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Abreviaturas.

ADN Acido desoxirrikaonucleico.

ADP 5" -difosfatoc de adenosina.

APS Persulfatc de amonio.

ARNm Acido ribonucleico mensajeroc.

Cco Grupos carbonilos.

DOC Deoxicolato.

DTT Ditiotreitol.

EDC Clorhidrato de 1—etil-3;(3
dimetilamino-propil)carbodiimida.

EDTA Acido etilendiamino tetraacético.

EF-2 Factor de elongacién 2.

ERO_ Especies reactivas de oxigeno.

HC Hidroperdoxido de cumeno.

KLH Hemocianina de ojo de lapa.

MDA Malondialdehido.

NADP", NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato y su
forma reducida.

ON | Oxido nitrico.

PARP Poli (ADP)-ribosiltransferasa.

PBN N-ter-butil-a-fenilnitrona.

PRS Tampédn fosfato salino “phophate huffer saline”.

PMSF Fenilmetanosulfonilo floruro.

PPO 2,5 difenil oxazol.

RL Radicales libres.



SDS

o

odecil sulfato sdodico.

Sulfo-NHS N-Hidroxisulfosuccinimida.

TBA Acido tiobarbiturico.

LBHP ter-Butil-hidroperdxido.

Tc Constante del tiempo de terminacidn de la
cadena péptidica.

TCA Acido tricloroacético.

TEMED N,N,N" ,N -tetrametilenc~etilenodiamina.

Tris Tris-(Hidroximetil)-aminometano.
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1.1, Estrés oxidativo. Definicidn.

El estres oxidativo es un término general usado para describir

R

el estado de dafio causado por las especies reactivas de oxigenoc
(ERO). Estas ERO, tales como los radicales 1libres vy 1los

peréxidos, se producen mayoritariamente en una serie de

[0
[N

reaciones normales del metabeolismo del oxigeno de los organismos
aerdbicos y el dafio causado por ellas puede afectar no sélo a
moléculas especificas sino al organismo entero. El1 estado o
grado de estres oxidativo es determinado por el balance entre la
velocidad en que el dafio es producido y la velocidad en que el
dafic es eliminado. A ‘su vez, el nivel de produccion de dafio
viene determinado por la tasa de produccién de las ERO y de
inactivacién de las mismas por las moléculas llamadas
antioxidantes. Por otro lado, la velocidad de eliminacidén del
dafio depende del nivel de las enzimas gue participan en los
procesos de reparacidén.El estado de etres oxidativo de cada
individuo viene determinado por factores hereditarios, el
entorno v el tipo de vida. Actualmente, es ampliamente aceptado,
gque aquellos individuos con un elevado grado de estres oxidativo

presentan una mayor probabilidad de sufrir de forma mas temprana

las denominadas enfermedades relacionadas con la edad.

1.2. Definicidén del Radical libre (RL).




Los radicales 1libres se pueden definir como toda especie
molecular gque tiene uno o mas electrones desapareados; cuya
enorme  reactividad se debe a la inestabilidad de su
configuracidon electrdénica, tendiendo siempre a captar de otras
moléculas el electrén que les falta para alcanzar la
estabilidad. Aungue esta definicién incluye al 4&tomo de
hidrdégeno (un electrén desapareado), a la mayoria de los metales
de transicidn y los derivados del oxigeno, la definicidén de los
radicales libres estd a veces acompafiada de la especificacidn de
que el electrdén estd situado en el exterior del orbital. Esta
ultima definicién excluye la mayoria de los metales de
transicidén. Sin embargo, vista la importancia de estos metales
en las reacciones de transferencia de electrones (Hill, 1981;
Halliwell, 1987; Halliwell, 1989), se suele preferir la

definicibén méas simple.

Los radicales libres derivados del oxigeno, en particular el
anidén superdxido O.°7, se producen de manera constante en el
organismo (Yu y Yang, 1996) (p.ej. un individuo gque tiene una
vida media de 80 afios, consume cerca de 80 toneladas de oxigeno
y produce 350 Kg de especies reactivas de oxigeno, un 1-10% del
oxigeno total). Aunque los radicales libres pueden tener algunos
efectos beneficioscs, como, por ejemplo, poder bactericida, las
especies reactivas de oxigeno son altamente perjudiciales a
nivel celular y molecular y su extremada reactividad hace gque

<

ocaslonen 1mportantes alteraciones moleculares (Levine y col,
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1981; Keherer, 1993). De aqui que la supervivencia de los
organismos dependa de la prevéncién y reparacidn de los dafios
cxidativos. En este sentide, Jjuegan un papel importante los
sistemas antioxidantes (enzimas vy moléculas captadoras de

radicales libres que protegen de los dafios producidos por estos

radicales).

1.3. Mecanismos de generacién y eleminacién de los radicales

libres.

Nuestro organismo posee diferentes mecanismos de formacidn y
eleminacién de los radicales libres, entre los méds importantes

productores de radicales libres se puede destacar:

1.3.1. Produccidn de especies reactivas de oxigeno (ERC) a nivel

y o~ 4 o~ 7
mitocondrial.

En condiciones aerébicas, la cadena respiratoria representa la

@]

mayor fuente de radicales libres en la célula (Boveris Y Chance,

1973; Jobsis y LaManna, 1978). Se ha descrito que la inhibicién

A

(52% de inhibicidén de la actividad de NADH-ubiquinona-1 (CoQ:)
reductasa) con el MPP" del compleijo I 0o la inhibicién con
antimicina A del complejo III de 1la cadena respiratoria
mitocondrial estén acompafados por la liberacién de radicales
libres (Turrens y Boveris, 1980; Hasegawa vy col, 1990). La
produccién de radicales superdxidos por la cadena respiratoria

esta implicada en varios procesos patoldégicos, particularmente
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en el envejecimiento,; las enfermedades degenerativas y el cancer
(Sohal y Dubey, 1994; Shigenaga y col, 1994; Ames y col, 1995;
Ames y col, 1993; Cortopassi y Wang, 1995; Wang y cortopassi,
1994; Cortopassi y Arnheim, 1990). Otros autores han descrito
que los radicales libres no se presetan como la causa inmediata
del proceso de envejecimiento, y lo relacionan <con la
disminucién de los secuestradores de los radicales libres

(Forman y Azzi, 1997).

1.3.2. Produccidn de especies reactivas de oxigeno (ERQ) por el

sistema cltocromo P-450,

Los mamiferos presentan un sistema de detoxificacidén situado en
el reticulo endoplasmico de las céulas hepaticas por el que las
tokinas son primeramente oxidadas por el icitocromo P-450 y
transformadas, después, en una forma soluble (Ochi, 1995).

Aungue, el sistema citocromo P-450 es un componente importante
de los mecanismos de defensa que protegen a los organismos de
las sustancias toxicas, es al mismo tiempo una fuente importante
de radicales libres (Fig. 1) vy sustancias carcinogénicas, . a

veces generadas a partir de compuestos no toxicos (Ocih, 1995).



ROH

Fej-‘t —//

{RQOH}

Figura. 1. Reaccidén de oxidacidédn de toxinas por el

sistema citocromo P-450 y los niveles de produccidn

de los radicales superéxido (0. ') y el perdxido de
hidrogeno (H-0:). El1 sustrato estd representado por
(RH) y su correspondiente producte por (ROH). El

hierro del hemo de citocrome P450 es representado

por Fe” (Moorhouse y Aust, 1988)
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Otro de los procesos importantes de preduccidén de radicales
libres (radical hidrdéxilo) es la reduccidén del agua oxigenada

por ciertos iones metdlicos, en una reaccién llamada Reaccidn

de Fenton.
H.0, + Fe" ———————3 Fe™* + OH  + OH’

También, por la reaccién de Haber-Welss, puede producirse el
radical hidréxilo a partir del superdxido y del agua oxigenada,
siendo dichas reacciones catalizadas por hierro (en forma de

sal ferroso).
H, O, + Oz.— _— 0, + OH + OH’
Ademas de estas deos importantes fuentes de RL, existen otras

fuentes segundarias:

1. A partir de actividades enzimaticas:
triptéfanc dicxigenasa
indolamina dicxigenasa
xantina oxidasa
peroxidasa (durante la oxidacidén de NADH)
aldehido oxidasa

2. A partir de moléculas pequeias:
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riboflavina reducida, FMNH,
difenol (adrenalina)
melanina

ticles

1.3.4. Eliminacién de radicales libres.

El organismo presenta varios mecanismos de

14

protecciodn

contra las especles reactivas de oxigeno. Los m&s importantes

SOI11:

1. sistemas no enzimaticos:

a~tocoferol
ascorbato
f~carotenos
urato
ceruloplasmina

2. Sistemas enzimaticos:
superéxido dismutasa
glutation peroxidasa
catalasa

3. Sistemas de enzimas auxiliares:
NADPH-quinona oxidoreductasa
epdxido hidrolasa

UDP~-glucoroniltransferasa
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sulfotransferasa
GSH-S-transferasa
GSSG~reductasa

glucosa-6-fosfato dehidrogenasa

1.4. Efecto de los radicales libres sobre las biomcléculas.

Como ya se ha mencionado, el estrés oxidativo es un término
general usado para describir el dafic causado por las especies
reactivas de oxigeno. Este dafo puéde afectar a moléculas
especificas o al organismo entero. Los dafios oxidativos causan
alteraciones en las funciones normales del organismo y pueden
generar muchas enfermedades especificas. El1 dafio de los
radicales se 1inicia, a menudo, a nivel de las membranas
plasmaticas deteriorando la permeabilidad de la membrana a los
iones vy afectando cilertas proteinas transmembranarias como
transportadores vy enzimas (Halliwell vy Gutteridge, 1989;
Benedetti y col, 1988). Este efecto es un factor importante en
el deterioro de las funciones optimas del organismo que conducen
al envejecimiento (Kowalds vy Kirkwood, 1994).

Los radicales libres, debidos a su alta reactividad, pueden

alterar distintas biomoléculas.

1.4.1. Peroxidacidén de lipidos.

La peroxidacién de lipidos a nivel de la membrana bioldgica

altera la fluidez, el potencial transmembranario, la



1/

Esta reaccidén; no sb6lo afecta a las membranas y los &cidos
grasos; sino también altera los lipidos alimentarios (O“Connell

Yy Garner, 1983).

1.4.2. Oxidacidén del DNA.

Se ha descrito que cuande las células estdn expuestas a un
estrés oxidativo (por ejemplo, un aumento intracelular de
compuestos como 0. y H:0-, por tratamiento exterior con
concentraciones altas de H:0., o una exposicién al humo del
tabaco) se producen roturas en las hebras del DNA (Mello Filho y
col, 1984; Mello Filho y Meneghini, 1984; Imlay y Linn, 1988;
Nakayama y col, 1985; Birnboim, 1988), deleciones cromosémicas y
alteraciones en la expresién. genética que pueden llevar a la
muerte celular (Freeman y Crapo,1982; Richter y col., 1988). El

DNA mitocondrial también se encuentra afectado (Cutler, 1991).

1.4.3. Oxidacidén de glucidos.

Los radicales 1libres también actian sobre los gludcidos,
produciéndose alteraciones Ccomo despolimerizacidn Yy la
fragmentacidn del &acido hialurdénico componente importante de la
sustancia basica del fluido sinovial y del humor vitreo del ojo

{Dunn y co0l.,1991).

1.4.4. Oxidacidn de proteinas.

En general, el origen de la formacién de una proteina

defectuosa (dafiada o anormal) puede ser iniciado por varios
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medios distintos de 1las -oxidaciones por RL. Asi, algunas
proteinas anormales son producto de errores a nivel de la
sintesis de proteinas (ARNm anormal o incorporacién incorrecta
de aminodcidos o anormalesgs). Otras, son productos de un
plegamiento incorrecto o son proteinas desnaturalizadas. Toda
esta gama de proteinas errdneas, son répidamente degradadas “in

vitro”.

Por otro lado, se han descrito numerosas modificaciones quimicas
que se producen en las proteinas con posterioridad a su
sintesis. Entre las modificaciones post-traduccionales que
parecen tener mayor repercusiodn sqbre las actividades de las
proteinas, las més importantes son la oxidacién y 1la
glicosilacién. Los trabajos llgvados a cabo por el grupo de
Stadman (Stadman, 1985; Stadman, 1986; Stadman, 1983) y otros
(Davies, 1985; Levine, 1983; Roseman y Levine 1987; Cervera y
Levine 1988) nosotros y estos ( Gordillo y co0l,1988; Gordillo y
col, 1989; Davies , 1986; Davies y Goldberg, 1987a; Davies y
Goldberg, 1987b; Davies, 1987; Davies y col, 1987; Davies y
Delsignore , 1987; Davies y col , 1987; Taylor y Davies, 1987;
Davies y Lin, 1988; ; Davies y Lin, 1988; Marcillat y col, 1988)
ponen de manifiesto el efecto inactivador que produce una gran
variedad de sistemas oxidativos sobre muchas enzimas. En estos
estudios, también se ha observado que la inactivacién de enzimas
por oxidacibén activa la degradacidn proteolitica de las mismas.

La degradacidén de numerosas proteinas implica, generalmente, dos
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pasos (Cervera y Levine, 1988; Pacifici y col, 1989). En el
primero, la enzima es oxidada dande lugar a una forma
cataliticamente inactiva. En esta etapa se oxidan aminoacidos
por la accidén combinada de hierro y de agua oxigenada, dando
lugar a derivados carbonilicos. En el segundo paso, la forma
oxidada es degradada radpidamente por una serie de proteasas
intracelulares (Fig. 2). Asi, se ha comprobado que la
inactivacién de la glutamina sintetasa de E. coli esta producida
por conversién de la His,ss en Asn (Farber y Levine, 1986) y de
la Args;s en un derivado del semialdehido glutédmico (Climent vy
Levine; 1991). Estos dos residuos estédn implicados en los sitios
de unién del metal al centro catalitico de la enzima {(Almassy ¥y
col., 1986). La susceptibilidad de la enzima al siguiente paso
de*degradaéién por proteasas, esta asociada con la modificacidn
de un segundo residuo de His, el cual estd situado en el segundo
sitio de unién del metal a la enzima (Almassy y col., 1986;

Levine, 1983).

Al final de los afios ochenta, se desarrolld una técnica para
determinar los grupos carbonilos, un subproducto gue se forma
por la oxidacién de 1las precteinas. Estas determinaciones
revelaron que la cantidad de proteinas oxidadas en diversos
tipos celulares del organismo humano aumentaban exponencialmente
con la edad del donante (Lenz, 1989). También, se han obtenido
resultados interesantes al examinar fibroblastos procedentes de

pacientes con Projeria y el sindrome de Werner (Oliver y col,
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1987), en las que se produce un envejecimiento prematuro. Estas
personas presentan niveles de grupos carbonilos
extraordinariamente méds elevados que los individuos normales de
su misma edad. Segun algunos céalculos, hasta la mitad de las
proteinas, de wuna persona de edad avanzada podrian quedar
inactivas a causa de las alteraciones‘oxidativas {Lissi y col,
1991). Este grado de oxidacibn, conduciria casi con certeza a la

senescencia.



