Estudio analitico y modificacion experimental del metabolismo peroxi-

sOmico

J.I. Monreal, A. Rivero, P. De Pablo, M.J. Gil, A. Gonzalez, M.M. Calonge

INTRODUCCION

El peroxisoma es el organelo celular en
el que asientan algunas vias del metabolis-
mo lipidico y de algunos aminoacidos y, de
forma destacada, numerosas actividades
enzimaticas de tipo oxidasa. Los peroxiso-
mas, caracterizados por De Duve en 1960,
llevan a cabo gran variedad de funciones,
como son: catabolismo de acidos grasos
de cadena muy larga, de 4cido pipecélico,
de 4cidos dicarboxilicos, y del acido fitani-
co, y biosintesis de plasmalégenos y de
acidos biliares.

En afios recientes se han caracterizado
un grupo de enfermedades de origen gené-
tico derivadas del déficit en el namero y
actividad bioquimica de los peroxisomas?.
Por otra parte en experimentacién animal
se han observado que ciertos farmacos
(clofibrato, nafenopina, bezafibrato, acido
acetisalicilico, etc.) inducen proliferacién
peroxisomica’. El clofibrato fue introduci-
do en 1962 como agente hipolipemiante y
se observo que en ratas que ingerfan esta
droga proliferaba el namero de peroxiso-
mas. El mismo efecto se ha comprobado
posteriormente con otros xenobi6ticos.

Al haberse comprobado que algunos
farmacos de uso comin como analgésicos
e hipolipemiantes se comportan como pro-
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liferadores peroxisémicos, consideramos
que esta expansion del espacio peroxiso-
mico puede ir asociada a la activacién de
las vias metaboélicas que asientan en este
organelo. Los objetivos son:

1. Conocimiento de la accién de farma-
cos hipolipemiantes y antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) sobre el metabolismo
peroxisOmico. Seleccionaremos compues-
tos de efecto no estudiado junto con otros
ya probados por otros autores con resulta-
dos contradictorios.

2. Valoracién de enzimas de distintas
vias, localizadas en la matriz y en el «core»
del peroxisoma, asi como la posible induc-
cion enzimatica por los tratamientos admi-
nistrados.

3. Comparacién de efectos sobre el
higado, como 6rgano central, y cerebro,
por su aislamiento, por ser tejidos espe-
cialmente afectados en enfermedades de
origen peroxisémico.

4. Extension del estudio al estado pero-
xidativo del organismo y al metabolismo
lipidico.

5. Valoracién de la expresién del proto-
oncogen c-myc en animales tratados, dada
la posible carcinogenicidad de algunos de
los compuestos que vamos a emplear.
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n Tto Dosis Via Duracion Peso
diaria adm Tio

Grupo 0 10 CMC + Tween 10 ml/kg V.0 15 dias Diario
Grupo 1 10 CLO (Sigma) 250 mg/kg V.0 15 dias Diario
Grupo 2 10 PRO (Sigma) 250 mg/kg V.0 15 dias Diario
Grupo 3 10 AAS 500 mg/kg v.0. 15 dias Diario
Grupo 4 10 DIF (Sigma) 50 mg/kg v.0. 15 dias Diario
MATERIAL Y METODOS resultados se aplico el test no paramétrico

Se utilizaron 50 ratas Wistar macho de
200 g de peso aproximadamente, proce-
dentes del animalario de la Universidad de
Navarra.

Se constituyeron cinco grupos de ani-
males que fueron tratados con clofibrato
(CLO), probucol (PRO); acido acetilsalicili-
co (AAS), diflunisal (DIF), vehiculados en
carboximetilcelulosa (CMC) de acuerdo
con la siguiente pauta:

Tras el tratamiento se obtuvo sangre
de la que se separd el plasma, el higado y
el cerebro, de los que se obtuvieron los
peroxisomas y mitocondrias por ultrcen-
trifugacién en gradiente de densidad®.

Las determinaciones analiticas fueron:

1. En las muestras obtenidas de higado
y cerebro se realizaron las siguientes
determinaciones automatizadas en el equi-
po Cobas Fara II: Proteinas, actividad
Catalasa, actividad Urato Oxidasa, activi-
dad Tiolasa, actividad Monoamino
Oxidasa y actividad Citocromo C Oxidasa.

2. En plasma, al término del experimen-
to se determinaron en el autoanalizador
Cobas Fara Il e Hitachi 717: dienos conju-
gados, colesterol total, triglicéridos, HDL-
colesterol y actividad superdxido dismuta-
sa.

3. En cinco ratas se extrajo el RNA
hepéatico y cerebral y se realizé un
Northern Blot e hidradacién con sondas
de oligonucleétidos para el oncogén c-myc
y la enzima Acil CoA Oxidasa.

