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Fig. 3.- Reacci6 catalitzada per la GST entre GSH i CDNB (extret de la ref. 116).
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7.7.-Inhibidors de les GST

Els estudis d’inhibici6 s’han emprat classicament per intentar distingir entre
especies enzimatiques diferents, en el cas d’isoenzims o d’altres formes miltiples

d’un enzim amb la mateixa activitat catalitica.

En nombrosos estudis referents a les GST, les proves d’inhibici6 han resultat ser
utils quan lespecificitat pels substrats, les dades immunoquimiques o altres
criteris han estat insuficients (1, 116, 192). Els estudis d’inhibici6 tenen
’avantatge que requereixen només quantitats catalitiques de 'enzim i es poden
fer amb el subétrat més actiu (o amb el substrat que doni una major sensibilitat

de l'assaig si s'utilitzen diferents métodes analitics) (116).

Per a alguns inhibidors, com els esteroides i els derivats de les porfirines, sembla
existir en la proteina un segon lloc d’'unid, diferent del lloc actiu. La troballa que
els esteroides, aixi com els acids biliars i les hormones esteroidals, sén inhibidors
relativament forts, indica I'existéncia d’un lloc d’uni6 disponible per a aquestes
estructures i suggereix que les GST juguen algun paper en el metabolisme dels
esteroides. De la mateixa manera, I'estreta unié de 'hematina i altres derivats
porfirinics recolza també la idea que algunes formes enzimatiques intervenen,

a més, en funcions de transport intracel.lular (116).

Dintre dels inhibidors de P'activitat GST s’hi troben també molts tipus de sals,
com per exemple les de Pb, Cd, Zn, Cu, Hg o Be (65).

Els diferents isoenzims humans poden ser distingits facilment mesurant el valor
de I, amb determinats inhibidors. La I, correspon a la concentracié de
I'inhibidor que aconsegueix inhibir en un 50% V’activitat de I'enzim. Aix{, doncs,
el millor inhidor per a un determinat isoenzim sera aquell que resulti amb una

L5, menor.
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Alguns dels inhibidors que més s’han utilitzat en estudis amb GST humana sén:
‘bromosulfoftaleina: inhibeix amb més efectivitat els isoenzims de classe alfa i
mu; N-etilmaleimida: inhibeix principalment els de classe pi; i colat sodic:

inhibeix sobretot els de classe mu.

Els estudis amb inhibidors s’han portat a terme també intentant demostrar la
seva influéncia sobre les GST i la capacitat d’aquests enzims d’actuar com a
marcadors biologics d’exposici6 a compostos quimics. Es el cas d’algun treball
realitzat sobre certs tOxics industrials (oxid d’estiré, acroleina) i la GST

eritrocitaria (5)

També s’ha investigat la inhibicié de les GST hepatiques per acids grassos i els
seus ésters (acid palmitic, acid estearic, palmitoat ascorbic, acid linoleic i acid
araquidonic) donada la seva influéncia en 'origen de certa patologia, i aixi s"ha

vist que tots ells inhibeixen alguns dels isoenzims hepatics (128).

La GST classe m és inactivada pel peroxid d’hidrogen (H,0,), espécie reactiva
de l'oxigen, a concentracions de 0,05 - 1 mM, mentre que les GST @ i p no
s'inactiven ni a concentracions molt més altes (SmM). Aquest fet ens reafirma
la importancia de la integritat dels grups -SH de la cisteina per a la seva accid,

com ja hem comentat (170).

Recentment s’han intentat aplicar terapéuticament els diferents inhibidors de la
GST en aquells casos on la GST esta augmentada, i per aixd s’han provat
diferents inhibidors de forma selectiva sobre els diferents isoenzims; per
exemple, una quinona com el tetraclor-1,4-benzoquinona i el seu conjugat
glutationic (150, 202). a

7.8.-Inductors de les GST

Els nivells de GST en fetge poden augmentar amb ’exposicidé a molts agents,
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incloent fenobarbital, 3-metilcolantre, propiltiouracil i antioxidants com el butil
hidroxianisol. La majoria d’aquests agents no causen un increment uniforme de
totes les formes de GST.

Per exemple, després d’administrar fenobarbital a les rates, la quantitat de
subunitats Ya i Yb en fetge va augmentar 130 i 240% respectivament, mentre

que els nivells de Yc no es van modificar (10).

L'augment d’isoenzims especifics es deu a I'increment dels nivells  ARNm. Es
pot trobar un augment de 4-5 vegades en els nivells ’ ARNm 24 hores després
de 'administracié de fenobarbital a rates per a les subunitats Ya, Yb,i Yb,, pero

només d’1,6 vegades per a la subunitat Yc (53, 149).

Sembla que una part d’aquest increment d’ARNm pot ser degut a una augment
en lactivitat transcripcional, perd aquesta no és Iinica explicacié. De fet, s’ha
demostrat que la mitja vida del ARNm per a la GST Ya/Yc s’incrementa unes
dues vegades després de I'administraci de fenobarbital, la qual cosa indicaria
que el fenobarbital augmenta la proporcié de transcripcid i, a més, 'estabilitat
del ARNm per a la GST (53).

Aquesta induccié de la GST w s’observa, per exemple, en el cas de cancer de
mama huma; s’ha vist que la banda cromosomica que codifica la GST = esta
localitzada en la mateixa banda cromosomica (11q13) que els proto-oncogens
INT2 i HSTF1, els quals sén freqiientment amplificats en el cancer de mama;
per tant, aix0 sera d’interés com a possible marcador per al pronostic d’aquest

tipus de cancer i com a marcador de resisténcia a quimioterapics (165).
7.9.-Paper de les GST en la resisténcia a farmacs

Per entendre millor el paper catalitic dels isoenzims de GST en el metabolisme

i detoxificaci6 dels farmacs antineoplastics, és necessari tenir en compte el
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caracter electrofilic del farmac i el nucleofilic del grup tiol del GSH (196).

L’efectivitat de molts d’aquests farmacs pot estar forca limitada per la
resisténcia de les céllules, la qual pot ser intrinseca en alguns tumors, perod

també pot originar-se en el curs del tractament quimioterapic.

En el cas dels fenotips resistents a agents alquilants, sovint s’hi han trobat
alteracions en el sistema GSH/GST, incloent augments del contingut de GSH
cel.lular, increment de 'activitat GST i canvis en els nivells d’expressié d’un o

més isoenzims (207).

I’agressio de la céllula per part dels CE estimula els mecanismes reparadors
de FADN. Com a conseqiiencia, podem observar alteracions en els genomes que
codifiquen la sintesi de proteines, entre elles les GST. Aixi, podem apreciar
Pexisténcia de clons cel.lulars que, després del contacte amb CE, presenten un
augment de determinats tipus de GST o, fins i tot, presenten isoenzims del tipus
GST que abans no expressaven. Per tant, podem trobar no solament una
supervivéncia d’aquestes cellules enfront dels CE, sindé també laparicié de
resisténcies als quimioterapics, producte de I'estimulacié d’aquests mecanismes

pel propi quimioterapic, que actuaria com a CE (194).

Alguns dels mecanismes pels quals es produeix resisténcia a farmacs
antineoplastics s’han relacionat amb I'ani6 superoxid (100). Aquests farmacs
donen lloc en el seu metabolisme a anions superoxids que, segons s’ha vist a
’apartat corresponent a radicals lliures, poden donar lloc a H,O, o reaccionar
directament amb els lipids de membrana, originant la lipoperoxidacié. Entre els
mecanismes de reparaci6 o defensa hi trobem diferents sistemes enzimatics, com
és la glutati6é peroxidasa seleni-indepenent (GST « o GST ). Aquestes GST es
poden utilitzar com a eliminadors dels productes de la lipoperoxidacié i la
inducci6 que s’observa de la GST m és resposta a aquests farmacs

antineoplastics.
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Aquesta resposta de la GST al tractament amb quimioterapics ha suggerit, en
estudis de Pactivitat GST en malalts leucémics, que els valors baixos d’aquesta
activitat enzimatica es podrien utilitzar com a factor de pronostic favorable per

determinar aquells pacients que respondran a la terapéutica (95).
7.10.-GST i patologia

Molts carcinogens i mutagens, entre d’altres compostos toxics, s’han comprovat
que son substrats de la GST (42). D’altra banda, les GST poden ser induides en
el citosol de molts Organs de diferents espécies animals per substancies
considerades com a anticarcinogeéniques (178). Tot aix0 suggereix que la GST

deu tenir un paper important en la carcinogenesi (92).