Radicales libres —P  Proteinas
u oxidantes *

Proteinas desnaturalizadas

Entrecruzamiento de proteinas Proteinas fragmentadas

* '

Agregaciones de proteinas insolubles Sistema de proteolisis

v

Aminoéacidos

Fig. 2. Efecto de los radicales libres sobre las proteinas.



1.5. Proceso de envejecimiento.

Se puede definir el ©proceso de envejecimiento como la
acumulacién de cambios y alteraciones que se producen con la edad,
asociado a una disminucién lineal y constante de la capacidad de las

funciones bioldgicas (Cutler, 1984).

Aungue son muchas las hipbtesis que a lo largo de estos arfios
~han intentadc establecer las causas del envejecimiento, ninguna de
ellas es capaz de explicar en su totalidad el mecanismo de 1los
cambios moleculares fenotipicos y genotipicos asociados con la edad
y la mayoria de las teorias se han limitado a describir fendmenos o
definir cambios fenotipicos que suceden durante el ciclo de vida de
los organismos (Tabla. 1). Algunas de estas hipdtesis no sélo han
intentado explicar el mecanismo por el cual envejecen los
organismos, sino también los cambios evolutivos que conlleva la
longevidad, asi como las distintas velocidades con las que las

diferentes especies envejecen (Cutler, 1984).

Entre todas estas teorias, la teoria de los radicales libres vy
envejecimiento de Harman({(1956) es la mads aceptada, no solamente en

el adrea de Gerontologia, sino en varias disciplinas bioldgicas.
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Tabla 1.

TEORIAS SOBRE EL ENVEJECIMIENTO Y LONGEVIDAD.

Teoria de la Pleitropia Antagonista Williams, 1957.

Teoria de las mutaciones somaticas Orgel, 1963.
Curtis, 1963,19¢66.

Teoria del Soma Desechable Kirkwood, 1988.

Teoria de los radicales libres Harman, 1956, 1968.
Stadtman, 1992.
Sohal and

Weindruch, 1996.

Teoria de la disdiferenciacién Cutler, 1982.

Envejecimiento y capacidad
proliferativa celular. Telbmeros. Harley y col., 1990,
1995.

La teoria de los radicales libres ha permitido explicar la
interaccién entre envejecimiento y el desarollo de enfermedades
relacionadas y los cambiocs funcionales y estructurales que ocurren
durante este proceso. Esta teoria fue propuesta por Harman en 1956,
y fue conocida en aquella epoca como “la hipdtesis de la biologia de

las radiaciones y los radicales libres” Posteriormente, se comprobd
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que los rayos X producian radicales libres y aceleraban el proceso

de envejecimiento.

1.6. Sintesis proteinas y envejecimiento.

Una de las observaciones valida para todos los organismos es la
disminucién considerable de la capacidad de sintesis de proteinas
con el envejecimiento (Richardson, 1981; Makrides, 1983). Asi, se ha
descrito una disminucién de la sintesis de proteinas con ia edad en
diferentes oérganos de ratédén, incluyendo el higado (Mainwaring, 1969;
Blazejowski, 1983), el muasculo esquelético (Blazejowski, 1983;
Britton, 1975), los riﬁqnes (Blazeﬁowski, 1983), el cerebro
(Blazejowski, 1983) y el timo (Azelis y col, 1982). Ademas, la
naturalezar de esta disminucién és diferente en cada érgano
(Blazejowski, 1983). E1 efecto del envejecimiento sobre las
diferentes etapas de la sintesis de proteinas también ha sido
establecido la Drosophila melanogaster. Estudiando la wunién del
metionil-tRNA al complejo de iniciacién 40S y la formacidén del.
complejo de iniciacidén 80S, se observd una disminucién del 12-20% en
Drosofila “vieja”. Estudios similares realizados en extractos
celulares de higado v rifion de ratas jovenes y viejas (Gabiusy col,
1983) y ratones (Blazejowski y Webster, 1984), revelaron cambios
parecidos con . la edad. Estos estudios se han centrado en 1los

.factores de iniciacién. Asi, se ha descrito, tras el nacimiento de

ratas de tres meses, el factor de iniciacién elIF-2 sufre una
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disminucién en su actividad en cerebro (Vargas y Castafiada, 1983;

Calés y col, 1986).

Ademads de estos factores de iniciacidén, los factores de elongacidn
han sido muy estudiados, sobre todo los factores de elongacibédn EF-1
y EF-2. Usando como modelo experimental Drosofila, nematodos vy

roedores v determinando la unidén de la fenilalanil-tRNA al ribosoma

4

en la tradﬁccién de un RNAm poli(U) de un extracto celular, se ha
demostrado que la fase de elongacidén de la sintesis de proteinas
sufre una bajada significativa (Webster, 1985, 1986; Richardson VY
Semsei, 1987). En cuanto a las caracteristicas del EF-1, este factor

estd -constituido por dos partes: una proteina de unidén de

nucleétidos, EF-la, y un complejo de proteinas de intercambio de
nucledétido, EF-1fy (Riis y col, 1990). AGn no se han realizado
estudios sobre los cambios del factor EF-1fy relacionados con la

edad. No obstante, el EF-la ha sido bastante estudiado. Por ejemplo,

Cavallius y col. (1986) ha observado en extractos celulares y usando

ensayos estoquiométricos y cataliticos, una disminucidén del 45% en
la cantidad de EF-la activo y un 35% de la actividad catalitica de
este faétor en el envejecimiento de los fibroblastos humanos, MRC-5.
Una bajada similar de la cantidad vy la actividad del EF-la fue

determinada a partir de ratones viejos e higado de ratas (Rattan y

col, 1987). No obstante, no se detectdé ninguna diferencia en la
cantidad y actividad del EF-la en higado de ratas viejas (Fischer

344), alimentada con dieta pobre en calorias respecto a ratas
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controles, a pesar de la diferencia observada en la tasa de sintesis
de proteinas totales (Rattan, col, 1991). Otro factor es el EF-2,
responsable de la translocacién del peptidil-tRNA en el ribosoma. Se
han publicado varios resultados contradictorios sobre los cambios
relacionados con la edad de la cantidad y la actividad del EF-2.
Asi, Webster (1985), no detecté ninguna diferencia en la actividad
de EF-2 en. extractos celulares de Drosofila de diferentes edades y
en 6rganos de roedores. En trabajos similares, la proporcién de EF-2
termosensible aumenta con la edad y la actividad especifica de este
factof no cambia entre ratones jovenes y viejos (Takahashi y col,
1985b) . Sin embargo, se ha discrito en los fibroblastos humanos MRC-
5 (Riis y col, 1990), una disminucién del 64% en la cantidad de EF-2
activo determinado indirectamente. por el ensayo de la toxina

difterica.

Considerando los resultados relacionados al efecto de los
oxidantes sobre la sintesis de proteinas (ver més adelante), nuestro

estudio se ha centrado en el EF-2.

1.7. Caracteristicas del factor de elongacidn-2.

El eEF-2, es wuna cadena polipeptidica que contiene 857
aminodcidos en los eucariontes superiores, con una diferencia de
solamente 8 aminodcidos entre el hamster y el humano (Rapp y col,
1989). Su peso molecular relativo es de 95-100 kDa y tiene plI de

alrededor de 7. Contiene 18 grupos disulfidrilos. Esta enzima
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cataliza la translocacién del  peptidil-tRNA desde el sitio A al
sitio P del ribosoma. El EF-2 es también un miembro de la familia de
proteinas ligantes de nucleétidos de guanina y contiene la secuencia
corespondiente a esta proteina descrita por (Dever y Merrick, 1989).
El enlace que se estabece entre el factor EF-2 y el GTP produce una
transformacién en la conformacién de la enzima, aumentando de este
modo su afinidad por los ribosomas (Nilsson and Nygéard, 1985; Sontag
y col, 1993). La accién del factor de elongacién 2 depende del
complejo ternario EF-2, GTP y ribosoma. Durante su accidn
~catalitica, el EF-2 hidroliza una molécula de GIP dando un GDP y Pi.
La enzima tiene una afinidad 5 veces més alta al GDP que el GTP (Kd:
2.5 uwM y 0.5uM, respectivamente). In vivo esta diferencia de
afinidad estd compensada  por la alta concentracién de GTP
citosdlica.

El EF-2 presenta una homologia en la secuencia de aminoacidos
con la ciclofilina (Gschwendt y col, 1988). La ciclofilina presenta
la actividad peptidil-prolilo cis-trans isomerasa, reaccidn que se
considera como un factor limitante en el proceso de plegamiento de
algunas proteinas (Fischer y col, 1989). Esto conllevdé que algunos
autores especulasen con la posibilidad de una segunda funcidén de
este factor como una enzima cis-trans isomerasa, l1lo que no se ha

demostrado todavia.

1.7.1. Modificaciones post-traduccionales del factor de elongacidén

2.



28

Se han descrito al . menos Lres modificaciones post-
traduccionales en el EF-2. Normalmente, el EF-2 contiene una
histidina en posicién 715 en el caso de los eucariontes superiores
que esta modificada en 2-[3-carboxiamido-3-(trimetil-amonio)propill]
histidina(diftamida) (Van Ness y col, 1980). La diftamida y 1los
aminodcidos de alrededor estidn muy conservados en todos 1los
organismos, incluido las arqueobacterias, (Los mutantes carentes de
diftamida, presentan una sintesis de proteinas normal y son
resistentes a la inactivacién por toxina -difterica), la presencia
deftaﬁida podria estar implicada en algun Proceso de regulacién o de
interaccidén con los ribosomas. La segunda modificacidén post-

traduccional es la ADP-ribosilacidén de la diftamida, cuya

consecuencia es la inactivacién del EF-2 y la inhibicién de 1la
sintesis de préteinas. Existen dos formas de ADP-ribosilacién, una
ADP-ribosilacién endbdgena, producida por las ADP-ribosiltransferasas
celulares4(Sitikov ycol, 1984; Fendrick y Iglewski, 1989) y otra
exbdgena producida al menos, por dos toxina bacterianas, la toxina

difterica, sintetizada por Corynebacterium diphteriae infectado por
el fago B, y la exotoxina de pseudomonas, producida por Pseudomonas

aeruginésa (Lee y Iglewski, 1984). La tercera modificacidn post-
ftraduccional detectada en el EF-2 es la fosforilacién (End y col,
1982; Palfrey vy col, 1983). La fosforilacién inactiva al EF-2 e
inhibe la sintesis de proteinas (Riis y co0l1,1990; Donovan y Bodley,
1991), Esta modificacién afecta un residuo de treonina situado cerca

del extremo N-terminal entre los aminoadcidos 51 y 60 en el dominio
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ligante del GTP. En el caso de los mamiferos, esta zona contiene
tres treoninas en las posiciones 53, 56 y 58 pero en la levadura hay
solo dos (Perentesis y col, 1992). Estudios funcionales utilizando
un purificado de EF-2 fosforilado, mostraron que la fosforilacién de
solo una treonina inhibe totalmente 1la actividad del factor de
elongacién (Carlberg y col, 1990), Trabajos recientes demuestran que
la fosforilacidén del EF-2 puede afectar a otros residuos ademds de
la treonina, como la serina y la tirosina (Kim y col, 1991; Brown y
col, 1994). Entre las enzimas responsables de 1la fosforilacidn
endbgena se ha identificado a las proteinas quinasas dependientes de
Ca'-Calmodulina (CaM PK III), llamadas también las quinasas de EF-2
(Nairn y Palfrey, 1987). La inactivaciép del EF-2 por fosforilacién,
al contrario que la ADP-ribosilacidén, es un mecanismo reversible
catalizado por una fosfatasa, PPZA (Gschwendt y co0l,1989). Se ha
descrito otro tipo de fosfatasa, PP2C, que defosforila también el
EF-2, pero no estd activa en todos los tejidos (Redpath y Proud,
1990). Algunos hongos y levaduras simples contienen un tercer
factor de elongacién soluble, EF-3. Esta constituido de una cadena
péptidica de 125 kDa aproximadamente, situado en la pequefia
subunidad ribosomal en las levadura (Kamath y Chakraburtty, 1989).
Esta descrito qﬁe el EF-3 constituye una parte interna del ribosoma
en los eucariotas, vy la adicién de este factor a un extracto no
influye en el desarollo de la sintesis de proteinas. Sin embargo, la
extraccién o la inhibicién de este factor en los hongos o levaduras

inferiores bloguea totalmente la sintesis de proteinas.



30

1.8. OBJETIVO DE ESTA TESIS.

El principal objetivo de este trabajo es estudiar el mecanismo por
el cual la sintesis de proteinas disminuye durante el

envejecimiento.

Como se indica eng la introduccién, durante el proceso del
envejecimiento se produce una disminucidén significativa de la
sintesis de proteinas en todos los o6rganos de los distintos
organiémos estudiados. Sin embargo, hasta el momento no se sabe qué
etapa de 1la sintesis de proteinas se rencuentra especialmente
afectado. Durante un cierto tiempo se consideraba que la disminuciédn
de la actividad de sintesis de proteinas podria ser debida a la
disminuciéh de la concentracidén del factor de iniciacién. Estos
trabajos fueron desarollados en Drosophila, observédndose que el
aumento de la dotacidén genética del gen del factor de iniciacidén 1
producia un aumento significativo de la longevidad. Aungque este fue
un descubrimiento importante, posteriormente' se describidé que el
aumento de la longevidad era debido al lugar de unién del gen en el
génoma de Drosophila e independiente del gen implantado. Esto
estudios previos nos llevaron a estudiar el mecanismo por el cual la
sintesis de proteinas desminuye durante el envejecimiento, para
ello, hemos usado una técnica de medida de la actividad de sintesis
de proteinas “in vivo”, que permite distinguir el efecto sobre las
distintas fases del proceso. Considerando la principal teoria del

envejecimiento, que lo relaciona con el acumulo del dafio oxidativo.
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Se han estudiado las similitudes entre los cambios en la sintesis de
proteinas de los animales Jjovenes tratados con compuestos oxidantes
y animales viejos.

La primera fase del trabajo ha consistido en demostrar que la
inhibicidén de la sintesis de proteinas se producia "“in vivo” con la
administracidén del oxidante elegido o durante el envejecimiento (En
este uUltimo caso, se trataba de confirmar algo que ya ha sido
previamente descrito). A continiacién, se determiné qué fase de este
proceso resulta més afectada. Una vez finalizada esta parte se
- decidid qué factor o factores de la fase afectada podrian ser los
mejores candidatos para ser modificados. Por ultimo, se estudiaron
las modificaciones en estos factores durante el envejecimiento y en
el estrés oxidativo, que pudieran dar cuenta de 1la inhibicién

encontrada.
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2. Material y Métodos.

2.1. Animales.

Hemos utilizado en nuestros experimentos ratas hembras de 3, 12
Yy 24 meses de raza Wistar con un peso medib de 200 gramos. Las ratas
fueron criadas en# nuestro centro y mantenidas en condiciones
controladaé de luz y temperatura, con agua y alimentos “ad libitum”.
Las ratas tratadas con hidroperéxido de cumeno (Sigma) recibieron
inyecciones intraperitonialeé (IP, 35 mg/Kg de peso/dia) a las 10
a.m durante 7 dias. Las ratas controles se trataron con 0.9% NaCl.
El peso de las ratas fue controlado a lo largo del tratamiento fue

similar en todos los grupos.

