznick y col., 1994).

En ratas hipertiroideas (1 y 2 dias de tratamiento) la administracion de hierro
evidencid un efecto potenciador sobre la actividad de la NOS hepatica, expresada como
U/mg de proteina o como U/g de tejido.

El °NO puede actuar como un agente prooxidante o

como un agente protector a nivel hepatico.

Ademas de los efectos ya discutidos sobre la actividad de la NOS hepatica, en el
hipertiroidismo se produce un aumento en la velocidad de formacién de O,, ~ hepaticos,
tanto a nivel microsomal (Fernandez y col., 1985) como a nivel mitocondrial (Fernandez y
col., 1993). Por otro lado, en la células de Kipffer se produce un aumento en la RR con

incrementos en la formacién de O2 "~y de *NO (Tapia y col., 1997).

El 'NO como agente prooxidante conduce a la formacién de moléculas altamente
oxidantes, ya que puede reaccionar con el O2 "y formar ONOO™ (Beckman y col., 1994),
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un potente agente oxidante, que puede ser protonado rapidamente y producir otras dos
moléculas oxidantes, que son el HO- y el diéxido de nitrégeno (Sergent y col., 1997).

El ONOO” puede producir dafio oxidativo en lipidos, desoxirribosa, a-tocoferol,
aminoacidos y proteinas (Sergent y col., 1997). Por otra parte, el *NO puede reaccionar
con H,O, y formar oxigeno singlete, y ademas aumentar la formacion de HO+ mediante
la liberacion de hierro desde la ferritina (Sergent y col., 1997).

El eNO puede ser considerado un agente antioxidante, ya que se ha descrito que
este radical puede inhibir el estrés oxidativo, inducido en hepatocitos por hierro o etanol,
debido a que reacciona con el hierro formando un complejo inactivo que no puede
promover la formacién de HO-, lo que conduce a una disminucion del contenido de MDA
y de conjugados diénicos, indices de lipoperoxidacion (Sergent y col., 1997).

Estos hallazgos podrian explicar los resultados que se muestran en las figuras 4, 6 y
8). Al comparar los efectos de la administracion de hierro a ratas tratadas con T, por 1y
2 dias, se observo en estos ultimos una disminucién del indice TBARS (Figura 4), en
concomitancia con un aumento en la generacion de *NO (Figuras 6 y 8). Esta menor tasa
lipoperoxidativa podria derivar de una mayor formacion del complejo hierro-sNO con una
menor liberacion de HO+ y disminucion del proceso lipoperoxidativo.

Otros estudios que sugieren efectos hepatoprotectores del *NO, sefialan que este
radical tiene un rol importante en la proteccion del higado durante la sepsis y durante el
fendmeno de isquemia-reperfusién (Taylor y col., 1998). La adicion de inhibidores de la
NOS aumento el dafio hepatico en una endotoxemia (Vos y col., 1997) y el dafio oxidativo
mediado por acetaminofeno aumenta (Kuo y col., 1997).

Ademas, el *NO, bloquea la apoptosis y la hepatotoxicidad inducida por el TNF-a, lo
que sugiere que la iINOS hepatica se expresa como respuesta adaptativa frente a un
dafio inflamatorio minimo, aumentando la generacién de *NO, el cual actuaria como
citoprotector (Taylor y col., 1998).
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El hipertiroidismo induce una respuesta calorigénica en la rata, evidenciada porun 1.
aumento en la temperatura rectal y en el consumo de oxigeno hepatico.

El hipertiroidismo y la sobrecarga aguda de hierro inducen un estrés oxidativo 2.
hepatico en la rata, conduciendo a un aumento significativo en la lipoperoxidacion en
este tejido.

La oxidacion de proteinas hepaticas, aumenta luego de una sobrecarga de hierro, 3.
pero no es modificada por la condicion hipertiroidea (1 y 2 dias de tratamiento).

Tanto la administracion de T3 por 2 dias consecutivos como la administracion de 4,
hierro (200 mg/Kg de peso) por 4 horas a ratas producen incrementos significativos
en la actividad de la NOS hepatica.

La administracién de hierro a ratas hipertiroideas (1 y 2 dias de tratamiento) produce 5.
una potenciacion de los efectos de ambos tratamientos sobre la actividad de la NOS
hepatica.

La administracion de hierro a ratas que recibieron 2 dias de tratamiento con T3 6.
produce una disminucion en la velocidad de formacion de TBARS, en concomitancia
con el aumento en la generacion de *NO.
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