Recentment, s’ha demostrat que la GST = -també anomenada 7-7-, que gairebé
no s’expressa en fetge normal de rata, augmenta significativament en mostres
tumorals de diversos teixits humans: cervell (153), mama (50, 145, 36) i sigma
(172, 36). En aquest dltim cas, s’havia vist que 'augment de GST no afectava
a colon ni a recte, per0 recents estudis immunohistoquimics emprant anticossos
monoclonals de ratolf dirigits contra la GST m humana han demostrat que els
nivells d’aquest isoenzim de GST estan augmentats en cancer de colon i recte
(91, 96, 129, 208, 37), a Iigual que en els de cervell, cérvix, endometri, testicles

i fibro- i condrosarcomes (91).

En el cas del melanoma maligne, s"ha comprovat un increment de GST m (I'inic
isoenzim de GST present en fibroblasts, nevus i melanomes) respecte al teixit
no tumoral. Aixd recolzaria la idea que la GST classe m pot contribuir a la

resisténcia als farmacs que és caracteristica. del melanoma maligne (115).

Altres estudis han demostrat que, en alguns casos, hi pot haver un descens de
Iactivitat GST total en carcinomes renals, perd a causa només d’'una disminuci6

de les formes basiques (a a €), alhora que s’hi troba un augment de la forma
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acidica (51).

També s’ha comprovat un descens de 1’activitat GST en els tumors humans
hepatics (171).

Un altre cas d’augment d’activitat enzimatica GST és el tumor de ceél.lules

superficials transicionals de bufeta de I'orina (101).

L’augment d’activitat GST suggereix que seria possible utilitzar la determinaci
enzimatica com a marcador tumoral, arribant-se a suggerir que la GST 7 és una

proteina oncofetal que s’expressa durant la carcinogénesi (98).

També s’ha demostrat un augment d’activitat enzimatica GST en linies cel.lulars
de carcinoma pulmonar huma de "cellula no petita" ("non-small cell lung
cancer"), en comparacié amb el de "céllula petita" ("small cell lung cancer").
Aquesta podria ser I'explicacié de la resisténcia intrinseca als farmacs, que

sovint es troba en els pacients amb cancer de "cél.lula no petita" (32).

Las d’anticossos que no presenten reaccions creuades permet una
caracteritzacié immunologica precisa dels diferents grups d’isoenzims, i pot ser
emprat per a la deteccié immunohistoquimica (119). D’aquesta manera, es pot
establir la distribucié cel.lular de la GST 7 en teixits normals i tumorals, essent
algunes estructures més immunoreactives que altres (taula 10). Els métodes
immunohistoquimics permeten una analisi més detallada de I'expressi6 de la
proteina GST 7 en un gran nombre de mostres de pacients, la qual cosa és Ttil
per determinar si aquest gen pot ser un bon marcador de prondstic en els
pacients amb cancer de mama (195). Aqﬁesta possibilitat va ser suggerida per
un estudi previ que indicava que els nivells ’ARNm de GST 7 eren més alts

en els tumors de mama receptor-estrogeénics negatius, que en els positius (133).

Recents investigacions han portat a la comparacié dels nivells d’expressié de
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GST = entre diferents tipus de tumors humans, que s’ha vist que s6n molt més
alts en cancer de pulmé o de cap i coll, que en els limfomes o en els cancers de
mama. A més, comparant teixit tumoral amb teixit sa adjacent s’ha arribat a la
conclusié que, en molts tipus de tumors, es troba una major expressié6 de GST

7 a la part tumoral que a la sana (134, 208).

Teixit

Estructures més reactives

Sistema urinari
Ronyo

Uréter i bufeta de P'orina
Aparell digestiu
Esofag

Estémac

Duodg, jeja,colon
Glandules digestives
Fetge

Bufeta de la fel
Pancreas

Sistema respiratori
Traquea, bronquis
Pulmé

Aparell reproductor
Uter

Ovari

Mama

Placenta
Testicle
Prostata
Sistema endocri
Tiroides
Adrenal
Sistema nerviés
Cervell

Nervis periférics
Sistema vascular
Cor

Vasos sanguinis
Altres

Pell

Ganglis limfatics

Nansa de Henle, tibul distal, tubs col.lectors
Epiteli, muscularis

Epiteli, glandules submucoses
Superficie epiteli i glandules findiques
Epiteli, criptes de Lieberkithn

Ductes biliars
Epiteli, muscularis
Ductes

Epiteli, glandules, cartilag
Epiteli alveolar

Epiteli cervical, epiteli i glandules endometrials,
miometri, epiteli tubaric, mascul llis

Fol.licles, cél.lules del cortex

Epitelis acinar 1 ductal

Citotrofoblast

Tibuls seminifers, epididim, miscul 1lis

Epiteli glandular, mascul llis

Cel.lules foliculars
Cortex, medulla

Neurones, céllules glials
Cellules d’Schwann

Miocardi
Endoteli, mascul llis

Epidermis, glandules sebacies i de la suor
Centres germinals

TAULA 10.- Deteccié immunohistoquimica de la GST = en teixits humans normals (extret de la
ref. 195).
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Quant a la pell, s’han fet estudis @’ ARNm de GST pi en mostres de pell i s’ha
vist una expressié més alta que la que s’observa a placenta, perd no es pot
correlacionar amb el fet que es tracti de pell normal, hiperplasia escamosa o

lesié maligna (98).

Aixi, doncs, en la majoria dels tumors humans estudiats s’ha trobat un augment
de la GST m, perd no en tots. A més, 'expressié d’aquest isoenzim, estudiada
per immunohistoquimica, pot variar dins d’un tipus concret de tumor, la qual
cosa limita el seu s com a marcador tumoral (30). I en canvi s’ha pogut
observar que, aixf com 'a roman estable, l'isoenzim pu disminueix en alguns
tumors (177).

D’altra banda, com ja hem comentat, la GST pu és molt eficient en la
detoxificacio de 1'0xid trans-estilbe, que és un epoxid fortament mutagénic.
Aproximadament un 50% de la poblacié caucasiana és genéticament deficient
en GST p (211), havent-se indicat recentment que les diferéncies hereditaries
en I'expressié d’aquest isoenzim es deuen a una delecci6 geneética (168, 45). Els
individus deficients en aquest tipus de GST, fumadors i amb nivell de cotinina
alta, semblen tenir un alt risc de patir cancer pulmonar induit pel tabac (169);
en un estudi posterior s’observa fins i tot, per la técnica de les cromatides
germanes, una afectacié de ’ADN superior en els individus fumadors amb
deficit de la GST p (206). A més, els individus GST1 0 (no expressié d'isoenzim
) tenen un risc 3 vegades superior als que sf expressen GST u de desenvolupar
un adenocarcinoma d’estémac o colon (188, 37). Per aquest motiu, actualment
s’estan posant a punt técniques de PCR (protein chain reaction) per detectar els

diferents fenotips responsables d’aquest polimorfisme (14).
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8.- GSH
8.1.-Distribucid

El glutati6é (GSH) és el tripeptid T-glutamilcisteinilglicina, una de les molécules
organiques petites més abundants a la natura. La majoria de les seves funcions

biologiques depenen del grup tiol del residu de cisteina (42).

Gairebé tots els teixits contenen GSH, essent el fetge I'organ de biosintesi
principal d’aquest compost. Encara que molts teixits en tinguin, no estd
necessariament present en totes les seves cellules. Per exemple, en el cas del
cervell el contingut de GSH és 1,5-2 mM, pero estudis histoquimics mostren que
en I'estroma neuronal no n’hi ha. Es creu que I’ascorbat dels astrocits cerebrals
podria ser una alternativa per a la defensa antioxidant del citosol en els somes
neuronals del sistema nervids central. Aquest ascorbat contribuiria a la
prevencié del dany que pot ser ocasionat, per exemple, pels radicals lliures

durant una reperfusié postisquemica (148).
8.2.-Biosintesi i cicle redox

El GSH és sintetitzat in vivo al fetge, a partit de T-glutamilcisteina i glicina via
GSH sintetasa (fig. 4).

La inhibicié de la glutamilcisteina sintetasa per butionina sulfoximina (BSO)

donara lloc a una disminucié de la sintesi de GSH (120).