2.2, Produccién de anti-cuerpos policlonales anti EF-2.

2.2.1. Péptido utilizado para la produccidén de anticuerpo.

Para preparar el anticuerpo policlonal anti EF-2 se us6é el péptido
sintético H-CGTRFTDTRKDEQGC-NH,, de peso molecular 1715.9 dalton,
gque corresponde a una zona de la cadena polipéptidica del EF-2 de
maxima hidrofilia (Eh negrita). El1 péptido fue sintetizado por

Chiron Mimotopes peptide systems (Australia).

La pureza del péptido se verificé mediante Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC), utilizando para ello columnas de fase
reversa tipo (Hibar, Merck, LiChosphere 100RP-18, ODS, tamafio de

particula: 5 pm, Largo: 25 cm, Diametro interior: 4 mm.).



Percentage of Total

H-CGTRFTDTRKDEQGC-NH2

100+

1715.6

80+

604

401

20+

|

'
Ol-YlllrlI]l|IIIXIYI'IIIIIIIlTT]lIII"III'Illll'llflllll‘!‘l"ll

1500 1600 1700 1800 1900 2000
Molecular Weight (Dalton)




Condiciones de analisis con HPLC:

-Disolvente A: 0.1% TFA (Acido trifluorocacetice) en agua
desionizada (MilliQ).

- Disolvente B: 60% Acetonitrilo, 0,1% TFA en agua
desionizada (MilliQ).

- Gradiente: 100% disolvente A al 100% disolvente B a partir
de 5-20 min. Flujo 1,5 ml/min.

-~Temperatura de la columna: 25°C.

2.2.2. Acoplamiento de péptido sintético a la proteina

transportadora.

Con el fin de aumentar su capacidad inmunogénica, el péptido se
unié a la proteina transportadora hemocianina de ojo de lapa
(Harlow y cols, 1988) usando el test comercializado por Pierce.
La reaccidén de acoplamiento se realizé con carbodiimida (EDC,
Pierée) mediante el siguiente procedimiento:

1. El péptido se disovio en PBS (2 mg/ml), en una solucidbn, 140
mM NaCl, 8.0 mM Na,HPO,, 1.7 mM NaH,PO,, pH 7.5 (PBS).

2. Se afiadidé EDC hasté una concentracidén final de 50 mM y se
incubdé 5 minutos a temperatura ambiente ajustando el pH entre 7
y 7.5 con NaOQOH.

3. Se afladidé un volumen igual (péptide + EDC) de KLH y fue
incubado 2 horas con agitacidén suave a temperatura ambiente.

4. Se pard la reaccidn afiadiendo acetato sédico pH 4.2 hasta una

concentracidén final de 100 mM.
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5. El1 péptido que no habia reaccionado fue eliminado por
diadlisis frente a PBS durante 12 horas a 4°C.
6. El1 péptido unido a la KLH se fracciondé y se congeld a -20°C

hasta su utilizacién.

2.2.3., Inmunizacidn.

Los conejos fueron inmunizados con el péptido acoplado a KLH.
Se utilizaron 300-400 mg de antigeno pbr inoculacidén. En la
primera inoculacién los conejos fueron inyectados
subcutdneamente a lo largo de 1la columna vertebral (10
pinchazos), con el antigeno emulsionado por sonicacién en
adyuvante completo de Freund (1:1,v/v).

Posteriormente, se realizaron 3 inoculaciones subcuténeas mas,
a intervalos de 2 semanas en adyuvante incompleto de Freund
(1:1, v/v). Los animales fueron sangrados antes de la primera
inyeccién (muestras preinmunes) vy 10 dias después de cada

inoculacién.

2.4. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida-SDS.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida, en presencia de
SDS, se realizaron segun el método descrito por Laemmli (1.970).
Para la preparacién de los geles se utilizaron las siguientes

soluciones de partida:



Las muestras se mezclan en proporcién 1l:1 con el tampdén de
muestra, cuya composicidén se detalla a continuacién, Yy

posteriormente hervidas a 100 °C durante 5 min.

0.01 M Tris/HC1 ©pH 6.8
20% glicerol

10% b-Mercaptoetanol
2.3%  SDS

0.005% Azul de Bromofenol

Agua destilada llevar hasta 50 ml.

Como tampdédn de corrido se empled una solucién cuya composicidn
fue: 0.05 M Tris, 0.383 M glicina pH 8.3 y 0.1% SDS. |

En cﬁanto a las condiciones de las electroforesis, éstas se
llevaron a cabo a 75 V mientras la muestra corria dentro del gel
espaciador y a 150 V hasta que el frente llegd a 1 cm del final
del gel separador. Los Qgeles, una vez finalizadas las
electroforesis, se tifieron durante 30 min. con azul de Coomasie
G al 0.25% (p/v) en etanol: agua: acético (5:5:1), tras lo cual
se destifieron con una solucidén que contenia 4&cido acético

glacial al 7.5% y metanol al 5%.

2.5. TIsoelectroenfoque (IEF) vy electroforesis bidimencional.

Primera dimensién:
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El isocelectroenfoque se realizo segin el procedimineto de
Nicholas y Redpath (1991). La solucidén de acrilamida contenia 9
M urea (p/v), 4.8% acrilamida (p/v), 0.2% bis-acrilamida (p/V) ¥

4% anfolitos (p/v), pH 6-8. Después de degasificar, se afiadieron
CHAPS solido hasta una concentracidén de 2%, 50 pl de persulfato

de amonio al 10% y 6 ul de tetrametiletilendiamina (TEMED). La

solucidén se dejé polimerizando durante toda la noche a 4°C. Los
tampones del catodo y el &nocdo fueron 20 mM NaOH y 10 mM H;POy,
reépectivamente. La cantidad de muestra cargada en cada pocillo
fue 10-150 ug de proteinas, y en un Volﬁmen total de 20 ul. Las

muestras fueron preparadas en un tampdédn de muestra de
composicién 8 M Urea, 2% Triton X-100, 1% 2-mercaptoetanol, 1%
Azul de brdmofenol y 2.4% de anfolitos pH 6-8. El IEF se corrid
a potencia de 4 Watios, con un limite de voltage de 1.000 V.
Tras 2 horas, se cambié el limite a 650 V. A continuacién, los
geles se transferieron a una membrana de nitrocelulosa
(Blotting) o se tifiieron. Para la tinciéh del gel se lavd toda
la noche con 10% TCA (péra eliminar CHAPS y los anfolitos) tras
lo gual se lavd con agua y posteriormente tefiide durante 15 min.
con azul de Coomasie G al 0.25% (p/v) en etanol: agua: acético
(5: 5: 1). El gel se destifioc con una solucidén que contenia acido

acético glacial al 7.5% y metanol al 5%.

Segunda dimensidn:




Una vez terminada la primera dimensidén; el gel se cortd en
tiras correspondiendo a los distintos pocillos, 1las cuales
fueron congeladas a -20 °C.

Para proceder a su corrido en la 2D se equilibran las tiras en
tampdn (para la eliminacién de los anfolitos y a la
desnaturalizacidén de las proteinas separadas por el pI) de

equilibrio durante 2 minutos y a 37 °C.

Tampén de equilibrio.

Tris base 0.3 M
Tris/HC1 0.075 M
SDS 3%

A 100 ml de este tampdn se le aflade

DTT : 50 mM
Azul de Bromophenol 0.01%

La agarosa se prepard al 0.5% (p/v) en tampdn de corrido 0.025 M
Tris\HC1 pH 8.3, 0.192 M Glicina y 0.1% SDS. Se afadio 0.001%
del Azul de Bromofencl y se calentd en un bafo de agua
hirviendo. Después de fundir la agarosa se enfrio hasta 50°C.

Se prepard un gel segun se describe en el apartado 2.4, dejando
un espacio entre el gel espaciador y el borde superior para
insertar la tira del IEF.

Una vez insertada la tira se coloca la agarosa fundida encima y
se deja endurecer a temperatura ambiente. Después de

aproximadamente 10 minutos el gel esta preparado para su corrido
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en la segunda dimensidn bajo las mismas condiciones descritas en

el apartado 2.4..

2.6. Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa y

sistemas de inmunodeteccion por Quimioluminescencia.

A- Tras la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS o

tras el isoelectroenfoque, se procedid® a la transferencia de las
proteinas a mémbranas de nitrocelulosa (0.45 mm de ¢). La

transferencia se realizdé segin el método descrito por Towbin

(1979) durante toda la noche, a 4 °C y 30 Voltios.

Preparacidén del tampdn:

El tampdén de transferencia contenia 25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM
glicina, 20% metanocl y 0.05-0.1% SDS.

El procedimiento fue el siguiente:

1. Se cortd la membrana y el papel filtro segun las dimensiones
del gel y se sumergieron en el tampdén de transferencia durante
15 minutos.

2. Las esponjas de relleno se sumergieron en el tampbébn y el
tanque se rellend a la mitad con el tampdn de transferencia.

3. Después de la electroforesis el gel se lavdé con tampdn de
transferencia.

4. Los componentes de la transferencia se colocardn con el orden
seguiente:anodo-papel filtro saturado -membrana saturada-gel-

papel filtro saturado-catodo.
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5. Las condiciones de transferencia fueron 30 V, 0.2 A a 4 °C,

B- Después de la transferencia de las proteinas a la membrana
de nitrocelulosa se procedidé a la inmunodeteccién del EF-2 con

anticuerpos especificos:

Las soluciones usadas fueron:

TBS (Tris-Buffer saline): 20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH
- TTBS: 20 mM Tris-HC1l, 500 mM NaCl, 0.1% (v/v), Tween-20, pH
- Sclucién de bloqueo 0.5% de leche en polvo exenta de lipidos

en TBS.

- -Anticuerpo primario diluido 1: 5 00 en TTBS.

Anticuerpo secundario marcado con un radical POD diluido 1

OO'en TTBS.

82

Scolucidén A contienia luminol ({(diacilhidrazido) cuya oxidacidn
libera azoto y luz (Boehringer Mannheim) .

- Solucidn B contienia H,0, que es un substrato de la peroxidasa
Y él 4-iodofenol, un compuesto que incrementa la luminescencia
{Boehringer Mannheim).

- Reveladores y fijadores de la casa KODAK: KODAK LX 24 (N°
CAT: 5070933) y KODAK AL4 (N° CAT: 5071071), respectivamente.

El procedimiento fue:

1. La membrana fue lavada con TBS durante 10 minutos.



42

oo

2. Se incubd en 0.5% de solucién de bloqueo 1 horas. Después,
fue lavada con TTBS.

3. La membrana se incubd con el anticuerpo primario diluido 1: 5
00 en solucién de blogqueo una hora con agitacidén a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 °C sin agitacién.

4., La membrana fue lavada con TTBS 10 minutos; (30 ml por las
membranas de 10x10 cm).

5. El anticuerpo secundario cargado con POD diluido 1:500 fue
aftadidoc a la membrana vy incubado durante 30 minutos a
temperatura ambiente (20 mU/ml o menos son suficientes por una
buena deteccién).

Durante la incubacién se preparan las soluciones de deteccidén A
y B.

6. La membrana fue lavada 4 veces con grandes volumenes de TTBS

durante 15 minutos cada vez.

7. Para visualizar las bandas de proteinas especificas, se
incubdé la membrana con 1250 pl de las soluciones A+B (100:1)
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad.

8. Para el revelado se colocd un film de KODAK (X-OMAT S FILM,
24x18 cm) sobre la membrana, durante un tiempo comprendido entre
10-60 segundos. Inmediatamente, se sumergidé el film en
revelador, cambiando a la solucién de fijacién cuando
aparecieron las bandas especificaé. Todo el protocolo se realiza

bajo luz roja para evitar la impresién del film.



2.7. Deteccidn de proteinas con tincion de plata.

Todos las soluciones son extemporaneas excepto el glicerol (una
semana a temperatura ambiente).

Solucidén fijadora

Etanol - 50%
Acido Acetico 10%
Solucidén de DTT 0.45 mM

Solucidén de Nitrato de Plata 0.1%
Solucidn carbonato de‘Sodio (1 L)
Carbonato de Sodio 2.5%
Formaldehido 0.02%
Solucidn de interrupcidn de la tinciédn
Acido acético , 1%
Solucidén de glicerol 20%
Si los geles van a ser secados usar glicerol al 2% en vez del
20% para este paso.
Procedimiento
Este procedimiento usa un volumen de 506 ml por gel. Todos 1los
pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente con agitacidn
lenta a baja velocidad.
1. Los geles se fijaron una hora como minimo (se pueden dejar
toda la noche).
2. Los geles se lavaron 3 veces durante 20 minutos con agua
Milli-Q durante 5 minutos (el objetivo es quitar el SDS y el

fijador).



3. E1 gel se colocd en la solucién de DTT durante 40 minutos.

4. Tras eliminar el DTT, los geles se colocaron en solucién de
plata durante 1 hora (Minimo 20 minutos pero se puede dejar
hasta 48 horas si fuese necesario).

5. La solucién se tird y se lavd con agua desionizada durante 5
minutos.

6. El gel se agitdé con una solucién (300 ml) de carbonato de
sodio durante 10-30 segundos hasta gque un color marrdén homogeneo
se empezo a desarrollar.

7. Se Afiadieron 500 ml de la solucién de carbonato sédico para
desarrollar la imagen durante aproximadamente 5 minutos a
temperatura ambiente. |

8. Para parar se afiadidé &cido acético, incubandolo durante 5
minutos. El gel se lavé durante 10 min con agua Milli-Q, tras 1lo

cual se afadid la solucidén de glicerol al 20%.

2.8. Determinacién de los perfiles de poliribosoma en el

higado.

Para su determinacién se ha sequido el métodos previamente
descritos por Henshaw y col, (1971). A los animales anestesiados
se les hizo una incision abdominal media para tomar una biopsia
hepatica, que era réapidamente ’sumergida en un medio cuya
composicidén era 50 mM trimetilamina, 5 mM MgCl,, 25 mM KC1l, 0.25
M sacarosa (pH 7.35 a 0°C {(Medio A). Las biopsias fueron

homogenizadas con dos volumenes del medio A. El homogenedo fue
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centrifugade a 20.000 x g vy 2.3 ml del sobrenadante fue mezclado
con 0.3 ml de 20% deoxicolato sbédico y 5.2 ml de medio A
conteniendo 7 mM mercaptoetanol, 2.3 M sacarosa. La suspensidén
resultante fue colocada en un tubo de centrifugacidén que
contenia 3.4 ml de 2.3 M sacarosa en medio A y 0.6 ml de
sobrenadante 105.000 x g de higado control (extracto que
contiene inhibidores de ribonucleasas) (1 : 2) en medio A. La
preparacion fue centrifugada 150.000 x g durante 35 minutos en
un rotor Beckmann 65. El precipitade fue resuspendido en el
medio A sin sacarosa y centrifugado 12000 x g en microfuga. La
absorbancia de la suspensién fue mediada a 260 nm y un volumen
éorrespondiendo a 4 unidades de DO se puso encima de 10 ml de
20-40% de gradiente linear de sacarosa preparado con el mismo
tanpbdn. Ei gradiente fue centrifugado en un rotor Beckmann SW
40.1 a 150000 x g durante 35 minutos y bombeado con una bomba
peristdltica para hacerle pasar a través de una cubeta de flujo
continuo detectando variaciones en la absosion a 254 nm. El
blanco obtenido a partir de la lectura de la absobancia a 254 nm
de 10 ml de 20-24% deAgradiente sacarosa fue restado de todos
los perfiles de polisomas. El1 area de las curvas del contorno
polisomal fue <cuantificado usando un densitémetro léser

(Molecular Dynamic).