En cada grupo experimental se deter-
minaron, como parametros estadisticos, la
media, la desviacion tipica, y el coeficiente
de variacion usando el programa Sigma
1.00. Debido a la heterogeneidad de los
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de Mann-Whitney.

RESULTADOS
1. Peso

No se observd una variacion significati-
va de peso entre ratas sometidas a los dis-
tintos tratamientos. El peso cerebral se
redujo significativamente en los animales
tratados con AINEs y se encontré un
aumento significativo en el peso del higa-
do de las ratas tratadas con clofibrato.

2. Estudio peroxisémico
- Actividad Catalasa:

Higado: se encontr6é un aumento signi-
ficativo de la actividad hepética en los gru-
pos tratados con AAS, DIF, PRO respecto al
control.

Cerebro: se encontr6 que los hipolipe-
miante CLO y PRO producen un aumento
significativo respecto al control.

- Actividad Urato Oxidasa:

Higado: el grupo de los AINEs aumenta-
ron la actividad de forma significativa, y
los dos hipolipemiantes también lo hicie-
ron aunque en menor grado.

Cerebro: en el cerebro la relacién de
actividades entre distintos tratamientos
fue: AAS > PRO > CLO > DIF > CMC,

- Actividad Tiolasa:

Higado: Del mismo modo que la catala-
sa, son los farmacos del grupo AINEs los
que producen un mayor incremento signi-
ficativo respecto al control, si bien el pro-
bucol también produce un aumento signifi-
cativo.

Cerebro: La administracién de los cua-
tro fdrmacos produjo un aumento signifi-
cativo respecto al control, aunque la varia-
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cién producida por el diflunisal no fue sig-
nificativa. El aumento mas notable lo pro-
dujo el probucol.

3. Estudio del plasma
- Peroxidacién lipidica (dienos conjuga-
dos): Hay un aumento significativo en

todos los grupos tratados respecto al
grupo control.

- Oligoelementos: Se produce un des-
censo significativo de zinc en el grupo de
los hipolipemiantes. El hierro plasmatico
experimenté un aumento significativo en
todos los grupos excepto en el del difluni-
sal.

- Metabolismo lipidico:

Colesterol: En el caso del colesterol el
descenso es notorio para ambos hipolipe-
miantes y menor en el caso de los AINEs.

Triglicéridos: Se observa un aumento
notable en el grupo del 4cido acetilsalicili-
co y diflunisal, y ligero o nulo en los gru-
pos de ambos hipolipemiantes.

HDL-colesterol: Respecto al HDL-c se
observé6 un descenso en todos los grupos
siendo el mas caracteristico el del clofi-
brato. EI HDL-c en el caso del clofibrato
representé el 68% del colesterol total, el
mismo que para el probucol. Para el AAS
fue el 67% y para el DIF fue el 65%. Todos
estos porcentajes fueron inferiores que el
del grupo control.

- Superdxido dismutasa: Se observa
una disminucién significativa de la activi-
dad enzimatica de la SOD en todos los gru-
pos respecto al control.

4. Acido ribonucleico

Hay un aumento de la expresion del
mRNA del gen para la enzima acil-CoA oxi-
dasa en algunas ratas tratadas con clofi-
brato. Esta sobreexpresion es menor con
el probucol y el AAS.

Los resultados de las hibridaciones
con el c-myc fueron en todos los casos
negativos.

DISCUSION

En el higado los farmacos antiinflama-
torias causaron un mayor incremento de la
catalasa hepatica que los agentes hipolipe-
miantes. Por el contrario en el cerebro la
catalasa muestra diferentes caracteristi-
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cas siendo los mas activos el probucol y
clofibrato. Pensamos que ese fenémenc
puede ser debido a la liposolubilidad y
unién plasmaética de las drogas, dos agen-
tes limitantes en el cruce de la barrera
hematoencefélica. Los AINEs se unen a
proteinas en un 99%, de modo que la con-
centracion de las drogas en el cerebro era
menor que los agentes hipolipemiantes,
los cuales se unen menos a proteinas y son
mas liposolubles.

Sorprendentemente el clofibrato, que
es un estimulante de la proliferacion pero-
xisOmica, no provoc un incremento de la
catalasa hepética. Estudios previos®¢ han
basado el incremento de catalasa en el
indice de proliferacion peroxisémica, aun-
que existen estudios contrarios. Moody®
observo un descenso de la catalasa tras 28
dias de tratamiento con clofibrato. Tras la
administracion de agentes estimulantes de
la proliferaciéon de peroxisomas, éste
aumenta méas que el contenido de catalasa.
Segdn esto, la proliferacion peroxisémica
asociada a la hepatomegalia observada no
se correlacionaba con el incremento de
catalasa.