El GSH és manté en un cicle redox amb' el GSSG dins la mitocondria (fig. 5)
i és regenerat per la GSH reductasa, un enzim citosolic NADPH-depenent. La
inhibici6 d’aquest enzim, i per tant de la regeneraci6 del GSH, ocasionara una
depleccié intracel.lular del GSH. Aix0, per exemple, t€ lloc amb 1is del
quimioterapic 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU) (160).
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CISTEINA @ GLUTAMAT

Butionina
suifoximina (BSO)

GAMMA-GLUTAMILCISTEINA

@ GLICINA

/ FARMAC

v @\ CONJUGAT
i

GLUTATIO (MENYS TOXIC)
NADP H,0,
. 2H.O
NADPH GLUTATIO H,
DISULFID

ENZIMS: GGS = gamma-glulamiicisteina sintetasa
GS = glutald sintetasa
GST = glwartié S-transferasa
GP = glutatié peroxidasa
GR = glwané reductasa

Fig. 4.- Esquema d’algunes vies metaboliques on intervé el glutati6 (extret de la ref. 120).
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SUBSTRAT NADH NADPH GSH

SUBSTRAT

ATP

OXIDAT NAD- NADP* GSSG

ROH
H,O

GLUTATIO | GLUTATIO
TRANSHIDROGENASA | GLUTATIO 1) opp oy asa

H,0,
ROOH

Fig. 5.- Sistema redox del glutatié present a la mitocondria (extret de la ref. 160).
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Les alteracions en el metabolisme de la glucosa per la glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa (G6PDH) afectaran la Adisponibilitat de NADPH en els
eritrocits, que no tenen mitocondries, i per tant limitara activitat reductasa. Un
dels defectes genétics amb més prevalenga, la deficiencia de G6PDH, s’associa
amb hemolisi cronica moderada i hemolisi aguda severa en condicions d’estrés

oxidatiu.

En treballs on s’estudiava la preséncia de productes de la lipoperoxidaci6 en pell
humana, s’ha vist que el malonilaldehid s’uneix covalentment a la G6PDH
modificant la seva estructura i afectant la seva activitat, ja que la uni6 és
proxima al lloc d’acci6; per tant produeix una inhibicié de I’activitat de 'enzim

(122) i la conseqiient disminucié del GSH.

Aix0 demostra la importancia del paper desenvolupat pel NADPH en el

manteniment del glutatié en la seva forma reduida (19, 48).

Quan augmenta l’estres oxidatiu, la capacitat del sistema GSH peroxidasa/GSH
reductasa pot ser superada i produir-se un actimul intracel.lular de GSSG. Per
mantenir I'status redox de la céllula, el GSSG és transportat activament fora
d’ella. Aixi, doncs, el nivell de GSSG plasmatic pot ser considerat un bon index

de Pestrés oxidatiu intracel.lular (48).

La figura 6 recull el cicle del glutati6 a 'interior de I'eritrocit i la seva relacio

amb el plasma.
8.3.-Funcions del GSH

El glutatié té funcions com reductor intracel.lular i juga un paper important en
la catalisi, metabolisme i transport. Aixi, protegeix les ce¢llules davant radicals
Liures, espécies reactives de 'oxigen (ex. peroxids) i compostos toxics d’origen

endogen i exogen (123, 99). Es, per tant, a més d’'una bona defensa enfront
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PLASMA f
1
ERITROCIT :
Cys +Glu Compostos S-conjugats
o—
Glutamilcisteina
+ ~feed-back" GSS-Electrofilic
Gly negagu H-x 1
OXIDANTS
l@ ' ® [ EXOGENS
GSH GS Electrofilic-x
N ROOH o H,0,
® ® | OXIDANTS
ENDOGENS
GLUCOSA prmpes NADPH ROH H,0
i oHO,
ERITROCIT |
1
PLASMA '

Fig. 6.- Cicle del GSH a Peritrdcit huma.
Cys: cisteina; Glu: acid glutamic; Gly: glicina; GSH: glutati6 reduit; GSSG: glutatié oxidat; 1: r-
glutamilcisteina sintetasa; 2: glutatié sintetasa; 3: glucosa-6-fosfat deshidrogenasa; 4: glutatié
reductasa; 5: glutatié peroxidasa; 6: glutati6 S-transferasa; SHMF: shunt hexosa monofosfat (extret
de la ref. 40).
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xenobiotics electrofilics i oxidants intracel.lulars, un regulador del potencial

redox cel.lular.

El GSH i els compostos relacionats detoxifiquen una gran varietat de productes
quimics, incloent farmacs quimioterapics. Alterant la quantitat o la reaccié de
qualsevol constituent dels passos metabolics implicats, potencialment es pot
influir en la resposta a farmacs (incloent ciclofosfamida, nitrosourees, melfalan,

bleomicina) reduint els nivells de GSH in vitro i en models experimentals (120).

Les reaccions del cicle redox GSH-GSSG (veure figures 4 i 5) poden incloure
radicals lliures, responsables parcialment de la toxicitat de molts farmacs
quimioterapics. L’increment d’activitat d’aquest cicle redox s’associara amb la

resisténcia inherent o adquirida als farmacs en les cel.lules in vitro.
8.4.-GSH i patologia

Nombrosos estudis sobre ’activitat GST en diversos tipus de cancer han intentat
també establir els possibles canvis en el contingut de GSH en el teixit tumoral.
En el cas dels tumors de cérvix i en els de cap-coll, s’ha vist que el contingut de
GSH no és gaire alt i no superior al corresponent del teixit sa, encara que s’han

trobat moltes variacions interindividuals (70).

En canvi, en linies cel.lulars de carcinoma pulmonar huma s’ha demostrat una
disminucié del contingut de GSH en els tumors de "cél.lula petita", encara que
curiosament no hi ha diferéncies en queé les cél.lules procedeixin de pacients
tractats amb agents citotoxics que haurien d’interaccionar amb el GSH o que les

cellules procedeixin de malalts no fractats (33).

També existeix un augment del contingut de GSH en el carcinoma superficial
transicional de bufeta de I'orina humana, alhora que s’hi detecta un augment

d’activitat GST. El fet que s’incrementin ambdés parametres suggereix que el
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patré de mutacié podria afectar tots dos processos. Encara que no es trobi una
correlacid entre augment de GSH i activitat GST per a cada individu, aixo
seria logic si pensem que cada genoma pot ser influenciat de manera diferent
durant el procés de mutacid. Aquesta manca de correlacié ja havia estat
observada per Whyte i col. (210) en diverses espécies animals. D’altra banda, no
es va trobar diferéncia entre el GSH dels teixits d’individus sans i el de teixit sa
adjacent al tumoral, suggerint que en aquest cas el GSH no tindria influéncia

en el desenvolupament del tumor (101).

Molts quimioterapics semblen ser detoxificats pel GSH. Per tant, la disminuci
del GSH cel.lular en tumors podria augmentar P'eficacia de la terapia emprada
en el cancer. Per aquest motiu, s’estan portant a terme investigacions sobre I'tis
clinic de la BSO com a complement de la quimioterapia en tumors malignes
humans (48).

El GSH reduit juga un paper en la proteccié de célules contra el dany per
radicals lliures i altres electrofilics, influéncia de la radiosensibilitat cel.lular,
resposta cel.lular a la hipertérmia i citotoxicitat d’alguns agents quimioterapics
(99).

S’ha suggerit que les complicacions més significatives de la Diabetis Mellitus,
com sén polineuritis, retinopatia, microangiopatia i tlceres perforants, poden
dependre d’una excessiva produccié de radicals Iliures d’oxigen (increment de
lipoperoxidaci6 amb un augment de formaci6 de malondialdehid) i una
deplecci6 del glutati6 enmagatzemat en eritrocits (68). Aquest fet també es pot

observar en eritrocits de nens urémics sotmesos a hemodialisi (199).

Aixi, sha examinat la correlacié entre el contingut de GSH cellular i la
sensibilitat de les céllules humanes de pell (fibroblasts i queratindcits) a les
radiacions. Utilitzant BSO com a deplector dels nivells de GSH, s’ha pogut

posar de manifest que els tiols enddgens estan directament involucrats en la
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proteccié de les cellules davant el dany de les radiacions, ja que en nivells
baixos de GSH mostren una major afectacié. In vivo es troba dues vegades més
GSH en epidermis que en la dermis, factor important per a la proteccié davant
les radiacions UVA i UVB (200).