2.9. Medida de la incorporacidén de aminocadcidos en las proteinas

totales v nacientes de higado.
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Para la determinacién del tiempo de terminacidén de las cadenas
peptidicas fue necesario tomar muestras después de la
administracién del aminocadcido radicactivo, a tiempos muy cortos,
inferiores o préximos al tiempo de trédnsito de los ribosomas a
lo largo de un RNA mensajero (RNAm) de tamafic medio. La técnica
consta de las siguientes etapas: diez minutos después de
anestesiar el animal con pentobarbital (5 mg/ 100g de peso), se
hace wuna incisién abdominal amplia y tras apartar las asas
intestinales hacia un ladeo, se inserté una aguja en la vena
porta, a través de la cual se injecta lentamente (30 segundos)
el aminocécido radioactivo (20 uCi de L-[3,4-"H]-valina en 0.2 ml
de NaCl). Utilizamos como aminodcido radiactivo [°H]l-valina,
debido a que no es oxidado ni transaminado significativamente

por el higado de rata (Mortimore y Mondon, 1970).

Se tomarbén biopsias hepéaticas a 0.5, 1, 1,5 y 2 minutos después
de la inyeccidén del aminoacido radicactivo, de tal manera que a
cada rata se le tomarén solamente dos biopsias (a 0.5 y 1.5
minutos y a 1 y 2 minutos respectivamente). Para evitar
hemorragia, la jeringuilla con la que se inyectaba el aminoacido
era mantenida en la vena a lo largo del experimentb y la primera
biopsia hepatica fue tomada ligando simultaneamente el
correspondiente lébulo. Las biopsias fueron congeladas
inmediatamente entre bloques de aluminio, y almacenadas  en
nitrogeno liquido hasta el momento de ser homogenizadas con tres

volumenes de sacarosa 0.3 M. Utilizamos 1.5 ml del homogeneizado
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diluido en 1.5 ml de tampén : 0.1 M Tris/HC1 (pH 7.6), 2 mM
acetato magnésico a 0 °C y 1 ml de 0.5 M sacarosa con 1 mM

acetato magnésico. Después de centrifugar a 4 000 x g durante 15
minutos, se afiadidé a 2 ml del sobrenadante 200 pl de deoxicolato

sbédico al 20%. Después 30 minutos a 4 °C, se centrifugd a 8000 x

g durante 15 minﬁtos.

Para‘ la determinacién de la radiactividad - incorporada en
proteinas totales, se tomd 0.5 ml del sobrenadante de la
anterior centrifugacién' y se le aﬁadieron 3 ml de A&cido
triclorocacético al 10 2. Después de centrifugar durante 10
minutos a 8 000 x g, el precipitado fue lavado dos veces con
dcido tricloroacétice al 10 2. El1 precipitado del ultimo lavado
fue resuspendido en 3 ml de /écido tricloroacetico al 10 % vy
caientado durante 30 minutos a 90 °C. El sedimento asi obtenido
fue lavado sucesivamente con etanol:éter:cloroformo (2 : 2 : 1,
v/v/v), acetona y éter, dejandole a temperatura ambiente hasta
su total desecacidn. Finalmente, las proteinas ~ fueron
solubilizadas mediante - tratamiento con 0.4 ml de protosol,
incubadas a 60 °C toda la noche hasta lograr la digestién

completa del precipitado. Después de enfriar durante 30 migutos
a 4 °C se afladen 17 pl de acético y se transfiere a los viales
conteniendo 10 ml de liquido de centelleo (Ready Safe, Beckman).

Para la determinacién de 1la radiocactividad incorporada en

cadena nacientes utilizamos 1.5 ml del sobrenadante del

homogeneizado con deoxicolato. Este volumen se puso sobre 6 ml
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de 1 M sacarosa, 1 mM acetato magnésico y 1 ml del sobrenadante
105 000 x g del homogeneizado de higado control (1 : 2) en 50 mM
trietanolamina, 5 mM MgCl,, 25 mM KCl, 0.25 M sacarosa (pH 7.3).
La suspensién fue centrifugada a 28.000 rpm durante 14 horas en
rotor 42 Ti Beckmann a 0 °C. Tras resuspender el precipitado en
1 ml de agua destilada, las muestras se procesaron como se ha
descrito anteriormente para la determinacién de la
radicactividad en proteinas totales.

Para comprobar la correcta inyeccién de valina radioactiva, se
tomaron muestras de sangre del corazdédn. Las aliquotas de 10 ul
de suero fueron transferidas a viales conteniendo 10 ml de
ligquido de centelleo Formula-989 (NEN research product) para la
determinacién de la radiocactividad. Se determind una media de

2.200 cpm.

2.10. Determinacién de la radiocactividad de la wvalina

especifica en el higado.

Se desproteinizaron 50 ul de homogeneizado de higado con 1 ml.
de 20% TCA. Tras la centrifugacién a 10.000 x g se tomaron
aliquotas del sobrenadante, que fueron transferidas a viales
conteniendo 10 ml de liquido de centelleo para la determinacién
de la radioactividad.

La radioactividad especifica total de la valina soluble se
determindé a lo largo del tiempo. Los resultados fueron 368.7 t

17.8 cpm en las ratas controles y 356.7 + 19.11 cpm en las ratas
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tratadas con HC (Los valores presentan la media * SEM de minimo
de diez animales); con ningun cambic durante el tiempo
comprendido entre 30 y 120 segundos. (ANOVA seguido del test

Tukey) .

2.11. Determinacién de malondialdehido (MDA) con acido

tiobarbittirico (TBA).

La medida de MDA con tiobarbitdrico (TBA) es el método mas
usual para la determinacidén de la peroxidacidn lipidica. La
muestra a analizar se calienta con tiobarbiturato en un medio

ééido, y se mide a 532 nm.

Una parte de higado fue homogenizada en 5 volumenes de tampdn:
50 mM Tris/HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 20% glicerol, 0.2 mM
ditiotreitol 'y 0.3 mM fluorido fenilmetilsulfonilo. El
homogeneizado fue centrifugado a 10.000 x g. El sobrenadante fue -
centrifugado nuevamente 105.000 x g. El precipitado resultante
fue resuspendido con el tampdédn de homogenizacidédn. La muestra (la
suspencidén de microsomas de higadoc o el sobrenadante 10.000 x g)
fue mezclada con 2 volumenes de 10% (p/v) de TCA para precipitar
proteinas. El1 precipitado fue centrifugado y una aliquota del
sobrenadante fue usada para la determinacién de MDA. En la
reaccidén, una molécula de MDA reacciona con dos moléculas de
TBA, produciendo un compuesto coloreado que absorbe a 535 nm. La
reaccidén se realiza a pH 2-3 a 90-100°C durante 10-15 min. E1

precipitade fue centrifugado y una aliquota del sobrenadante se
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puso a reaccionar con un volumen igual de TBA al 0.67% (p/vVv);
poniendo la solucién en un bafio de agua hirviendo durante 10
minutos. Después de bajar la temperatura se midi6é la

absorbancia a 535 nm y la concentracién de MDA se calculd usando

un coeficiente de extincién molar £ = 153.000.

2.12. ADP-Ribosilacidén de EF-2.

La  ADP-ribosilacidén se define cdémo resultado de una
transferencia de un grupo ADP-ribosa desde el NAD" .a. una
proteina a nivel del aminodcido diftamida (residuo de histidina
modificada (Phan L.D y col, 1993.; Blanke S.R y col, 1994),
este proceso se realizé en presencia de algunas toxinas (toxina

diftérica, toxina A de pseudomonas) segun la reaccidén seguiente:

Reaccidén de ADP-ribosilacidén de EF-2.

EF-2 + NAD' — ADP-ribosil-EF-2 + nicotinamida + H'

La ADP-ribosilacién de EF-2 con [*CINAD' en presencia de TD
representa un método de marcaje muy selectivo y util para la
determinacidén del EF-2 activo en' los extractos de higado. El1
higado de rata fue homogeneizado 3 volumenes con tampén 50 mM
Tris/HC1 pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 mM NaCl, 0.25 M

sacarosa, 0.2 mM PMSF. El homogeneizado fue agitado
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vigorosamente en carbon activo durante 5 minutos para eliminar
el NAD endégeno. El carbon activo fue eliminado por
centrifugacién a 15.000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante
fue centrifugado nuevamente 27.000 x g durante 15 minutos para
quitar los restos celulares vy el charcoal residual en
suspensién. Toda- la operacién fue realizada a 4 °C.

La cantidad de EF-2 activo fue determinada en extracto de

higado segun ei procedimiento de Riié y col, (1989%a; 198%b). El
ensayo fue realizado en un volumen final de 500 ul en tampén
constituido de 20 mM Tris/HC1 pH 7.5, 50 mM DTT, 1 mM EDTA,
conteniendo 10 pg de TD, 0.18 M histamina y 0.1 mM [**C] NAD
(0.1uCi) ., Se incubd la solucién durante 90 minutos a 37 °C. La
reaccién fue parada afiadiendo 1 ml de TCA frio al 10%. Después

de centrifugar, la radioactividad incorporada en el precipitado

fue determinada como se ha descrito anteriormente.

2.13. Inmunoprecipitacién de EF-2 ADP-ribosilado.

La inmunoprecipitacién del EF-2 ribosilado se realizo de la
siguiente manera:

1. Equilibrar la Proteina A con tampén 10 mM Tris/HC1L pH 7.5-
7.6, 140 mM NaCl, 0.5% CHAPS, 1% DOC toda la noche a 4°C y
agitacidén. Alternativamente 2 horas.
2. Centrifugar en la microfuga, vy resuspender el pellet de
proteina A, en un volumen de tampdén para obtener un porcentaje

final del 10%.
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3. Incubar 200 pl de proteina A con 50 pl de anticuerpo. Dejar
agitando a 4°C toda la noche.

4. Lavar el complejo proteina A-anticuerpo con tampédn Tris/HCl
y centrifugar en una micrecfuga a 4°C. Lavar tres veces. El
extracto de higado ADP-ribosilado se incubd con el complejo
anticuerpo-Proteina A toda la noche a 4 °C, agitando. Las
muestras fueron centrifugadas y el inmunoprecipitado fue lavado
tres veces con Tris/HCl. Las proteinas inmunoprecipitadas se
resuspenden en tampén de muestra de electroforesis y se incuban
10 minutos a 100 °C. Se centrifugaron y el sobrenadante se
sometidé a geles de poliacrilamida-SDS al 10% o IEF.

Los geles fueron tefiidos con Azul de Coomassie y analizados en
un InstantImager (Packéid, U.S.A) para medir la radioactividad

incorporada en las proteinas.

2.14. Determinacidén de la cantidad de EF-2.

La determinacién de la cantidad de EF-2 se 1llevdb a cabo
mediante la técnica E.L.I.S.A. (enzyme-linked inmunoabsorbent
assay) . Previamente, se realizé un marcaje puntual para
determinar la cantidad de proteina en pocillec y la concentracién
6ptima de anticuerpo anti-EF2.

Los antigenos fueron diluidos a la concentracién de 100 pg/ml
de proteinas en tampén carbonato-bicarbonato pH 9.0. Se
afiadieron 100 pl de muestra diluida de extracto de higado a cada

pocillos de una placa NUNC microtiter (cada muestra se ensayd
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por triplicado). La placa se incubdé toda la noche a 4 °C. Los
sitios de unidén no ocupados fueron bloqueados con 200 ul de
albuimina bovina al 3% (w/v) en PBS-Tween-20. Tras una hora de
incubacién a temperatura ambiente la placa se lavd cinco veces
con PBS-Tween. Seguidamente los pocillos fueron incubados con
100 pl de anti-EF-2 diluido 1/100 en PBS-Tween durante una hora
a températura ambiente, después del cual se lavé la placa y se
incubé con un segundo anticuerpo mouse”anti-rabbit IGg POP”
(peroxidasa) después de kuna hora de .incubacién a temperatura
ambiente. Tras los lavados, se aﬁadierbn a cada pocillo 100 ul
de solucidén substrato (10 mg ABTS disuelto en 100 ml de tampdn
citrato pH 5.8 conteniendo 0.02% de agua oxigenada). La réaccién
se desarrollé 60 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad,

procediéndose a la lectura de la absorbancia a 405 nm.

2.15. Determinacién de grupos carbonilos de ©proteinas en

homogeneizada de higade.

Esta determinacién se realizé mediante la incorporacidén de
tritio tras la reduccidén con borohidruro sédico tritiado segun

el método descritc por Lenz y colaboradores (1989). Para ello,
50 upug de proteinas del extracto fueron secadas a vacio vy
posteriormente tratados con tampén 1 M Tris/HC1 pH 8.5, 10 mM

EDTA y (NaBR’[H];) borohidruro tritiado 100 mM en 0.1 M de NaOH

(actividad especifica 100 uCi/mmel). Se incubaron a 37 °C
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durante 30 minutes. A continuacidn; la proteina se precipitd con
1 ml de TCA al 10 % por centrifugacién. Tras lavar tres veces,
el precipitado se resuspendiddé por incubacién a 37 °C durante
toda la noche en 300 pl de acido foérmico al 70%. Seguidamente,
se procedié a la hidrdélisis de la proteina por calentamiento a
145 °C con HC1 6 N durante 4 horas. Una vez hidrolizada, se
separaron los aminoacidos pasandolos por una resina Dowex-50,
gue se lavd primeramente con 0.1 N HCl y después con 2 M NH.OH.

La radioactividad se determiné en el eluido de NH.OH.

2.16. Determinacibdn de grupos carbonilos del EF-2.

El sobrenadante 105.000 x g del homogeneizado de higado fue
marcado con borohidruro sédico segun la técnica de Lenz vy
colaboradores (1989). Después de la incubacién a 37 °C durante
30 minutos, las muestras fueron dializadas con tampdén PBS en el
microdializador (Microdialyzer system 500, Pierce) usando una
membrana de dialisis de 12000 de corte de peso molecular. El
anticuerpc policlonal aﬁti EF-2 fue incubado con 10% de proteina
A sefarosa CL-4B (Sigma chemical Co.) durante 4 horas a 4 °C. El
complejo resultante fue 1lavado 3 veces con tampén 10 mM
Tris/HCl pH 7.5, 140 mM NaCl, 1% Triton X.100, 1% DOC y 0.1%
SDS. Una alicuota del sobrenadante radioactivo fue incubada con
el complejo proteina A-anticuerpo toda 1la noche a 4 °C.
Seguidamente, la muestra fue centrifugada y el inmunoprecipitado

fue lavado 3 veces con tampdén Tris/HCl. La radioactividad
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incorporada por EF-2 fue determinada usando 10 ml de liquido de
centelleo Ready-Protein liquid scintillation cocktail (Beckmann

instruments).