De la misma forma que la catalasa, son
el acetilsalicilico y el diflunisal los que pro-
ducen un mayor incremento hepatico de la
actividad tiolasa, mientras que en cerebro
los farmacos hipolipemiantes son las mas
influyentes. Este cambio similar de la tiola-
sa y catalasa puede ser explicado de dos
maneras. El primer mecanismo se basa en
que la catalasa y la tiolasa se encuentran
presentes en el peroxisoma y por tanto
estdn expuestas de la misma forma a la
accion de los farmacos. Otra posibilidad
es que las drogas produjeran un incremen-
to de la B-oxidacién y un incremento del
peroxido de hidrégeno, que no es elimina-
do debido a un descenso de catalasa. Este
peroxido de hidrégeno produce una inhi-
bicién de la tiolasa. Los resultados de la
expresion de mRNA acil-CoA oxidasa apo-
yan esta segunda hipoétesis. Hay un incre-
mento en ratas tratadas con clofibrato y
menos en las tratadas con probucol y con
acetilsalicilico. Teniendo en cuenta que la
tiolasa y la acil-CoA oxidasa estdn en la
misma via metabdlica, no podemos estar
seguros que el mecanismo de induccion es
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el mismo para ambos, dado que el clofi-
brato causa un incremento en la acil-CoA
oxidada, pero no de la actividad tiolasa.
Estos resultados nos permiten excluir la
posibilidad de que las modificaciones enzi-
maticas vengan exclusivamente de la
accion de los fArmacos sobre las enzimas,
sino més bien de una situacién peroxidati-
va celular que modula directa e indirecta-
mente la expresion de DNA.

Los resultados del presente estudio
indican un aumento de la peroxidacién
lipidica en el plasma de las ratas tratadas
con los cuatro farmacos. En contraste con
estos resultados, Goel” no encontré un
incremento de los dienos conjugados en
el higado de ratas tratadas con cipofibra-
to. Es importante sefialar que la determi-
nacién de SOD, dienos conjugados, y ele-
mentos traza se han realizado en plasma,
pero no en tejidos. Por tanto, es posible
que los resultados en éstos no se correla-
cionen con lo encontrado en plasma y
dependan de la concentracion, accién o
biodisponibilidad de los farmacos en
ambos 6rganos.

Es interesante sefalar las propiedades
antioxidantes del probucol, que explicaria
que su dafio sea menor con menor forma-
cion de dienos conjugados y concentra-
cién de hierro y mayores niveles de zinc y
SOD que el clofibrato.

Todas los farmacos excepto el difluni-
sal producen un incremento de los niveles
de hierro que podrian ser dafiinos debido
a su participaciéon en las reacciones de
Fenton y Haber Weiss. Por otra parte, los
niveles de zinc disminuyen en las ratas tra-
tadas con hipolipemiantes, pero no con la
administraciéon de agentes antiinflamato-
rios. Estos resultados serian validos si se
considera que el zinc reduce los radicales
libres por medio de su papel como coenzi-
ma en la SOD. No obstante, la concentra-
cién de cobre no se modifico, lo que
podria indicar que el cobre tiene menor
efecto en la formacion de radicales libres.
En este sentido, se sabe que el cobre tiene
una doble accién; en primer lugar, partici-
pando como el hierro en la reaccién de
Fenton y Haber-Weiss, pero también con
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accion protectora como coenzima de la
SOD y ceruloplasmina.

El dafio del oxigeno reactivo es preve-
nido por la catalasa, SOD, glutation pero-
xidasa, etc. Cuando hay un exceso de
radicales libres, los enzimas son insufi-
cientes para frenar su proceso de propa-
gacion. Goel” observd tras la administra-
cion de cipofibrato un marcado descenso
en la actividad de glutation peroxidasa y
transferasa hepética, responsable de la
defensa frente al dafio por peréxido de
hidrégeno. Unos resultados parecidos los
obtuvo Weglarz® con acido acetilsalicilico.
Nosotros hemos encontrado un descenso
significativo de actividad SOD. Todas las
drogas parecen producir una situacién de
stress oxidativo que se muestra por un
aumento de substancias daiiinas y des-
censo de moléculas protectoras.

CONCLUSIONES

1. Los farmacos ensayados no afectan a
la ganancia ponderal, aunque si al peso
hepatico (clofibrato) y al cerebral (AINEs).

2. El tratamiento durante quince dias
ha incrementado la actividad de los enzi-
mas peroxisOmicos catalasa, tiolasa y
urato oxidasa no s6lo modificando el esta-
do peroxidativo celular o la actividad enzi-
mética, sino también induciendo la expre-
sion del gen de acil-CoA oxidasa.

3. El tratamiento con AINEs ha elevado
las cifras de triglicéridos plasmaticos, en
tanto que el clofibrato ha reducido los nive-
les de colesterol total y HDL-colesterol.

4. Tanto los hipolipemiantes como los
AINEs incrementan el estado de peroxida-
cion lipidica, con aumento de los dienos
producidos y pérdida de actividad superé-
xido dismutasa.
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