8.5.-Altres funcions del GSH

Una altra important funcié del GSH és la de participar en I'ensamblatge dels
microtibuls del citoesquelet, mecanisme que requereix de la preséncia de grups
sulfhidril reduits. Per tant, el GSH estara implicat en la regulacié de la dinamica
i I'estabilitat de la xarxa de microtdbuls in vivo. En aquest sentit, s"han fet
estudis tractant cellules amb CDNB, que provoca un desensamblatge dels
microtibuls per depleccié del GSH cel.lular, probablement perqué el GSH es
deu unir a la tubulina o qualsevol altre component dels microtibuls. Aquest
desensamblatge és en realitat reversible, ja que una exposicié cellular més
perllongada al CDNB, encara que consumeix el GSH existent, provoca un
augment dels nivells basals de GSH, probablement perque la seva depleccié
inicial té un efecte de feed-back sobre I'enzim 7-glutamilcisteina sintetasa, que
intervé en la biosintesi del GSH. En canvi, si les cél.lules es tracten amb CDNB
més BSO, el desensamblatge ja no €s reversible, ja que s’haurd depleccionat

totalment el GSH cel.lular i s’haura inhibit 'enzim abans esmentat (106).

El glutati6 reduit t€ un paper clau en la defensa contra I’estrés oxidatiu. Una de
les situacions en les que intervé com a compost protector €s en la peroxidaci6
lipidica, reduint les formes oxidades (radicalars) de la vitamina E. La
regeneracié d’aquesta vitamina a partir dels seus radicals és catalitzada per una
reductasa de membrana glutati()-depenen‘t.‘ S’han fet estudis que demostren que
la combinaci6é de glutatié oxidat (GSSG) i acid lipoic protegeix contra la
peroxidacié lipidica microsomal hepatica, via formacié de GSH (12). Aixd
tindria importancia en aquelles patologies -cirrosi hepatica, diabetis mellitus,

arteriosclerosi, polineuritis- on s’ha trobat una disminucié de I'acid lipoic
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endogen. S’ha suggerit que la peroxidacié de la membrana cel.lular mitjangant

radicals lliures seria un pas comi en I'etiologia d’aquestes patologies (12).

La importancia del GSH intracel.lular com a protector del dany oxidatiu sha
demostrat a través de les conseqiiéncies observades en casos de déficit per
alteracions congenites del seu metabolisme. Per exemple, els malalts amb
deficiéncia de T-glutamilcisteina sintetasa i GSH sintetasa, tenen nivells de GSH
intrace.lular marcadament disminuits. Aquests pacients presenten episodis
d’anémia hemolitica a causa de I'estrés oxidatiu, fet que demostra el paper
antioxidant del GSH (48).

Recents evidéncies suggereixen que els pacients amb sindrome
d’immunodeficiéncia adquirida (SIDA) sén GSH-deficients, principalment en
plasma, epiteli pulmonar i limfocits T. Seria interessant considerar 'impacte
d’aquest deficit adquirit de GSH sobre les disfuncions immunologiques i
cerebrals d’aquests malalts. Aquest déficit pot fins i tot potenciar la replicacié
del virus, ja que s’ha vist que es multiplica més facilment en les cél.lules
deficitaries amb GSH (85, 179).

Alguns estudis fets en rates indiquen que la concentracié de GSH hepatic
respon a la quantitat de proteines de la dieta, a causa del contingut dels sulfurs
dels aminoacids. Malgrat aixo, ni I'excés de proteines ni I'excés de sulfurs poden
augmentar la concentraci6 de GSH per sobre de la concentraci6 trobada quan
I’animal és alimentat amb una dieta amb contingut proteic adient. Les proteines
de la dieta i els sulfurs dels aminoacids afectarien I’activitat dels enzims GSH-
depenents, perd la limitada disponibilitat del substrat, GSH, en animals
alimentats amb dietes baixes en contingut proteic podria reduir la capacitat de

detoxificacié de molts compostos xenobiotics (13).

Tanmateix, en estudis realitzats en ratolins als quals primerament se’ls produia

una deplecci6 del GSH amb BSO, el GSH augmentava quan aquest

69



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DEL SISTEMA GLUTATIO/GLUTATIO S-TRANSFERASA EN GLANDULA SEBACIA HUMANA
Montserrat Giralt Batista

ISBN:978-84-691-1876-4/DL: T-339-2008

INTRODUCCIO

s’administrava oralment; per tant, el GSH oral pot incrementar la concentracié
de GSH en diferents teixits després d’'una disminucié de GSH, tal com pot
passar en situacions patologiques o toxicologiques en les quals ’homeostasi del
GSH és compromesa. Situacions patologiques que poden presentar GSH
disminuit, a part de les ja comentades, son: a) dany oxidatiu en el pulmé
secundari a la tensi6 d’oxigen, fumar cigarretes o atmosfera pol.lucionada; b)
dany oxidatiu en la pell com a conseqii¢ncia de radiacions ultraviolades; ¢) dany
en el cor i pulmé per terapia antitumoral; d) dany en el rony6 i budell prim com

a conseqiiéncia de la reperfusié després d’una isquémia (7).

El GSH ha estat també relacionat amb el procés de I'envelliment, a causa
principalment del seu paper en la proteccié cel.lular. En ratolins d’edat
avangada, s’ha demostrat que la dieta rica en proteines de la llet provoca un
increment de la concentracié de GSH al fetge i al cor i també un augment de

la longevitat (23).

Recents investigacions sobre el nivell de GSH i GSSG en plasma i eritrdcits de
pacients diabétics han mostrat que el GSSG plasmatic estd augmentat en
diabetics respecte als individus controls, essent aixd degut a una manca de
conversié de GSSG a GSH dins Peritrocit, probablement per la disminuci6 de
Iactivitat de I'enzim glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH) que s’ha observat
en els diabétics. La G6PDH donaria lloc a poca quantitat d¢ NADPH, la qual
cosa afectaria 'enzim glutatié reductasa i la integritat de tot el sistema glutatié
(40, 63, 180) (figura 6).

També s’ha suggerit que els sistemes antioxidants de P'eritrocit, entre els que s’hi
troben el GSH, la catalasa i d’altres, podrien ser un factor important en la

prevencio de la inactivaci6 oxidativa de I’alfa,-antitripsina provocada pel fum del
tabac (111).

En cervell de rata femella també s’ha estudiat el contingut de GSH, que
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disminueix significativament després de l'administracié intraventricular de
LHRH (Luteinzing Hormone-Releasing Hormone), alhora que es produeix un
increment de lactivitat 7-glutamil transpeptidasa. Tot aixd ha suggerit que

podria existir una interaccié entre el GSH i els péptids hipotalamics (146).
9.~ Pell. Glandula sebacia

La pell és exposada constantment a nombrosos compostos quimics del medi
ambient. Es la major porta d’entrada d’aquests i altres xenobidtics en el cos, i
és el blanc per a I’acci6 toxica d’alguns xenobiotics, especialment hidrocarburs
aromatics policiclics i altres procarcindgens, els quals son transformats alli en
metabolits reactius. Si bé freqiientment s’ha considerat com una barrera passiva,
la pell té capacitat de metabolitzar substancies endogenes, aixi com farmacs i

altres compostos quimics exogens.

La pell és un teixit relativament heterogeni format per dues capes: 'epidermis,
que és una capa epitelial estratificada, escamosa i queratinitzada, i la dermis,
que és una capa densa de teixit connectiu que conté vasos sanguinis, nervis,

fol.licles pilosos i glandules sebacies (9).

Diverses patologies de la pell -entre elles l'acne, l'alopécia masculina i
I'hirsutisme idiopatic- s’ha demostrat que sén androgen-depenents. Des de fa
més de 30 anys se sap que la pell humana pot metabolitzar la testosterona,

encara que primerament no s’havien establert els metabolits que en deriven.

Més endavant es va demostrar que la testosterona és metabolizada per la pell

de la glandula mamaria masculina en diversos -productes, incloent Sa-

androstano-3a-ol-17-ona,Sa-androstano-3,17-diona, A *-androstano-3,17-diona-3

i A“4-5B-androstano-3a-ol-17-ona.