2.17. Extraccidén y Cuantificacidn de la nicotinamida.

2.17.1. Extraccion de nicotinamida.

Se ha homogeneizado un extracto de higado 1/3 en un tampén:

Tris HCL pH 7.5 20 mM
EDTA 1 mM
PMSF 0.2 mM

Conteniendo 1lpg/ml de inhibidores de proteasas (chymostatin,
leupeptin, pepstatin, trypsin).
Se diluyd 1:10 en tampon Tris 20mM y se centrifugo 12.000 x g

durante 15 minutos.

Los volumenes a usar son los siguientes: 50 pl de extracto

(1:10) fueron diluidos en 450 pl de acetonitrilo.

En este paso lo que ocurre es una desnaturalizacidén de las
proteinas del extracto debido a la presencia del acetonitrilo
(disolvente orgénice), semejante a lo que produce el TCA.

Dichas proteinas son separadas mediante centrifugacién. E1
sobrenadante limpio es aplicado 'a una resina de intercambio
cationico Dowex SO.IDespués de equilibrar en acetonitrilo, se
lavé 3 veces con acetonitrilo 100%, para eliminarrparticulas en

suspensién. Al aplicar el sobrenadante organico con las
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moleculas de nicotinamida, estas se unen a la resina (lo que no
ocurre si se equilibra la resina en un medio acuoso, ya que en
este medio la nicotinamida no desplaza el protdén del agua).

Se lavd la resina con acetonitrilo 100%, con varios wvolumenes
para eliminar todo aquello que no se pegd.

El siguiente paso es eluir la nicotinamida y para ello se
utiliio Metanql:NHAH{ (92:8), (el amoniaco desplaza a  la
nicotinamida).

Se hizo la elucién en un volumen de 045 ml y con agitacidn para
qﬁe se produzca el despalazamiento. Se repite el proceso de
elucién y se Jjuntaron las muestras eluidas y se filtraron en
ependorff (30 KD de corte de PM). Los filtrados se afladieron a
un‘vial de hidrolisis vy secadés (Savant Modelo SVC 100H) para
eliminar el metanol y amoniaco. Una vez secos se procede a la
derivatizacion con BSFTA (100 ul BSFTA + 200 ul Acetoﬁitrilo 3%

calentar a 135 °C durante 5 minutos).

2.17.2. Cuantificacién de nicotinamida con cromatografia de

gases por espectrometria de masas (CG/MS).

Las muestras derivatizadas fueron analizadas usando un detector
selectivo de masas acoplado con un cromatografo de gases (
Hawlett Packard, modelo 6890) equipado de una columna capilar de
gel de silica fundido (30 m,r 0,25 mm i.d.) revestida de un

pegamiento de 5% fenilo metilsilicona (Espesor de la capa 0,25
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pum) . El1 programa de temperatura fue realizado segin el metodo
descrito por (Jacobson y col, 1995). Los numeros de masas
utilizados por la semicuantificacién fueron m/z 179 y m/z 194.

Medida de la cantidad de proteinas.

La determinacién de la concentracién de proteinas en los
diferentes extractos se realizdé segun el método descrito por
Lowry y col. (1951) utilizando albUmina bovina como patrdn.

2.19. Analisis estadistico.

La evaluacidn estadistica de los datos fue realizada con ANOVA
seguido del test Tukey. La determinacién de la recta de la caida
del cociente Pn/Pt respecto al tiempo fue determinada por el

método de los minimos cuadradcs.
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3. Resultados.

3.1. Produccidén de Anticuerpos monoclonales anti-EF2

La regidon de la molécula de EF-2 elegida para la produccidn de
anticuerpos, se detérmino usando un programa (GCG del CICA) que nos
dié informacién sobre la hidrofobicidad de la molécula. En la
secuencia (Fig. 4.) muestra el mapa de antigenicidad obtenido (letras

en negrita y cursiva).

La regit6n escbgida pertenecia al extremo N-terminal. Concretamente,
una secuencia de 10 aminoicidos (Aa54 al Aaé4) se acopld con una
proteina‘ soporte como se explica en Material y Métodos. Tras la
inyecciénv en conejo se obtuvieron anticuerpos policlonales, cuya

especificidad se evalud con diferentes pruebas.

El primer control, consistié en la separacién de EF-2 en
homogeneizado de higado de rata mediante electroforesis y posterior
transferencia electroforética a una membrana de nitrocelulosa. (Fig.

5).

La especifidad del anticuerpo policlonal se realizé mediante
inmunotinciédn, observandose la presencia de una sola banda

correspondiendo a un peso molecular de 100 kDa.



Figura. 4: MAPA DE ANTIGENICIDAD.
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CVSGVCVQTE
IVENVNVIIS
MYVAKFAAKG
DGKKLPRTFC
EGKPLLKAVM
AAMGIKSCDP
GPNYTPGKKE
KTGTITTFEH
DPMVQCIIEE
ETVSEESNVL
RARYLAEKYE

AGFQWATKEG

CKAGIIASAR
QSKDGSGFLI
TVLRQATAER
TYGEGESGPM
EGOLGAAERA
QLILDPIFKV
RRWLPAGDAL
KGPIMMYISK
DLYLKPIQRT
AHMMRVMKFS
SGEHIIAGAG
CLSKSPNKHN
WDVAEARKIW

ALCEENMRGV

GVLNRKRGHV FEESQVAGTP MFVVKAYLPV NESFGFTADL

QCVFDHWQIL PGDPFDNSSR PCQVVAETRK RKGLKEGIPA

* NAIRN A.C., PALFREY H.C.J. BIOL. CHEM. 262:17299-17303(1987).
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Como puede verse, el anticuerpo reconoce principalmente a una sola

proteina con un peso molecular similar al del EF-2 (Fig. 5).
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Phosphorilase - b '~ = ~—100 kDa

Fig. 5. Analisis de 1la especificidad del anticuerpo
policlonal contra el EF-2. El inmunoprecipitado fue analizado
por electroforesis con gel de poliacrilamida-SDS, seguida por

tincidén con azul de comassie.
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El siguiente control fue comprobar que dicha banda correspondié al
EF-2. Para ello, el extracto de higado de rata (sobrenadante 10.000 x
g) fue ADP-ribosilado con nicotinamida NAD radiocactivo (Amersham, UK)
y toxina diftérica (TD), (ver apartado 2.12.). El extracto marcado se
inmunoprecipitd con anticuerpo anti EF-2 unido a proteina A-agarosa,
sequn se indica en el apartado 2.13. La proteina inmunoprecipitada
llevaba incorporado el ADP radiactivo (controles sin TD no producian
marcaje de proteina). Puesto que la Unica proteina que se marca con TD
es el EF-2, concluimos que el anticuerpo producido es especifico y con

capacidad de inmunoprecipitacion del EF-2.

3.2. Medida de los parametros del estrés oxidativo bajo el tratamiento

con HC y durante el envejecimiento.

En nuestro estudio del efecto del estrés oxidativo sobre la sintesis
de proteinas, se han elegido dos modelos: el tratamiento con HC y el

envejecimiento.

E1 HC, (Sies y Summer, 1975; Shimura y col, 1985; Halliwell vy
Gutteridge, 1986; Taffe y col, 1987; Poot y col, 1988; Halliwell vy
Gutteridge, 1990), un agente oxidante que produce lipoperoxidacién
conllevando una gran produccidén de radicales libres, ha sido usado
para ensayar el efecto de 1los radicales libres e intermediarios

reactivos de oxigeno sobre varias biomoléculas.
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Ratas joévenes fueron tratadas con dicho oxidante y la produccién de
estrés oxidativo fue comprobada midiendo el incremento de grupos
carbonilos en proteinas totales y 1la lipoperoxidacién midiendo la

presencia de MDA.

La determinacién del contenido de grupos carbonilos es un indice
del dafio oxidativo, que afecta a las proteinas en general (Lenz vy
col, 1989; Starke-Reed y Oliver, 1989; Smith y col., 1991; Olivier vy
col., 1987; Garland y col., 1988). Los aminoacidos se oxidan generando
derivados carbonilicos, v el contenido en carbeonilos de las proteinas
puede ser usado como medida del dafio producido en las mismas por
oxidacién. Se han desarrollado procedimientos altamente sensibles para
la deteccidn yr cuantificacién de grupos carbonilos (Levine y col.,

1990).

Los grupos carbonilos de las proteinas (p.ej: Aldehidicos,
cetbnicos y cetoacidicos) fueron reducidos con el borohidruro sédicoe.
El producto final fue la introduccién de tritio marcado en la cadena

péptidica de las proteinas segun la reaccidén siguiente:

NaB*H
Proteina-C=0 ————> Proteina->HCH-OH

El aldehido mas abundante resultante de la peroxidacidén lipidica, es
el malonaldehido (MDA). La simplicidad de su determinacidén con

tiobarbiturico (TBA) es uno de los métodos los mads comunes en el



estudio del grado de la peroxidacién de lipides. En nuestro caso, el
tratamiento con HC produjo un aumento significativo de 2.7 y 3.4 veces
en el nivel de MDA en el sobrenadante 10000 x g y en la fraccidn
microsomal, respectivamente (Tabla 2). Se observdé el mismo incremento
en grupos carbonilos en las proteinas de higado de las mismas
fracciones subcelulares (Tabla 2). Estos resultados reflejan que el HC
produce un dafio oxidativo. Asimismo, los niveles de estos parametros
fueron medidos en ratas viejas, en las cuales se ha descrito un

incremento de estrés oxidativo.



Ratas MDA Grupos carbomilos
(meses) (nmol/mg proteinas) (nmol CO/mg proteinas)
Sobrenadante - Microsommas— Sobrenadante  Microsomas.
(10000xg) (10000xg)
3 224+23 288+ 105 1552810 4085 £ 1058
)} &) 3) &)
3/HC 532180 974+ 96° 2490 10.7%° 8319 378%
(5) &) (5) %)
24 592+715% 7706917 2747109 63752476
3 (%) (3) (5 .
Tabla. 2. Efecto del tratamiento con HC o el envejecimiento

sobre el nivel de MDA y grupos carheonilos en proteinas y EE-2. El
MDA fue determinado usando 4&cido
carbonilos
borohidruro sédico radicactivo NaB°[H], como se describe
Material’ y Métodos.
numero de ratas usadas en cada grupo.® Diferencia significativa
ratas controles (multifacteor ANOVA sequido de
p < 0.05, 1: F=32.43,
F=14,16, p=0.0197).

respeto a las
Tukey’'s test,
p=0.0141;

proteinas totales

tiobarbiturico. Los grupos

fue  determinado usando

Les numeros entre paréntesis indican el

p=0.0047; 2: F=17.36,
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En nuestro estudio, se produjo un aumentoc significativo de 2.5 y 2
veces en el nivel de MDA en el sobrenadante 10.000 x g y la fraccién
microsomal, respectivamente. Los grupos carbonilos también aumentaron

en las dos fracciones (Tabla 2).

3.3. Efecto del estrés oxidativo exdgeno y enddgeno sobre el tiempo

de terminacién (Tc) de la cadena polipeptidica.

A continuacidén, se procedié‘a valorar el efecto del estrés oxidativo
sobre la sintesis de proteinas para canocer qué pasos de dicho proceso
son modificados. -

El primer parametro medido fue la velocidad de sintesis de proteinas
“in vivo”, midiendo el tiempo de terminacién de la cadena
polipeptidica.

Esquemdticamente el método es el siguiente: se inyectd un aminoacido
radiactivo (Valina tritiada) en la vena porta. Se asume gque después la
inyeccién, el aminodcido radicactivo encuentra a un promedio de

ribosomas en la mitad de la traduccidén de un RNAm de
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Figura. 6. Representacidén esquemadtica de los cambios en la

relacidén radioactividad incorporada en proteinas nacientes (Pn) vy

proteinas totales (Pt) con respecto al tiempo. .

(@) Amino acido marcado.

(O) Amino acido normal.

20 -NH2
Tiempo g
j,C »
(/T§T\> Pun/Pt
O S X ~
¢ g ﬁ
1 ciclo 50%

2 ciclos Cig\ 25%

009800
j ; Péptidos tofales Pt=Pn + L

tamanio medio. Cuando se completa un ciclo de traduccidn, las
cadenas nacientes en los poliriboscmas estarédn completamente
marcadas, mientras que sdlo lo estardn el 50% de las que han sido

terminadas.



Para el <cadlculo del tiempo de terminacién de cadenas
pclipeptidicas es necesario tomar biopsias a tiempos muy cortos
después de la inyeccidén del aminodcido radioactivo y ademés que 1la
actividad especifica; del precursor no cambie a lo largo del
experimento (2 minutos) (Ayuso-Parrilla y col. 1973). E1l tiempo
necesario para que la radiocactividad incorporada en los péptidos
nacientes de  los polirribosomas (Pn) V% la radicactividad
incorpbrada en las proteinas totales (Pt) se reduzca en 50%8 se
define  comoc el tiempo medio de terminacidén de la cadena
polipeptidica, - Tc (Scornick, 1974; Henshaw y col, 1971; Ayuso-
parrilla y col, 1973; Ayuso-parrilla y col, 1976).

El tiempo de terminacidén fue obtenido directamente a partir de la
pendiente de la curva Pn/Pt frente al tiempo. La Fig. 7 presenta
los valores de Pn/Pt hepdticos a varios tiempos después de la
inyeccidén del marcador en ratas control (Fig. 7a.), control
tratadas con 12 (Fig. 7b.), 24 meses (Fig. 7c.) y control tratado
con HC (Fig. 74.). Los valéres de TC se muestran en la Tabla 3.
Comc puede observarse, tanto en ratas que sometidas a un estrés
oxidativo exdgeno como en ratas viejas se produce un aumento en el
tiempoc de terminacién de las cadenas peptidicas, siendo superior

en el caso de los 2 afos.
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Log (Pn/Pt)
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-
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Figura. 7. Efecto del envejecimiento y del tratamiento con HC
sobre el cociente Pn/Pt en ratas controles. (a), 12 meses (b), 24
meses (c) y ratas controles tratadas con HC (d). Cada punto

representa la media £ S.E. de cuatro ratas.
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Tipo de ratas ‘Tiempo de terminacion de
cadenas peptidicas (segundos)

3 60
3/HC 101
12 81
24 | 169.2

Tabla. 3. Efecto del HC y del envejecimiento sobre el
tiempo medio de terminacidén de la cadena polipeptidica. Tc
fué calculado segun se describe en material y Métodos,,,‘A

partir de los datos representados en la Fig. 7 (Pn/PRt

frente al tiempo). Las ratas tratadas con HC recibieron -

inyecciones intraperitoniales (35 mg/Kg de peso /dia) a

las 10 a.m, durante 7 dias..
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'Los cambios en Tc reflejan variaciones en las fases de elongacién y
terminacién. Tc es independiente del numero de ribosomas que
participan en el proceso de traduccidén, y de las variaciones de la

fase de iniciacién (Ayuso-Parrilla vy col, 1976).

3.4. Efecto del estrés oxidativo exbgeno y endbdgenc sobre la fase de

iniciacién de la sintesis de proteinas.