La principal caracteristica diferencial entre el metabolisme dels esteroides a la
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pell i al fetge és la reducci6 estéreo-especifica a la posicié Cs. En el cas del
fetge, aproximadament un 50 % dels productes de la reacci6 sén metabolits Se,
mentre que el 50 % restant s6n 5B, sobretot en el cas dels esteroides de 19
carbonis, com és el cas de la testosterona. En canvi, practicament tots els estudis
sobre biotransformacio a la pell d’hormones esteroidals sexuals indiquen que en -
aquest cas només es formen metabolits 58. Tanmateix, han estat detectat
metabolits 58 en un "quist sebaci" incubat in vitro amb precursors hormonals

marcats amb isotops radiactius.

Es ben conegut que la testosterona i la’ A “-androstenodiona es formen a la pell
humana a partir de la dehidroepiandrosterona. La A >-androstano-38,178-diol,
la A“*androstenodiona, la testosterona i el sulfat de dehidroepiandrosterona es
formen a partir de la dehidroepiandrosterona quan aquesta s’incuba in vitro amb

pell humana masculina. De fet, s’ha demostrat formaci6 de metabolits

esteroidals hidrosolubles tant en pell humana masculina com femenina.

La pell humana té activitat A *-Sa-esteroide reductasa per a la testosterona i la

A “-androstenodiona, i en el cas dels microsomes aquesta activitat s’accelera amb

NADPH.

També s’ha demostrat I'existéncia, a la fraccio citosolica de la pell, de proteines
de transport per a la testosterona, dihidrotestosterona, 178B-estradiol i
progesterona. Curiosament, aquest transport varia en funcié de la fase del cicle
de creixement en que es trobi el cabell. Aixd suggereix que el metabolisme
d’hormones esteroidals a la pell pot ser un factor important en el cicle del cabell

i en el patr6 del seu creixement (136).
9.1.- Glandula sebacia

Es una formacié annexa al fol.licle pilds, resultat d’una invaginacié d’aquest. Es
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una glandula lobulada que desemboca en la porcié terminal del follicle, i esta

situada entre aquest i el miiscul erector del pél. Existeix iinicament en mamifers.

Es troba en totes les arees de la pell, excepte palmes de les mans i plantes i
dors dels peus. El seu tamany i nombre varia d’una zona a Paltra. Les glandules

més grans es troben generalment a la cara i el cuir pilés.

La glandula sebacia és una glandula holocrina, la secrecié de la qual esta

formada per la desintegracié completa de les cél.lules glandulars.

El séu és una barreja complexa de lipids. L.a seva composicié es dificil
d’estudiar, ja que el material glandular pur és dificil d’obtenir. Per aix0, quasi
totes les analisis s"han fet amb lipids sebacis i epidermics. S’han identificat en
els lipids superficials: acids grassos lliures, triglicerids, diglicerids, monoglicérids,
ésters de la cera, ésters del colesterol, escuale i parafines. La parafina és,
probablement, d’origen exogen, mentre que I'escuale i els ésters de la cera

deriven tnicament de les glandules sebacies.

Les glandules sebacies experimenten canvis en el seu desenvolupament i

activitat, com a resultat dels canvis endocrins.

En I’home, les glandules sebacies de la cara s6n moderadament grans en néixer,
perd es tornen petites i indiferenciades en la infancia. En la pubertat, les
glandules sebacies tornen a créixer, produint gran quantitat de séu en homes i
dones. Generalment a la dona declina Pactivitat després de la menopausa,

mentre que a 'home persisteix sense canvis fins als 70 anys (152, 191).

Els canvis que es produeixen en la glandula sebacia, en relacié a I'edat i el sexe,
estan influenciades i modulades per diferents hormones. Les hormones
"sebotrofiques” més importants sén els androgens, tant els d’origen gonadal i

adrenal en la dona, com els d’origen gonadal en ’home. L’acci6é concreta dels
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androgens en la glandula sebacia s’ha demostrat en molts estudis realitzats tant
en animals com en ’home: I'activitat de la glandula sebacia esta estimulada pels
androgens. Els androgens incrementen el tamany de les glandules sebacies en
rata (58, 57) i ratoli (103). Estudis de 'acci6 de la testosterona en rata, mostren
que estimula la divisié cel.lular i que augmenta el tamany de les cél.lules, aixi

com la produccié de séu (6, 59, 60).

D’administraci6é de testosterona augmenta el tamany de les glandules sebicies
i la produccié de séu en nens prepuberals, perd no en varons adults, on les
glandules sebacies semblen estar sota l'estimulaci6 maxima per androgens
endogens (77, 190). L’augment de tamany de glandules sebacies localitzades ha
estat induit per aplicacions topiques de testosterona, indicant que els andfbgens
actuen directament sobre el teixit diana (78, 151). En ’home, la testosterona
injectada intradérmicament produeix augment de la lipogénesi sebacia quan la
secrecié sebacia estd disminuida, mentre que disminueix la lipogénesi quan

aquesta tltima estd augmentada.

La dihidrotestosterona (DHT) actua molt debilment a la glandula sebacia
humana, i la seva formacié a partir de testosterona pot produir inhibicié de la

secreci6 sebacia per competicio.

Els estrogens redueixen l’activitat sebacia. El tamany de la cél.lula disminueix
quan s’administra oralment a homes adults (191). Pel que sembla, actuen
independentment dels androgens en el lloc periferic i independentment de

Pexisténcia de glandules secretores d’androgens.

Donat que el nostre estudi s’ha centrat en individus afectes d’alopécia

seborreica, serd necessari fer una petita ressenya d’aquesta patologia.

La patogénia d’aquesta forma d’alopécia es relaciona amb l'edat, el quadre

genétic i les hormones andrdgenes. Lafectacié mai es produeix en nens
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prepuberals normals, perd quan s’arriba a la maduresa sexual es fa evident el
procés d’envelliment amb progressiva pérdua de cabell. Tanmateix, I'etiologia
de l'alopecia segueix essent un misteri, ja que aquells que Iatribueixen a
defectes endocrins han hagut d’acceptar el seu error, a causa de I’&xit demostrat
dels autotrasplantaments de cuir pilés. Tothom sembla estar d’acord amb
Hamilton (79) en que un cert nivell d’androgens és necessari per desenvolupar

I’alopécia, pero com es desenvolupa ningt ho sap.

Quan es produeix calvicie de tipus masculi en ’home adult, la castracié atura
la progressi6, i 'administraci6 de testosterona proporciona una nova pérdua de
cabell. Sembla ser que existeix una relacié directa entre el metabolisme dels
androgens i el desenvolupament capilar. No obstant, en aquest sentit una de les
paradoxes és que quan la produccié de testosterona és massiva, el cuir pilds
perd el seu cabell, pero tant el pel del pit com el de la barba, fosses nasals i

conductes auditius té un creixement estimulat.

En diferents estudis sobre la patogénesi de I’alopécia seborreica s’ha dit que en
la glandula sebacia el primer pas seria un augment de la captacié de la
testosterona, seguit d’'un augment de la biotransformaci6 de la testosterona a
DHT, que a la vegada es metabolitzara a 38-androstano-diol (38-Adiol). El 383-
Adiol augmentara la secreci6 sebacia, 1 aquest augment estara afavorit per la
disminuci6 de 178-HDOR, fre fisiologic de la secreci6. Aix0 provocaria la
hipertrofia de la glandula sebacia (fig. 7), que seria la responsable de l'atrofia
del follicle pilds, no tan sols per impediment mecanic, siné també per la
preséncia d’'un excés de lipids, que podria contribuir impedint el normal

desenvolupament dels follicles (155).

S’ha demostrat en el metabolisme dels esteroides la formacié de substancies
intermédies amb poder electrofilic, com s6n els androstenotriols, i per tant molt
agressives per a les nostres macromolécules (127, 140). Generalment, aquests

processos sén tamponats pels sistemes neutralizants que hem descrit de
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proteccié davant els RLLO; l'excés de metabolits reactius d’estradiol i
testosterona no pot ser degudament controlat i apareixen processos degeneratius
o toxics en determinats organs. Tenim exemples en els cancers de mama, de
prostata, en els adenomes benignes de prostata, en la hipertrofia sebacia, etc.,
situacions molt conegudes des de fa anys, pero en les quals I'estudi des del punt

de vista dels RLLO és relativament recent i encara molt incomplet.
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Fig. 7.- Estructura de la pell. A: zona no alopécica d’home, B: zona alopécica d’home,

E: epidermis; D: dermis; GS: glandula sebicia; FP: fol.licle pilds (x 40).
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IL.- HIPOTESI DE TREBALL I OBJECTIUS

La font de radicals lliures en el nostre organisme és miltiple; per aixd existeixen
mecanismes de defensa per tal de poder eliminar-los i evitar la patologia. Un

d’aquests mecanismes és el sistema GST/GSH, present en molts organs i teixits.

Com hem vist a la introducci6, la pell és un teixit amb poc contingut de GST.
En conseqiiéncia, podem aceptar que la seva capacitat de defensa enfront dels
RLL sera baixa. En aquest sentit, I'estudi de la GST cutania és un tema
interessant per tal de poder coneixer millor I'expressi6 dels isoenzims de la GST
i el seu paper en el metabolisme de substrats fisiologics i xenobiotics, tal com

s’ha fet en altres patologies com el cancer de pell i altres processos.

Molt poc o res se sap de la GST en els annexos cutanis, tot i que en
determinades situacions aquests annexos tenen un paper important. En el cas
de lalopécia androgenética, es produeix una hipertrofia sebacia, amb una
formacio excessiva de lipids i B-androstenodiols que produeixen un augment de
RLL en ser transformats en triols com a metabolits finals. La lipoperoxidacié
que s’origina té efectes toxics per al follicle pilds. Per tant, considerem que la
GST tindra un paper important en la proteccid enfront d’aquests agents

electrofilics.

Un desequilibri en el sistema GST/GSH i/o un excés de RLL procedents dels
esteroides podria ser la causa de 'alopécia androgenetica. Si aix0 fos aixi,
’'adopci6é de mesures terapéutiques encaminades a pfevenir la formaci6é de RLL
dels androgens i Paplicacié de substancies antiradicalars haurien de contribuir

a millorar el quadre clinic de 'alopécia seborreica.
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Per confirmar aquesta hipotesi, ens hem plantejat els segiients objectius:

1r. OBJECTIU. Estudiar la distribuci6 i caracteristiques de la GST en pell de
cuir pilés, comparativament en zones afectades d’alopécia seborreica i zones

normals de varons, i en zones normals de dones.

2n. OBJECTIU. Coneixer quin és el contingut de GSH, tant en teixit sa com

patologic, donada la importancia d’aquest tripéptid en molts dels sistemes de

defensa.

3r. OBJECTIU. Analitzar els efectes dels androgens i els seus metabolits sobre
I'enzim GST.

4t. OBJECTIU. Estudiar el contingut de RLL i lipids d’aquesta zona en cada

grup d’individus estudiats.
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IIL.- MATERIAL I METODES

Els diferents apartats de "Material i Métodes" estan dividits en subapartats
referents a I'estudi fet en humans i rates, segons correspongui, ja que préviament
al treball fet en mostres humanes, es van realitzar estudis en fetge de rata per

tal de poder posar a punt les diferents t&cniques.

1.- Animals d’experimentaci6

S’han fet servir per a aquest estudi rates mascle Sprague-Dawley d’un pes
aproximat de 300 g sotmeses a un perfode inicial d’adaptacid de 2 setmanes a
les condicions ambientals de llum (12 hores/dia), temperatura (22°C), humitat
(60-80%), alimentacié (Panlab Laboratory Rodent Chow) i aigua ad libitum.

2.- Obtenci6 de mostres

2.1.- Obtencié de mostres de rata

Les rates es van anestesiar per via inhalatoria amb éter etilic i es van decapitar
per tal de poder fer una exanguinacié i extreure el maxim volum de sang del
cos, a fi d’evitar les possibles interferéncies produides per la GST eritrocitaria.

A través d’una laparotomia mitja es va treure el fetge, que a continuacio va ser

rentat amb sérum fisiologic.
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2.2.- Obtencié de mostres humanes

Per treballar en teixit huma hem obtingut mostres de diferents zones de cuir

pilés d’individus d’ambdds sexes.

Les mostres de pell de dones (zona no alopecica) s’han obtingut de dones

sotmeses a cirurgia estética, i corresponen a zona de cuir pilés retroauricular.

Respecte a les mostres de pell d’homes, per raons deontologiques ha estat
dificultés obtenir mostres de zona normal, ja que procedien o de les zones
donadores dels individus sotmesos a autotrasplantaments (totes elles utilitzades

per a estudis d’activitat enzimatica), o en dltim cas d’autopsies.

Les mostres dels autotrasplantaments (zona alopécica d’home) es van obtenir
mitjan¢ant un trocar d’Orentreich de 4,5 mm, després de practicar un rentat i

rasurat de la zona i d’haver administrat anestésia local i adrenalina.
Aquestes mostres s’han dividit en grups segons l'estudi posterior a realitzar:

- estudi de l'activitat GST;

- estudi de purificacié de I'enzim mitjan¢ant cromatoenfoc;
- contingut de GSH; i

- analisi de RLL i lipids.

3.- Conservaci6 de les mostres

Posteriorment a la seva extraccid, totes les mostres humanes van ser
conservades, amb o sense sérum fisiologic, a -20°C o -80°C, segons fos necessari

pels estudis a realitzar.
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4.~ Dissecci6 de les mostres

Inicialment, les mostres humanes van ser separades en diferents parts per tal de
delimitar la zona d’activitat enzimatica. Aixi, doncs, sota lupa binocular (x 40),
es van dissecar I'epiteli o estrat corni, el teixit adipés subcutani, la zona
subepitelial que contenia la glandula sebacia o dermis, i la glandula sebacia
propiament dita. Després de I'estudi de I'activitat GST d’aquestes parts, es va
decidir separar totes les mostres humanes agafant tan sols la dermis que

contenia la glandula sebacia, descartant I'epiteli i el teixit adip6s (fig. 8).

cabell . vascularitat dérmica
fol.licle glandula

¢

3 ;' /////%'7% /

Dermis

Teixit o : R A X

subcutani R

vascularitat S -

subcutania

Fig. 8.- Principals estructures de la pell.
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5.- Preparacié de les mostres de citosol
5.1.- Mostres de rates

Les mostres van ser trossejades acuradament amb tisora i homogenitzades amb
un homogenitzador Polytron (Kinematica, Lucerne, Switzerland) durant 2 minuts
amb tampé fosfat sodic 200 mM pH 6,25 en proporcié 1:20 (p/v) i a una

velocitat baixa (posicié 3-4), sempre sobre gel.

Els homogenitzats van ser centrifugats a 20.000 x g durant 20 minuts, i el
sobrenedant resultant a 100.000 x g durant 1 hora en una ultracentrifuga

Kontron T104S (Kontron Instruments, Milan, Italy).

El citosol obtingut es va emmagatzemar en petites aliquotes a -80°C, o bé va ser

liofilitzat fins al moment de procedir a la determinacié de l'activitat GST.
5.2.- Mostres humanes

Les mostres ja separades van ser trossejades i homogenitzades, com s’ha indicat
a l’apartat anterior, amb tampo fosfat sodic 200 mM pH 6,25, perd en proporcid
1:10 (p/v) i a una velocitat més alta (posici6 6-7) que en el cas de les mostres

de rata, donada la duresa del teixit.

Aquestes condicions van ser les utilitzades en el cas de lestudi de l'activitat

GST utilitzant com a substrat CDNB.

Per a l'estudi de ’activitat isomerasa, l’homogenitzat es va fer amb tampd
tris/fosfat potassic 25 mM pH 8.5.

I en els estudis de purificaci6 es van emprar diferents tampons per

homogenitzar, segons el tipus de columna de cromatografia a utilitzar, que ja
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s’especificaran quan s’expliqui el métode de cada una d’elles.
6.- Estudi enzimatic de la GST
6.1.- Activitat GST utilitzant com a substrat CDNB.

Per analitzar Tl'activitat GST es va emprar com a substrat 1'l-cloro-2,4-
dinitrobenze (CDNB), seguint el métode descrit per Habig i col. (74). La cubeta
de la reaccié, amb un volum final d’1 o 3 ml, contenia tampé fosfat sodic 200
mM pH 6,25, CDNB a diferents concentracions (0,07 - 2 mM) i GSH (2 mM).
La reacci6 tenia lloc a 25°C i s’iniciava, després d’una incubacié d’5 minuts, en

afegir el substrat electrofilic CDNB.