El tiempo de terminacién presenta una expresidén del estado de la fase
de elongacién y de terminacién. Es independiente del numero de
ribosomas implicados en el -proceso de traduccidén y tampoco estaria
afectado por la fase de iniciacién. A fin de determinar si el efecto
observado era acompafiado por una alteracidén del paso de iniciacidén se
determindé el estado de agregacidédn de los ribosomas, estudiando los

perfiles de polisomas hepaticos en funcidén de la edad.

En condiciones normales, la iniciacién vy 1la elongacidén estéan
sincronizadas de tal manera que la perturbacién de una de ellas
provoca una variacién en el estado de agregacién de los ribosomas.
Asi, una inhibicién de la iniciacién de la cadena peptidica produce
una acumulacién de ribosomas en estado monomérico y una bajada en los
poliribosomas (Ayuso-Parrilla vy col, 1976). Por el contrario, una
inhibicién de la fase de elongacién o una inhibicién parcial, pero

mayoritaria, produce un aumento en poliribosomas y una deplecidn de la
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forma ribosomal monomérica (Ayuso-Parrilla y col, 1976). Ninguin cambio
en el estado de agregacidén hubiese ocurrido si las dos fases fueran

inhibidas completamente.

El tratamiento con HC aumentdé el estado de agregacidén de 1los
ribosomas (Fig. 8c.) con respeto a los controles (Fig. 8a.). La razén
polisomas/monoméros aumenté un 69,8 % en ratas tratadas con HC (Fig.
9). Estos resultades indican que la alteracidén de la sintesis de
proteinas por HC es debida a cambios en la elongaciédn de la cadena
peptidica. La posibilidad de que la fase de terminacién también sea
afectada no puede ser exclgida ‘con este modelo usado para la

determinacién del Tc.

Aéimismo.un efecto idéntico se observd en ratas viejas. Como muestra
la Fig. 9., se produce un incremento del estado de agregacién de los
ribosomas con la edad (Fig. 8b) en ratas de 24 meses comparadas con
ratas controles (Fig. 8a.). La determinacidén cuantitativa de este
incremento se presentc en la Fig. 9. En ella se puede observar un
incremento con la edad del porcentaje de la proporcidén
polisomas/monémeros,a,b,c y d gque cerresponden a 3, 12, 24 y HC,
repectivamente. Estos resultados indican asimismo que 1la fase de

elongacidén y/o la fase de terminacién es la més afectada.



73

Lk A -+ ' ‘ b
' + H
g ¢ a 3 b .
S s - 1
© L - ’
: N i
Nk A L T \ H
© ¢ it e 1 A \k :
A 1 3f X 3 ] >
Bk ? ! -+ ; Y
9 - f 4 3 :
o - : 5 - 3 * “
8 e 5 - ,ﬁ -
R I 4 : : ;
0 Lo 7 i J .
r Y . 3d =
2 uew 1 E + i _;
- P T HE .
. . 3 -
- 3 - W ‘
XT3 i : L L

8.18 " ’ ) c -:

N i

F‘gﬁ’: = ,

b __;= -3-*. -

0.118 - ; %\ "

] !

/ - -

s \3. _ !

0. 07 "; 'S.ag. -'

] =) Lj

| wse j

Vs i

0.028 ~ s -

£3 4 !

L oy 4

.ear Too Bottom .

] 2 <+ -3 -] 18

Gradiente (mil)
Figura.8. Analisis de preparaciones ribosomales con gradiente

sacarosa a partir de higado de ratas controles (a), 24 meses (b)

y controles tratados con HC (¢). Los perfiles de polisomas se

han obtenido como se describe en Material y Métodos.



120
; C
E
N
€ 100 4
R
5]
O
—
QO
£
Q
[ 80 r !
O
=
N
£ | ;
o 60} ; |
E .
; ’
- | ;
O i
No40p b S ]
R T ! .
= i J 1 P d
P r
T |
a - . - -
. { i
20 + T } ; L 3
L !
| . * L
o ]
| i g -
P N P

Figura. 9. Efecto del envejecimiento y del tratamiento con HC
sobre la fraccién polisomal hepadtica en ratas controles de 3
meses (a), 12 meses (b) 24 meses (e¢) y ratas controles tratadas

con HC (d). Cada punto presenta la media + S.E. de cuatro ratas.

74




75

3.5. Efecto estrés oxidativo exdgeno y enddgeno sobre la cantidad vy

actividad del EF-2.

Una vez conocido qué el paso de la sintesis de proteinas es més
afectado por el estrés oxidativo, se procedié a estudiar la proteina
mas importante que participa la fase de elongacidén, el Factor de
elongacidén 2 (EF-2)

El primer pardmetro estudiado fue sus el contenido celular en
EF-2, en ratas controles, en ratas sujetas a estrés oxidativo exdgeno

y en ratas viejas.

La cantidad total de EF-2 fue medida usando el anticuerpo policlonal
obtenido frente al EF-2 (Vef Material y Métodes). En ningin caso se

observd cambio en los niveles de EF-2 (Tabla 4).

Posteriorménte, se procedidé a medir la cantidad de diftamida presente
en los extractos. Dicho residuo es esencial para que el EF-2 participa
en la translocacidén del mRNA y es indice de la funcionalidad de dicha
proteina. El EF-2 activo o ribosilable fue determinado con toxina-
diftérica y NAD radioactivo como sustrato (Riis y col, 1989a, Riis y
col, 1989b). Los resultados demuestran que hay una reducciédn de 32% de

EF-2 activo en el higado de rata tratadas con HC.
Un proceso similar ocurre en el envejecimiento, durante el cual se
observa una dréstica disminucién de la cantidad de EF-2 activo (Tabla

4) .
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Hay, por tanto, una disminucién de la cantidad de EF-2 activo en
términos de disminucién de diftamida respecto a una cantidad igual de
EF-2.

El siguiente parédmetro medido fue el grade de oxidacién del EF-2,
para ello, el- EF-2 purificado de los extractos mediante
inmunoprecitacion, Cuantificando a continuacidén los grupos carbonilos
presentes en el EF-2.

El tratamiento con HC también cambié el estado de oxidacidn- de EF-2.
Asi, 1los niveles de grupos carbonilos fueron 2 veces mayor que en 1ps
controles (Tabla 4), lo que sugiere que el grado de oxidacidén del EF-
2 es aumentado por el HC. |

El envejecimiento afectdé  también el grado de oxidacién de EF-2,
(Tabla 4). Esto sugiere también existe un dafio oxidativo que afecta al

factor de elongacidén durante el envejecimiento.



Rata EF-2 total EF-2 ADP-ribosilable Contenido de EF-2 en CO
(meses) (DO a 405 nm) (pmol/mg proteinas) (nmol de gupo CO/ mg de prot.)

3 0.173 +0.01 13.54 + 1 .48 3.58 + 0.53
12 0.159 + 0.01 842 + 1.66° 794+1.19%
24 0.205 +0.01 446+ 138 860+1.18%
3/HC 0.197+0016 892 +1.034° 560 +0.394¢

Tabla. 4. Efecto del envejecimiento y del tratamiento con
HC sobre la cantidad total del factor de elongacidén 2 y su
estado de oxidacién. La cantidad total de EF-2 se ha
determinado por ELISA. La determinacién de cantidad de EF-2
activo se realizo con NAD radiocactivo y TD. Los grupos
carbonilos de EF-2 se determinardén con borohidruro- sédico
radioactivo. Los resultados son la media * S.E. de 4-5

ratas.



3.6. Efecto “in vitro” de HC sobre el EF-2 de higado.

El experimento siguiente se realizd para estudiar "“in vitro” el
posible mecanismo que ocurre “in vivo”. Asi, se incubardn
extractos de higado controles con HC y se procedidé a la medida de
los parametros anteriores, cantidad de diftamida (actividad) y el
grado oxidacidén midiendo los grupos carbonilos especificos del EF-
2. Dichos resultados son mostrados en la Figura 10. Asi, se
produjo una disminucién del 45% en la incorporacién de [**C]ADP-
ribosa, lo gque sugiere gque el HC podria estar 1involucrado
directamente en la disminucidén de la actividad de EF-2 activo.
Ademas, el tratamiento de extracta de higado de rata con HC
produjo un aumento en grupos carbonilos de 1.8 veces en EF-2

respecto al nivel normal.

3.6. Determinacién del peso moalecular y el punto isceléctrico de

EF-2 durante el envejecimiento y con el tratamiento con HC.

Para completar nuestro estudic sobre las deificaciones‘que.sufre
la estructura del EF-2 durante el envejecimiento o durante el
tratamiento con oxidantes, se analizd el peso molecular y el punto
isoelectrico del EF-2 hepatico extraido de ratas Jjbovenes, viejas .y
ratas tratadas con HC. En la Fig. 11, linea D, que corresponde a la
muestras de ratas controcles, se detecto una sola banda de EF-2, que

tiene un peso molecular de 100 kDa.
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Fig. 10. Efecto del HC “in vitro” saobre el contenido en EF-2 ADP-
ribosilable y gupos carbonilos. los resultados estan expresados en
porcentaje al control y son la media £ S.E. de sies experimentos. El

EF-2 activo esta expresado en picomoles de EF-2/mg de proteinas. El
contenido en grupos carbonilos fue determinado usando con horehidrido

sodico y estan expresados en nanomoles de CO/ mg de proteinas.



Figure 11. Andlisis del peso molecular del EF-2 por

oC

electroforesis en gel de peliacrilamida-SDS al 10
combinado con Western Blotting. La inmunoreactividad fue
detectada por el métode de quimioluminescencia detallado
en Material vy Métodos (Boehringer Manheim). A. ratas
tratadas con HC, B. ratas de 24 meses, C. ratas de 12

meses, D. ratas de 3 meses.
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Sin embargo, algunas bandas fueron reconocidas por inmunodeteccidén en
las ratas de 12 meses (Fig. 11, linea C). Un perfil de bandas similar
fue encontrado en ratas de 24 meses y también en ratas tratadas con HC
(Fig. 11, lineas B y A). Estos fragmentos ccorresponden al extremo N-
terminal de los fragmentos ya que el anticuerpo utilizado fue preparado
frente a una secuencia proxima al extremo N-terminal (Ayala y col,
1996). Un fenémeno similar fue detectado por Gicovane y col (1987)

durante la purificacién del EF-2 a partir de la placenta humana.

En el isocelectroenfoque, cuando los geles fueron transferidos e
inmunotefiidos se observd una bhanda mayoritaria correspondiendo al EF-2
control (Fig. 12, linea C). E1 ndsmo EF-2 control presenta un punto
isoelectfico mas bajorcuando se trata con TD (Fig. 12, linea D). Como
envel caso del andlisis por PAGE-SDS, el IEF de las muestras de ratas
de 12, 24 meses y ratas tratadas con HC varias bandas fueron reconocidas
por el anticuerpo. La relacién entre las bandas detectadas por IEF 'y

SDS.PAGE fue demostrada por eletroforesis bidimencional 2D-PAGE (Fig.

12).

Ademés, se observd que la Unica banda ADP-rihosilable es la banda no-
fragmentada, probablemente debido a que los fragmentos eran N-terminales
sin Diftamida, la cual estd situada en el extremo C-terminal (posisidn

715) {(Van Ness y col, 1980).
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Figure 12. Iscelectreoenfoque de muestras A. 24
rata de meses. B. rata de 12 meses. C. rata de 3
meses. D. EF-2 de rata de 3. meses ADP-ribosilado.

E. rata tratada con HC.
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Figura. 13. A: Electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS de muestra de higado de rata de 3,
12 yv 24 meses, y control tratado con HC. B: 2D-SDS del

extracto de higado de rata de 12 meses.




3.7. Estudio del estado de fosforilacién del EF-2.

Ademas de la ADP-ribosilacién, el EF-2 se regula por la fosforilacién
(Ryazanov y col, 1988). Para comprobar el estado de fosforilacidén de las
bandas obtenidas por IEF, las muestras fueron pretratadas con fosfatasa
alkalina (Ryazanov y col, 1988). No se detecté ningin cambic en el punto
isoeléctrico del EF-2, ni de los fragmentos presentes en las muestras de

ratas de 12, 24 meses y ratas tratadas con HC.

3.8. Efecto del estrés oxidativo inducido exbégenamente sobre la mono-

ADP~-ribosilacidén de proteinas citosdlicas.

El siguiente estudio consistid en determinar una posible
relacién entre el estrés oxidative y la mono-ADP-ribosilacién. La
mono-ADP-ribosilaciédn es una modificacién postraduccional
reguladora de las funciones de proteinas, caracterizada por la
transferencia de la ADP-ribosa del NAD y catalizada por una

familia de enzimas, las ADP-ribosyltrasnferasas especificas de

aminoacidos, incluyendo las poli- 3% las mono—-ADP-
ribosiltransferasas {(Ueda vy Hayaishi, 1985) . Las poli-ADP-
ribosiltransferasas (PART) son principalmente enzimas del nucleo y

estan implicadas en la reparacién del DNA, la diferenciacidn

celular y las transformaciones malignas (Ueda y Hayaishi, 1985) .

Estas enzimas son activadas por las roturas de las hebras del DNA



producidas por los radicales libres (Zhang y col, 1994; Heller y
col, 1995). La activacién de las PART comec consecuencia de un alto
grado de dafdo del DNA puede llevar a la muerte celular por
deplecidén del NAD y del ATP (Yamamotce y col, 1981; Sims y col,
1983).

Al contrario de ‘las poli-, las meno-ADP-ribasiltransferasas
tienen actividad citosdélica y sold introducen un Unico residuo de
ADP-ribosa (Ueda y Hayaishi, 1985). Estas enzimas imitan la accidn
de algunas toxinas Dbacterianas (Lee vy Iélewski, 1984). Se ha
identificado un gran numera de proteinas citosélicas que actuian
como substrato de la mono-ADP-ribosilacién. Los sustratos mejores
estudiédos»han'sido el factor de elongacién-2 ((Eendrick, 1989;
Fendrick y col, 1992), la glutamina sintetasa {(Liu y Kahn, 1995),

ambos inhibidos por la 2DP-ribosilacién, las proteinas

transportadoras de nucledétido de guanina (Duman y col, 1991) vy
ciertas proteinas estructurales (Matsuyama Vv Tsuyama, 1991;: Huang
y c¢ol, 1996; Zhou vy col,' 1996). Ademés, estos estudios han
suéerido, que la mono-ADP-ribesilacién podria presentar un
mecanismo de regulacién de las funciones celulares. Su activacién
y las funciones celulares precisas de este proceso san. poco
conocidos.

Uno de los compuestos descritos came estimuladores de la mono-
ADP-ribosilacidén de proteinas a través de la activacién de .las

ribosiltransferasas, es el oxideo nitrico (ON), un radical Libre
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enddgeno, altamente reactivo, un inhibidor de diferentes enzimas
(Schuman y col, 1994; Brune y Lapetina, 1989; Zhang y Snyder,
1992; Dimmeler y col, 1992; Mc Donald y Moss, 1993) y citotéxico. a
concentraciones altas. Una de las caracteristiecas de  su
citotoxicidad es la activacién de la PART (Zhang y Dawson, 1994)

por consumo de las reservas energéticas de la celula.

Este efecto del ON scbre la mono-ADP-ribosilacidén nos hizo pensar en

posibilidad de que esta modificacién pudiera estar regulada por los RL

en general.