L’increment de I'activitat es va monitoritzar espectrofotométricament a 340 nm
(coeficient d’extincié molar= 9,6 mM™ ¢cm™). La correcci6 per la reaccié no

enzimatica es va fer restant I'increment obtingut en abséncia del citosol.

L’activitat enzimatica es va expressar com la quantitat d’enzim necessaria per
catalitzar la formacié d’l nmol de producte/min a 25°C per milligram de

proteina o per gram de teixit.

D’estudi cinétic va seguir els requeriments descrits per Habig i col. (74), és a dir,
linealitat durant 5 minuts, saturabilitat a altes concentracions del substrat i

linealitat en totes les concentracions proteiques utilitzades.

L’analisi enzimatica feta variant les concentracions de CDNB i amb una
concentracié de GSH fixa, com hem especificat abans, ens va permetre obtenir
els valors de Km i Vmax, que van ser calculats a partir de la tipica representacié

de Lineweaver-Burk (fig. 9).
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6.2.- Activitat isomerasa de la GST.

Per estudiar I’activitat isomerasa es va utilitzar com a substrat A S-androsteno-
3,17-diona, seguint el meétode descrit per Benson i col. (15). La cubeta de la
reacci6, amb un volum final de 3 ml, contenia tamp6 tris/fosfat potassic 25 mM
pH 8,5, GSH (100 uM), dithiothreitol (100 M) i 20 ul delta->-androsteno-3,17-
diona (metanol) a concentracions variables (15 uM a 100 pM). La reacci6 tenia

lloc a 25°C i s’iniciava després d’afegir I'enzim (citosol).

L’increment de I’activitat es va monitoritzar espectrofotomeétricament a 248 nm
(coeficient d’extincié molar= 16,3 mM™ cm™). La correccié per la reaccié no

enzimatica es va fer restant I'increment obtingut en abséncia de I'esteroide.

L’activitat enzimatica es va expressar com la quantitat d’enzim necessaria per
causar la isomeritzacié d’1 nmol de producte/min a 25°C per milligram de

proteina o per gram de teixit.

L’estudi cinétic presentava linealitat durant 3 minuts, aix{ com linealitat en totes

les concentracions proteiques utilitzades.

6.3.- Estudi d’inhibicié de Pactivitat GST amb esteroides.

Per realitzar aquest estudi, a la cubeta de la reacci6 es va afegir, a part dels
reactius indicats per a I'estudi de I'activitat GST amb CDNB (veure apartat 6.1),
diferents tipus d’esteroides a concentracions de 0,1 a 0,75-1 mM segons la seva
solubilitat. La reaccié s’iniciava en el moment d’afegir el compost electrofilic
CDNB i I'esteroide. També es va fer I'estudi incubant els esteroides junt amb
I'enzim i el GSH durant 5 minuts i desencadenant la reaccid només amb el

CDNB.
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Els esteroides que es van utilitzar s6n: testosterona, Sa androstano-3,17 diona
o androstanodiona, 4-androsteno 3,17 diona o androstenodiona, 5a-androstano-
178-01-3-ona o dihidrostestosterona, Sa androstano-38,178-diol i S5a androstano-
3a,178-diol.

L'estudi realitzat variant les concentracions d’esteroides ens va permetre trobar

la Ki per mitja de la representacié de Lineweaver-Burk.

7.- Analisi del GSH

BEs varen emmagatzemar aliquotes de citosol a -20°C, per determinar el

contingut de GSH mitjancant una reaccié6 d’Ellman (62).

La reaccié d’Ellman s’utilitza per a I'analisi dels grups -SH i consisteix a valorar
la intensitat de color groc que es forma quan reaccionen els grups -SH lliures
amb lacid di-tio-bis-nitro-benzoic (DTNB). El color és wvalorat
espectrofotometricament en absorbancies; a una longitud d’ona de 412 nm. La
cubeta de la reacci6 conté 2 ml de tamp6 fosfat Sorenssen 0,5 M pH 7,1, 0,25
ml de mostra (o aigua destil.lada, en el cas dels blancs de referéncia) i 0,30 ml
de solucié de DTNB (0,4 mg DTNB/ml de solucié de citrat sodic a '1%).

Es va emprar GSH (Merck) com a estandard.

8.- Determinaci6 de proteines
Es van emmagatzemar, també a -20°C, aliquotes de citosol per determinar les

proteines pel métode de Lowry (109). Es va utilitzar com a estandard

seroalbiimina humana.
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9.- Purificaci6 de ’enzim

9.1.- Cromatografia d’intercanvi idnic

La cromatografia d’intercanvi ionic és una técnica de separacié de proteines en
la qual s’utilitza una matriu insoluble amb grups amb carregues unides
covalentment. Aquests grups estatics o fixos estan associats a ions de signe
contrari mobils, els quals poden ser intercanviats reversiblement amb altres ions

de la mateixa carrega sense alterar la matriu.

Aixi, doncs, en aquells casos en que la matriu estigui unida a intercanviadors
anionics aconseguirem unir a la matriu proteines anidoniques -és a dir, amb pl
acid- i per tant aillar les proteines acides. En cas contrari, quan la matriu va
unida a intercanviadors cationics, les proteines que se separaran seran basiques,

és a dir, catidniques.

En el nostre cas hem utilitzat dos tipus de matriu per determinar la

caracteristica acida o basica de Penzim:

DEAE Sephacel (Pharmacia LKB): matriu amb radical positin on
I'intercanviador (diaminoetil, DEAE) és anionic i, per tant, ens separa proteines

anidniques, amb plI acid.

CM Sephadex C-50 (Pharmacia LKB): matriu amb radical negatin on

I'intercanviador (carboximetil, CM) és cationic, separant per tant proteines

cationiques, de pl basic.

Per a la columna de DEAE Sephacel, les mostres es van homogenitzar amb
tamp6 tris-HCL 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM i mercaptoetanol 1,4 mM, en una
proporcié 1:5 (p/v). Per a la columna de CM Sephadex C-50, les mostres es van
homogenitzar amb tamp6 fosfat sodic 10 mM pH 6,25 i 1ImM d’EDTA, en una
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proporci6 també d’1:5 (p/v). Els segiients passos d’homogenitzaci6 i centrifugat

son iguals que a I'apartat anterior (5.1).

El citosol (volum aproximat de 7 ml) es va passar per la columna corresponent
(20 x 1 cm; Pharmacia LKB Biotechnology); a continuacié es passava 5 ml del
tamp6 que s’havia utilitzat per homogenitzar el teixit, i finalment NaCl 0,5 M
per eluir I’enzim (30). De tots aquests passos recolliem fraccions, les quals serien

analitzades per determinar I'activitat enzimatica i poder conéixer on era I'enzim.

9.2.- Cromatoenfoc

El cromatoenfoc, una técnica desenvolupada per Sluyterman i Wijdenes el 1977
(176), utilitza tampons tipus amfolits, d’alta capacitat tampé perd baixa forga
ionica. La matriu intercanviadora d’anions (Sepharose més radicals positius en
el nostre cas) té la propietat d’intercanviar continuament grups a través d’'un
ampli rang de valors de pH. El continu intercanvi de grups a causa de 'amfolit
acidic produeix un gradient de pH regular i uniforme amb baixa forg¢a idnica.
Una altra caracteristica important del cromatoenfoc és que permet la formacié
del gradient de pH dins de la mateixa columna, la qual cosa fa que les proteines

puguin eluir seguint I'ordre dels seus punts isoeléctrics.

En un gradient descendent de pH (el tamp6 d’inici té el pH alt i el d’eluci6 el
pH baix), les molécules existeixen en els tres estats: negatiu, neutre i positiu.
L’esséncia del cromatoenfoc estd en queé cada molecula canvia continuament el
seu estat de carrega a mesura que es desenvolupa el gradient de pH, i aix0
permet que es produeixi 'efecte de focus‘d enfoc. Les molécules del final de la
mostra seran les primeres en ser afectades pel tampé de pH baix o tamp6
d’eluci6. A mesura que aquestes molécules es carreguen positivament, sén
repel.lides per la matriu i portades cap a la zona frontal de la mostra. En la

migracié cap a aquesta zona frontal, es troben amb un augment de pH. Aixo fa
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que passin a no tenir carrega i després que tornin a ser negatives. Quan les
molecules estan carregades negativament, sén retingudes per interaccié amb la
matriu i novament tornen a la reraguarda de la zona de la mostra. L’intercanvi
de molecules entre la part frontal i la del final de la mostra déna lloc a una

continua reduccié d’aquesta zona, fins que elueix de la columna.