Para estudiar el posible mecanisma de la activacién de la. mano (ADP)-
ribosilacién de proteinas con las sustancias generadoras de. RL, se
tratd la fraccidn citoplasmdtica del homogeneizado de higado de rata
con NAD marcado en presencia o ausencia de oxidantes y . usando
cantidades crecientes de proteinas. Los oxidantes utilizados fueron el
oxido nitrico (ON), tBHP, HC vy el paraquat como compuestos exdgenos.
Como se indica en la Fig. 14. Laos compuestos inductores de la
peroxidacién 1lipidica aumentaron la mono ADP-ribosilacidén enddgena.

Sin embargo, el paraquat na afectd las niveles de ADP-ribeosilacién. La

Fig.1l4. muestra 1la relacidén linear entre 1la cantidad de muestra
afladida y la mono-ADP-ribosilacidn. Los mayores niveles de ADP-

ribosilacién se encontrarén en presencia de HC (16,9 = 0.3 ng ADP /mg

proteinas). En el caso del tBRHP y QN el incremento medio fue 9.5 %

0.12 ng ADP/ mg proteinas y 11.1 += Q.5 ng ADP/ mg proteinas,
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respectivamente. Respecto al paraquat, la incorporacién del hierro al
medio de incubacién no produjé ningun efecto scbre la ADP-
ribosilacién.

Para determinar si la ADP-ribosilacién enddgena esta relacionada con
la actividad citésolica de la ADP-ribosiltransferasa o si es debida a
una reaccidén no-enzimatica con la ADP-ribosa, un homogeneizado
hepatico fue tratado con 0.18 M de histamina (un inhibidor endOgeno de
las ribosiltransferasas). La supresién de la ADP-ribosilacién indica
que ésta, estd mediada por 1la actividad de las ribosiltransferasas

endodgenas.
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Figura. 14. Efecto de diferentes agentes oxidativos sobre

la ADP-ribosilacién de proteinas.
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La posible implicacién de las poli (ADP)-ribosiltransferasas ha sido
estudida usando benzamida, un inhibidor especifico de estas enzimas
(Rankin y col, 1989). Al contrario gque la histamina, la benzamida a 20
M no evito la induccién de la ADP-ribosilacién por los radicales
libres. Estqs resulta&os sugieren que la actividad de las mono- (ADP) -
ribosiltransferasas es necesaria para la ADP-ribosilacién de proteinas

inducida por los radicales libres.

3.8.1.  Efecto inhibidor de los secuestradores de RL scbre la

activacién de la ADP-ribosilacidén causada por oxidantes.

Se ha dgscrito que la melatonina es un potente secuestrador enddgeno
'de radicales libres (Reiter y col, 1996) que proteje contra el dafo
oxidativo “in vivo” (Melchiorri y col, 1995a) e "“in vitro” (Melchiorri
y col, 1995b) reduciendo la peroxidacién de lipidos. Teniendo en
cuenta que nuestros resultados sugieren gue los radicales libres estan
involucrados directamente en la activacién de las mono-ADP-
ribosiltransferasas, hemos estudiado el efecto de la melatonina sobre
esta activacién. Para ello, aliquotas de la fraccién citoséblica se
incubaron en presencia‘o ausencia de 4 mM de melatonina (Melchiorri y
col, 1995) y fueron después tratados <con oxidantes a dos
concentraciones. La melatonina fue afiadida a partir de una solucidn
concentrada en etanol (Melchiorri y col, 1995). Como se demuestra en

la Fig 15, el tratamiento con melatonina disminuye la activacidn de



ribosiltransferasas producida por el HC. Con una disminucién de la

| concentracién de los radicales libres (500 y 50 mM) la inhibicidn de

oo

ADP-ribosilacién por la melatonina aumenta (44 y 79 %,
respectivamente). No obstante, este aumento no es proporcional al
aumento de las concentraciones. A continuacidén, un homogeneizada fue
tratade con etanol y melatonina solos para comprobar el efecto del
etanol y la melatonina sobre 1la ADP-ribosilacidén. No se detectaron
cambios. En el caso de la activacién de la mono- (ADP)-ribosilacidén con

el oxido nitrico, el tratamiento con melatonina anuld completamente la

actividad ribosiltransferasa Fig. 16.
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Por otro lado se usd también el N-tert-butil-a-fenilnitrone (PBN), un
secuestrador de radicales 1libres cuyo efecto antioxidante ha sido
descritc previamente (Davies, 1987; Davies, 1988; Buettner, 1987).
Como se ve en la Fig. 17, la adicién del PBN al medio de reaccién
evito el efecto de ON, CH y tBHP en 24, 33 y 32% respectivamente. Una
vez mads, el pretratamiento de muestras con secuestradores de radicales
libres evita en parte el incremento de la ADP-ribosilacibdn causada por

los compuestos generadores de RL.
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3.10. Reversibilidad de la ADP-ribosilacidén con Ditiotreitol.

En el curso de nuestros experimentos se observdé que la presencia del
DTT en el tampdén de reaccién interfiere con la ADP-ribosilacidén. Se ha
descrito que el DTT puede prevenir los dafios producidos por
irradiacién'o por agentes quimicos, gque actuan por via de los RL y
estrés oxidativo (Demacca y col, 1993; Bhatnagar, 1994). El mecanismo
por el que el DIT previene el dafioc oxidativo no es conocido aun. En
nuestroé experimentos, una concentracién final de 20 mM de DTT evitd
totalmente la activacién de la ADP-ribosilacién producida por ON, HC y
tBHP. Con una concentracién de DTT mas baja (2 mM), la inhibicidén fue

68%, 65% y 67% respectivamente.

3.11. Determinacién de nicotinamida por cromatografia de gases unido

a un detector de masas.

La nicotinamida es un inhibidor enddgeno celular tanto de la ADP-
ribosiltransferasas citoplasmaticas y nucleares. Se ha demostrado que
la nicotinamida protege contra la necrosis de higado producida por el
cérbono tetraclorido (De Ferreira y col, 1994), previene el diabetes
tipo I por inhibicién de la PART y posiblemente por inhibicidén de la
generacién de los RL (Elliot vy col, 1993) y protege contra la
neurotoxicidad del MPTP (Schulz y col, 1995). Para estudiar si la
nicotinamida esta involucrada en la mono-ADP-ribosilacién_ de
proteinas, se determino su cantidad al nivel de homogeneizado de

higado de rata tratado con varios generadores de RL mediante GC-MS. El
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contenido en nicotinamida medido por GC-MS quedo invariable durante la

reaccidén de ADP~ribosilacién mediada por los RL.



v/

4. Discusién.

4.1. Indice de oxidacién en ratas tratadas con HC y ratas viejas.

En las condiciones utilizadas para la produccién de estrés oxidativo
se han medido diferentes parametros que indican las interacciones
entre RL y biomoléculas. Asi, el HC es un oxidante que ha sido usado
como modelo para estudiar el efecto del estrés oxidativo sobre
diversos sistemas biolégicos (Sies y Summer, 1975; Shimura y col,
1985; Halliwell y Gutteridge, 1986; Taffe y col, 1987; Poot y col,
1988; Halliwell vy Gutteridge, 1990). El tratamiento con HC. produce un
aumento de MDA medido con TRBA (Tabla 2). Ademads, el HC produjo
modificaciones oxidativas a nivel de proteinas cuye contenido en
grupos carbonilos aument® significativamente (Tabla 2). Esto
demuestra el estrés oxidativa producide por el tratamiento con HC.

El otro modelo usado para el estudio del efecto del Vestrés
oxidativo sobre biomoléculas ha sido el envejecimiento en el que
potencialmente se produce un aumento del dafio oxidativo. Los
resultados observados reilejan.un,incrementorde MDA vy un aumento
en modificaciones oxidativaé de las proteinas medida como grupos
carbonilos (Tabla 2).

Asi, en ambos casos, se observd la presencia de procesos de estrés

oxidativo, pero de origenes distintos.

4.2. Efecto del HC vy el enveljecimiento sobre la sintesis de

proteinas.
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A parte de su efecto perjudicial sobre moléculas bioldgicas, el HC
inhibe la sintesis de proteinas en los. cultivos célulares (Poot y
col, 1988; Kodaman y col, 1994). Estos datos se basan en la
determinacién de 1la incorporacién de aminoadcidos radioactivos en
proteinas. La wutilizacién de este método "in vivo” tiene 1la
limitacién del cédlculo preciso. de la actividad especifica del
precursor enddgeno "in vivo"” (Mortimore y col, 1972; Airhart y col,
1974; Fern y Garlick, 1974; Lajtha y Dunlop, 1981). Con el fin de
superar esta limitacidn, durante el estudio del efecto del HC sobre
los diversos pasos de la sintesis de proteinas, se ha determinado el
tiempo de terminacidén de la cadena polipéptidica conjuntamente con
los perfiles de poliribosomas. La constante del tiempo de terminacién
(Tc) de la sintesis y liberacién del polipéptido en el higado de rata
"in wvivo" ha sido determinada médiente wuna técnica descrita
anteriormente (Materiales y Métodos;,pag. 32) (Scornik, 1974; Henshaw
y col, 1971; Ayuso-Parrilla y col, 1976; Ayuso-Parrilla y col, 1973),
que es independiente de la mayoria de las fuentes de variacién.y
errores en incorporacidén del aminocdcido. Se selecciond la valina para
medir la sintesis de proteinas debido a que es poco metabolizada por
las células hepaticas (Mortimore y Mondon, 1970). Nuestros resultados
muestran que el tiempo necesario para reducir Pn/Pt desde 50 a 25 %
fue 1.7 veces mas alto en ratas tratadas con HC (Tabla 3). Este
aumento en Tc ocasionaria una disminucién de 40% en la sintesis de
proteinas por unidad de tiempo si los otros factores quedasen

iguales. Estos resultados indican que el tratamiento con HC produce
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una disminucién de la sintesis de proteinas y que su efecto parece

centrarse en la fase de elongacidén y/o terminacidn.

Un estudio idéntico ha sido realizado en ratas viejas (1 y 2
afios) ya que el envejecimiento es una situacién fisioldgica en la
que se produce una inhibicién de la sintesis de proteinas, sin que

se conozca el mecanismo causante de la misma.

En este estudio, los cambios de las diversas etapas de la
sintesis de protéinas con el envejecimiento también se han
estudiado determinando el tiempo de terminacién y liberacién de la
cadena polipéptidica conjuntamente con los perfiles de
poliribosomas. Nuestros resultados muestran que el tiempo
requirido para reducir Pn/Pt. desde 50 a 25 & fue 1.35 y 2.82
veces: més,altq en ratas de 12 y 24 meses, respectivamente (Tabla.
3). Esfos resultados indican que el envejecimiento, al igual que
el tratamiento con HC, afecta la elongacién vy/o la fase de

terminaciodn.

La posible alteracién de la fase de iniciacidén ha sido estudiada
determinando el estado de agregacién de los ribosomas. En condiciones
normales, la iniciacién y la elongacién estdn sincronizadas de tal
manera que la perturbacidén de una de ellas provocaria una variacidn
en el estado de agregacién de los ribosomas. Asi, una inhibicidn de
la iniciacién de la cadena péptidica produce una acumulacién de
ribosomas en estado monomérico v una bajada en los poliribosomas
(Ayuso-Parrilla y col, 1976). Por el contrario, una inhibicidén de la

fase de elongacidén produce un aumento en poliribosamas y una
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deplecién de la forma ribosomal monomérica (Ayuso-Parrilla y col,
1976) . Ningun cambio se encontréria en el estado de agregacidén de los
ribosomas si la elongacién y la iniciacidén estuviesen inhibidas
completamente. En nuestro caso, los poliribosomas mostraron un estado
de agregacién més alto en el caso de higado de ratas tratadas con HC
(Fig. 8). Estos resultados indican que la elongacién puede ser la
etapa de la sintesis de proteinas alterado por el HC. La posibilidad
de que el mecanismo de terminacién de la cadena péptidica también
fuera un factor limitante (modulado por HC) no puede ser excluido por

este modelo de determinacidén de Tc.

Con respecto al envejecimiento, los perfiles de poliribosomas
mostrd un alto grado de agregacidn en higado de ratas viejas de 12
Yy 24 meses. Estos resultados indicén que los cambios en la
elongacién de la cadena péptidica puede ser un mecanismo
importante en la alteracidén de siﬁtesis de proteinas durante el

envejecimiento.

4.3. Estudio del EF-2 bajo estrés oxidativo exdgeno y en el

envejecimiento.

En la fase de elongacidén de la sintesis de proteinas participan
diversos factores EF la, eEF-la, eEF-1B, eEF-ly ,eEF-10 y EF-2,
entre los cuales, el EF-2 es un factor esencial en la requlacién del
paso de elongacién de la sintesis de proteinas (Nygard y Nilsson,
1990; Hershey, 1991; Perentesis vy col, 1992). Presenta 875

aminoacidos con una diferencia de 8. amincdcidos con el EF-2. entre el
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hamster y los humanos (Rapp y col, 1989). Con el fin de investigar la
posible implicacién de los cambios en el EF-2 en la disminucién de la
velocidad de elongacién por HC, se determiné el efecto del
tratamiento con HC sobre la cantidad total de EF-2 en el higado de
ratas tratadas con este compuesto. Ningun cambio fue detectado en la
cantidad total de EF-2 en ratas tratadas con HC respecta a ratas

controles (Tabla. 4).

Siguiendo el mismo esquema, con el fin de estudiar la posible
implicacidén del EF-2 en-la reduccidén de la fase de elongacidn con
el énvejecimiento, se estudid el efecto de la edad sobre la
cantidad total de EF-2 en ratas de edades diferentes. No se
observd ningun cambio en la cantidad total de EF-2 en todos los

grupos estudiados (Tabla. 4.).

Estos resultados indican que la bajada_observadaben_el nivel de la
sintesis de proteinas no es debida a una disminucién en la cantidad
de'EF—Z,'y sugiere que los cambios en la fase de elongacién podrian
ser debidos a modificaciones postraduccionales del EF-2. Para
comprobar esta posibilidad, se determiné la cantidad de EF-2 activo y

su estado de oxidaciédn.

El EF-2 es un factor que cataliza la translocaciédn del péptidil-ARN:
desde el sitio A al sitio P del ribosoma. Contiene un aminoacido
modificado 2-[3-carboxiamido-3-(trimetil-amonio) propil]l histidina
llamado diftamida (residuo de histidina modificado), cuya importancia
en la funcién de EF-2 fue definido por Perentesis (1992) y Omura

(1989). La diftamida es un residuc que es especificamente ADP-
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ribosilado por el fragmento A de la toxina diftérica (TD), que
cataliza la transferencia de ADP-ribosa desde el NAD' hacia del EF-2,
inactivandolo (Hershey, 1991; Omura y col, 1989). El nivel de EE-2
ADP-ribosilable, que se usa como una medida indirecta de la cantidad
de EF-2 activo en extractos (Riis, Rattan y Clark., 1989; Riis .y
col., 1989) puede ser determinada por el ensayo de ADP-ribosilacién
de la diftamida con la TD. Aunque el residuo diftamida como tal no
sea importante para la funcidén de EF-2 en la sintesis de proteinas,
se ha sugerido que el residuo permite a las células regular la
sintesis de proteinas por ADP-ribeosilacién del EF-2 (Perentesis y
col, 1992; Rattan, 1991; Lee y Iglewski, 1984; Iglewski y col, 1984;
Fendrick vy Iglewski, 1989; Iglewski vy Dewhurst, .1991; Iglewski,
1994). Durante el tratamiento con HCv se observo una reduccidn
significativa de un 32% en la cantidad de EF-2 ADP-ribhosilable (Tabla
4) . También se observé médiante ia determinacién de los grupos
carbonilos (Tabla 4) que el EF-2 de higado de ratas tratada con HC es
modificado por oxidacidédn. Puesto que las modificaciones oxidativas
podrian ocurrir en una zona distinta del sitio catalitico del EF-2,
estos resultados no prueban que el EF-2 este inactivado. Sin embargo,
demuestran que ha sufrido modificaciones oxidativas en su estructura

bajo el tratamiento con HC.

Los resultados de este mismo estudio realizados durante el
envejecimiento de ratas muestra un proceso similar. Como se puede
ver en la Tabla 4, una reduccién significativa de 33 % en la

cantidad de EFr-2 ADP-ribosilable se observd durante el
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envejecimiento. Asimismo, los resultados mostraron que el EF-2
hepatico de ratas viejas este oxidativamente dafiado, lo cual se
pone de manifiesto por el aumento en el contenido en grupos
carbonilos (Tabla 4).

Estos resultados, muestran que la inhibicién de la sintesis de
proteinas por HC y por el envejecimiento podria ser producida por
cambios ocurridos a nivel de la fase de elongacidén y, concretamente,
podia ser debida a modificaciones postraduccionales del EF-2, que
conducen a un aumento en el dafio oxidativo y, consecuentemente, a una
reduccidén de la actividad de este tltimo.

Esto pone de manifiesto una serie de similitudes entre el efecto
del HC y el envejecimiento en cuanto a la disminucién de 1la
sintesis de proteinas. Estas son:

1- La elongacién es la etapa de la sintesis de proteinas mas
afectada.

2-  Disminucién del EF-2 ADP-ribosilable.

3- Aumento de grupos carbonilos en el EF-2.

Para establecer que las modificaciones postraduccionales encantradas
"in vivo" podrian ser debidas al estrés oxidativo, se realizdé un
experiménto control para determinar el efecta de HC scobre el EF-2 "in
vitro”. Los resultados fueron similares a los encontrados "in vivo"
(Fig. 10). Asi, el HC también afecta las niveles de EF-2 ribosilable
Yy su contenido en grupos carbonilos.

Las razones por las que disminuye la proporcidén de EF-2 activa bajo

un estrés oxidativo producido por tratamiento de ratas con HC o por
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el proceso de envejecimiento, pueden ser debidas a diversos factores:
(1) una modificacién quimica de la diftamida por las especies
reactivas de oxigeno, que elimina el efecto de la TD; (2) una
activacién de las ribosiltransferasas endbgenas que actlian
ribosilando el residuo diftamida del EF-2 vy que parece ser un sistema
regulador de la sintesis de proteinas como parte del metabolismo
celular normal (Rattan, 1991; Lee y Iglewski, 1984; Iglewski y col,
1984; Fendrick y  Iglewski, 1989; Iglewski vy Dewhurst, 1991;
Iglewski, 1994), (3) modificacidn de determinados aminodcidos del EF-
2 por oxidacién: el EF-2 tiene una histidina, que es esencial para su
actividad (Omura vy col, 1989). La histidina es uno de los residuos de
aminoacidos méas susceptibles al dafio oxidativo (Levine, 1983;
Gordillo y col, 1988). Es posible que los radicales libres producidos
por HC puedan afectar a la actividad de EF-2 mediante un mecanismo
que implica la inactivacidén por oxidacién de la histidina; (4) los
cambios éonformacionales en el EF-2 inducidos por oxidaciones
causadas por radicales libres.

La segunda posibilidad parece, en. principic, razonable considerando
trabajos previos, que muestran que el estrés oxidativo activa la ADP-
ribosilacién de proteinas que participan en el catabolismo de
nucledtidos de piridina (Janero y col, 1993). Si este es el caso, la
ADP-ribosilacién activada por HC podria justificar la disminucidn
del paso de elongacién, vya que esta reaccién es un fendmeno

irreversible.
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Para conocer en profundidad el proceso de inactivacién del EF-2, se

procedidé a realizar unos estudios de caracterizacién molécular.

4.4. Estudio del EF-2 a nivel molecular bajo estrés oxidativo y

envejecimiento.

A nivel estructural, fue determinado el peso molecular del EF-2 en
ratas de varias edades y en ratas tratadas con HC mediante
electroforesis e inmunotincidén. Se observd una fragmentacidén del EF-
2 de ratas viejas, reflejado por la presencia de bandas cuyo peso
molecular fue inferior a 97.4 kD (Fig. 11, linea B y C). Un caso
parecido se detectd en el EF-2 de ratas tratadas con HC (Fig. 11,
linea A). La fragmentacidén del EF-2 (junﬁo con la disminucidén de la
actividad y su mayor oxidacién) podria estar implicada en la
disminuciép. de la sintesis de protéinas bajo ambas circunstancias
(envejecimiento y tratamiento con oxidantes). Estos resultados  de
fragmentacidén del EF-2 parecen ser de gran importancia como mecanismo
de regulacidén de la sintesis de proteinas a nivel de la fase de

elongacién (Pierrefiche y Laborit., 1995).

Una fragmentacién del EF-2 similar ha sido detectada por otros
autores en varios tejidos, comoe higado y placenta de buey o células
de levadura. Los resultados obtenidos a partir de la levadura ponen
de manifiesto que el grado de fragmentacidén depende del estado de
crecimiento. Asi, en ei principio de la fase exponencial, las
proteinas nativas presentan un 95% del material ADP-ribosilable, pero

su abundancia relativa con respecto a los fragmentos disminuye en la
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mitad de fase exponencial y llega a ser insignificante en la fase de

reposo celular.

En nuetro trabajo se determind que la fragmentacidén del EF-2 esta
acelerada durante el envejecimiento y bajo el estrés oxidativo
causado por compuestos oxidantes. Esta 'fragmentacién podria ser
causada por efecto directo de las ERO, las cuales podrian producir
una fragmerntacién directa de las cadenas polipeptidicas,
probablemente via o-amidacidén de los radicales perdxidos (Stadtman,
1993).. Ademés, se ha descrito que 1la etépa de la degradacidén de
proteinas se inicia por oxidacidén de las mismas. Incluso el proceso
de degradacién por proteasas es mas favorable en el caso de las
proteinas oxidadas que las no-oxidadas (Davies, 1987; Grune, 1996;
Sahakian; 1995). Considerando el gfado de oxidacién de EF-2 (Tabla
4), esfe ultimo podria ser fragmentado por accidédn proteolitica
durante el envejecimiento y la acumulacién de estos fragmehtos se
produciria por el mismo mecanismo que da lugar a la acumulacidén de

proteinas inactivas durante el envejecimiento (Dean, 1993).

4.5. Efecto del estrés oxidativo scbre 1la ADP-ribosilacién de

proteinas citosdlicas.

Se ha descrito que el &éxido nitrico y las ERO son importantes
mediadores del dafio téxico y la activacién de las poli (ADP)-
ribosiltransferasas nucleares, las cuales se activan contra el

deterioro que afecta al DNA (Heller y col, 1995). Una formacién
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exceciva de poli (ADP-ribosa) reduce los niveles de NAD e induce la

muerte celular {(Zhang y col, 1994).

Respecto a la funcién fisioldgica de la mono (ADP)-ribosilacidn,
esta es todavia desconocida. Se han descrito varias reacciones de
mono (ADP) -ribosilacién  que afectan a proteinas relevantes,
apuntando la importancia de esta modificacién postraducciconal en la
regulacidén de la actividad funcional de estas proteinas “in vivo”
(Ueda, 1985). Varios estudios han demostrado que la toxicidad del
ON esta mediada por mono (ADP) -ribosilacién de proteinas
importantes. Basandonos en estas observaciones, hemos estudiado si
esta modificaciébn es una caracteristica intrinseca del ON en

particular o es una preopiedad de los radicales libres en general.

Los resultados de estos estudios mostraron que 1la mono(ADP)-
ribosilacién endbgena de proteinas éitgsélicas es aumentada por el
tratamiento de extractos de higado de rata control con todas las ERO
usadas, excepto el paraquat (Nordquist y col, 1995) (Fig. 14). 1lLa
evidencia de que el incremento de ADP-ribosilacidn es causado por la
activacién de las ribosiltransferasas es que el pretratamiento del
homogeneizado con un inhibidor de esta actividad, la histamina (Gill
y Dinius, 1973), inhibe esta modificacién postraduccional. Este
experimento también excluye la posibilidad de que el efecto observado
podiera ser debido a una ribosilacién no-enzimdtica (Zhang and
Snyder, 1992). Ademds, para excluir la posibilidad de que el efecto
observado pudiera ser ocasionado por accién de las poli(ADP)-

ribosiltransferasas presentes en el niucleo, se ha estudiado el efecto
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de las ERO sobre la fraccidén . citosdlica que contiene 20 uM de
benzamida, un inhibidor de las poli (ADP)-ribosiltransferasas (Rankin
y col, 1989). No hubo disminucidén de la ADP-ribosilacidén de
proteinas del extracto de higado de ratas tratadas con radicales
libres en presencia de benzamida con respecto al homogeneizado de
higado de ratas tratadas con sélo con radicales libres. Esto excluye
la participacién de cualquier contaminacién con poli-(ADP)-
ribosiltransferasa en la fraccién citesélica.

Para comprobar que los radicales libres estan involucrados en la
activacién de la mono- (ADP)-ribosilacién se usaron dos secuestradores
de radicales libres: la melatonina (Reiter vy col, 1996) y el PBN
(Colado y Green, 1995). Varios autores confirmaron que la melatonina
protege el organismo contra el dafio oxidativo provocadc por 1los
radicalés libres (Reiter y col., 1996). Ademés, sebha descrito que el
PBN presenta diferentes grados de proteccibébn contra el dafioc oxidativo
(Cheng y'Sun, 1994). En nuestro caso, ambos compuestos impiden en
cierto grado la ADP-ribosilacidén (Fig. 15, 16 y 17). Probablemente,
ambos compuestos contribuyen,ei la reduccién de flujo de radicales
libres o de sus agentes generadores. Uno de los hallazgos que es
necesario destacar es que ON vy la melatonina pueden actuar
reciprocamente “in vivo” y sugiere que la melatonina puede proteger
contra la toxicidad del ON mediante un mecanismo que inveolucra la
inhibicién de la ADP-ribosilacidén de proteinas importantes. Este
fenbmeno demuestra el posikle mecanismo de proteccidon de la

melatonina contra la oxidacién de las ERO.
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Por otro lado, se ha descrito que el DTT prolonga la supervivencia de
los miocitos expuestos al tBHP, disminuyendo la oxidacién de 1los
tioles proteicos y no proteicos. Este compuesto preserva la carga
enérgica (Bhatnagar, 1994) y permite una proteccidén parcial contra el
dafio  producido  por los radicales de oxigeno introducidos
artificialmente en el corazén de rata (Daniels y Duncan, 1993). El
mecanismo por que el DTT previene el dafio oxidativo no se conoce

aun.

La presencia del DTT condiciona el efecto del estrés oxidativo en
terminos de mono (ADP)-ribosilacién. Asi, a concentracién de 20 mM la
ADP-ribosilacién aumentada por la presencia de ERO es totalmente

prevenida por DTT.

La siguiente cuestidén que se desprende del fenoménc de la induccidn
de la mono(ADP)-ribosiltransferasa es ¢como los radicales libres

pueden activarlas?.

Hay que seflalar que semejante actividad enzimédtica debe estar bajo
un estricto control o causaria la muerte celular. Diversos compuestos
han sido descritos como inhibidores de la ADP-ribosilacién.. Uno de
los mas importantes es la nicotinamida, un producto liberado en las
reacciones de ADP-ribosilacién y un inhibidor tanto de la poli- y la
mono (ADP) -ribosiltransferasa (Ueda, 1985; Rankin y «col, 1989).
Nosotros hemos estudiado si el contenido de nicotinamida disminuiria
tras el tratamiento con los compuestos oxidantes. En este supuesto,
el inhibidor éelular de la ribosiltransferasa no interacionaria con

las enzimas, permitiendo a estas producir ADP-ribosilacidén en las
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proteinas. Para comprobar esta posibilidad se ha medido los niveles
de nicotinamida en homogeneizados de higadode ratas tratados con
oxidantes. Sin embargo, nuetros resultados muetran que los niveles

permanecen constantes.

Esto sugiere que otros factores pueden estar implicados en la
requlacidén de la actividad de las ribosiltransferasas A
consecuentemente, de la actividad de las proteinas suceptibles a ser
modificadas por ADP-ribosilacién. Hay que sefialar que la ADP-
ribosilacién puede estar regulada por una gran variedad de
metabolitos y constituyentes estructurales de la célula, entre otros
los éacidos grasos insaturados de larga cadena que inhiben la poli- y
la mono (ADP)-ribosiltransferasa y acidos grasos saturados de larga
cadena -y vitamina K1, que actuan selectivamente inhibiendo las
mono (ADP) -ribosiltransferasas (Banasik y col, 1992). El estudio de la
interaccidén de los radicales libres y la mono(ADP)-ribosiltransferasa
puede propocionar un interesante acercamiento para estudiar el efecto

de las ERO en la célula.

VDurante los 1Ultimos afios se ha descrito que las reacciones de
ADP-ribosilacién podrian estar implicadas en varios procesos de
regulacidén y proteccidédn de las células. Asi, se ha descrito que
las células expuestas continuamente a las ERO usan una variedad de
mecanismos celulares de defensa, que incluyen las poli(ADP)-
ribosiltrasferasas (Monti y col., 1992). Por otra parte, se ha

determinado la implicacién de 1la mono(ADP)-ribosilacién en la
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regulacién de enzimas claves, tales como la glicerol-3-fosfato

deshidrogenasa y el factor de elongacidén 2.

La realidad es que los radicales libres inducen tanto la poli
(Heller vy <col., 1995) como la mono(ADP)-ribosilacién, 1lo que
permite especular con la posibilidad de que las células expuestas
a un nivel bajo de estés oxidativo reaccionan utilizando varios
mecanismos de defensa, gque incluyen los antioxidantes, las poli-
(ADP) -ribosiltransferasas y las enzimas de reparacién del ADN,
cuya actividad consume una cantidad pequefia de NAD (Monti ucol,
1992). Sin embargo, la exposicidén de las células a niveles
excesivos de ERO conduce a la muerte celular como consecuencia de
la deplecidén celular en el NAD y ATP, consumidos principalmente
por la actividad de 1las PART (Pierrefiche y Laborit, 1995) y la
activacién de 1las mono(ADP)ribosiltransferasa. Estas ultimas
pararian importantes rutas bioquimicas como la glucolisis y la

sintesis de proteinas una vez que el dafio celular es irreversible.
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