El cromatoenfoc ha estat una teécnica molt ttil en I'estudi de 'expressié dels
locus GST (4, 25, 66, 82, 88, 158, 167, 181). Un dels avantatges d’aquest métode
¢€s que aconsegueix una separacié ben definida de les diferents classes de GST.
D’altra banda, té 'inconvenient que el pH al qual els isoenzims elueixen depén
del gradient de pH; per tant, s’ha d’intentar reproduir acuradament les mateixes

condicions experimentals per a totes les mostres.

Les mostres es van homogenitzar amb tris-HCI 20 mM pH 7,20 amb sucrosa 250
mM, GSH 1mM i EDTA 0,1 mM, en proporcié 1:10 (p/v). L’homogenitzat i el
centrifugat, en les mateixes condicions descrites fins ara. El citosol (volum aprox.
10 ml) es va passar (19 ml/h, 4°C) per una columna (20 x 1 cm; Pharmacia LKB
Biotechnology) que contenia com a matriu Polybuffer Exchanger 94 (Pharmacia
LKB Biotechnology) préviament equilibrada amb el tampd d’inici, imidazol-HCl
25 mM pH 7,3. Després de la mostra es va passar tamp6 d’inici (5 ml) de nou
per rentar-la, i a continuacié es va eluir amb el tamp6 d’elucié Polybuffer 74-
HCl pH 4 diluit en proporcié 1:15 (v/v). A les fraccions recollides es
determinava el pH i lactivitat GST amb CDNB.

10.- Identificacié d’isoenzims: técniques immunologiques

En general, els antigens poden ser detecfats,, identificats i fins i tot -en alguns
casos- quantificats, mitjancant diferents técniques que tenen en comi la
utilitzacié d’anticossos especifics contra P'antigen que es vol estudiar. En el
present treball s’ha emprat la técnica ’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays).
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10.1.- ELISA

Per a la identificaci6 dels isoenzims de GST presents en les fraccions eluides de
la columna de cromatoenfoc, s’ha utilitzat la técnica ’ELISA indirecta (3, 203).
Aixo implica que no només es treballa amb I'antigen i el seu anticos primari
espectfic, sind que la resposta s’amplifica amb un anticos secundari i un complex

biotina-estreptavidina-peroxidasa, com a continuacié detallarem.

La GST de les fraccions del cromatoenfoc, que havien estat emmagatzemades
a -20°C immediatament després de la seva obtencid i analisi enzimatica, va ser

concentrada utilitzant concentradors Centricon® 10 (Amicon, Beverly, USA).

En cada pou de la placa de PVC (clorur de polivinil) s’hi van dipositar 50 ul de
la mostra concentrada, agitant bé per assegurar la unié de ’antigen a les parets
del pou i incubant-ho 12 hores a temperatura ambient. Després d’aquesta
incubaci6, els pous eren rentats 3 cops amb aigua destil.lada (sistema de rentat

que s’empra practicament al llarg de tota la técnica).

A continuaci6 es van incubar els pous amb metanol/H,0, 30% en proporci6 1:1
(volum/volum) durant 5 minuts a temperatura ambient, en un intent de
bloquejar Pactivitat peroxidasa endogena, que ens podria interferir els resultats,

ja que al final de la técnica s’utilitza peroxidasa exogena.

Després d’un nou rentat, es va procedir a la incubaci6 durant 30 minuts a
temperatura ambient amb tamp6 bloquejant, que es compon de PBS (Phosphate
Buffer Saline) a pH 7,4, amb 0,25 % (pes/volum) d’albliimina sérica bovina i
0,05 % (volum/volum) de Tween 20. A&luesta incubacio tenia la finalitat de

bloquejar les unions inespecifiques.

Un nou rentat donava pas ja a la incubacié amb I'anticos primari, és a dir,

anticossos obtinguts en be especificament contra els isoenzims de GST a i 7
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humans i que ens van ser amablement cedits pel Dr. R. C. Strange de la
Universitat de Keele, Gran Bretanya. En cada pou s’hi posaven 100 ul de
I’anticos, convenientment diluit en tampé bloquejant, i s’incubava durant 30
minuts a 37°C. Als pous considerats com a controls se’ls posava tamp6

bloquejant en lloc de P'anticds primari.

Després del rentat corresponent, s’incubaven tots els pous amb 100 ul de
I'anticOs secundari -anticos desenvolupat en ase contra be- marcat amb biotina
(Sigma, St. Louis, USA), durant 30 minuts a 37° C. Aquest anticds, amb un
contingut inicial de 0,46 mg d’anticos especific/ml, es diluia en proporcié 1:200

en tampo6 bloquejant.

Després d’un nou rentat, es procedia a la incubacié amb 100 ul del complex
estreptavidina-peroxidasa (recordem que l’avidina té una gran afinitat per la
biotina), diluit en tampé bloquejant fins a aconseguir una solucié de 60 ug/ml.

Aquesta incubaci6 també es realitzava durant 30 minuts a 37° C.

Finalment, i després de S rentats amb aigua destil.lada, es va revelar 'activitat
peroxidasa amb el substrat ortofenilendiamina (OPD) (Hoffmann-La Roche,
Basle, Switzerland): 50 pl/pou de soluci6 OPD/H,O, (0,1 % i 0,001 %,
respectivament) en tampo citrat 0,1 M a pH 4,5, que déna lloc a la formaci6

d’un compost soluble colorejat.

Aix{, doncs, al cap d’uns minuts d’incubacié a temperatura ambient, els pous
amb reaccié positiva mostraven un color groc intens. En aquest moment,
s’aturava la reaccié amb 50 ul d’acid sulfiric al 4,9 %, observant-se els positius
de color taronja fosc. L’absorbancia es va Hegir a 550 nm en un lector ’'ELISA
Whittaker 2001.
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11.- Determinaci6 de radicals 1lliures

A partir de ’homogenitzat de les diferents mostres de glandula sebacia, es van

determinar els diferents radicals lliures que a continuacié es detallen (56).

11.1.- Determinacié del malondialdehid

Els malondialdehids, formats d’alteracions d’acids grassos poliinsaturats, sén
utilitzats d’index per determinar I'extensié de la reaccié de lipoperoxidacié. Els
malondialdehids, en combinar-se amb I'acid tiobarbitdric, formen un producte

vermell que s’absorbeix a 535 nm.

Un ml d’homogenitzat es va combinar amb 2 ml d’una soluci6 TCA-TBA-HCL
acid tricloroacetic (TCA) al 15 % (p/v), acid tiobarbittric (TBA) al 0,375%
(p/v) 1 acid clorhidric (HCI) 0,25 N. Aquest tltim es va posar durant 15 minuts
a escalfar en un bany d’aigua a 100°C. Després de refredar, es va centrifugar a
1.000 x g durant 10 minuts per poder treure el precipitat i llegir la mostra a 535

nm. El blanc tenia tots els reactius, perd no la mostra.

El calcul de 1a concentracio es va fer utilitzant el coeficient d’extincié molar 1,56
x 10° M?* em,

11.2.- Determinacié d’hidroperoxids

La reducci6 del iode pels perdxids és un metode fitil per determinar la quantitat
d’hidroperoxids lipidics. El procés esta basat en I'habilitat de I'i6 I' per reduir

hidroperoxids, segons la reaccid segiient:
2H" + ROOH + 3I' - H,0 + ROH + Iy
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a 1 ml d’homogenitzat s’hi va afegir 5 ml de cloroform:metanol (2:1,
volum/volum). Després d’agitar-ho durant 15 minuts, es va centrifugar a 1.000
x g durant 5 minuts per separar les fases. Es va recuperar la fase inferior del
cloroform, la qual es va evaporar a sequetat a 55°C sota un corrent de nitrogen
sec. Mentre estava sota el nitrogen, es va afegir 1 ml d’acid acétic:cloroform
(3:2, volum/volum) desgasificat i 0,05 ml de IK (7 M). El tub es va posar a
temperatura ambient protegit de la llum durant S min i a continuaci6 s’hi van
afegir 3 ml d’acetat de cadmi (18 mM). Després de centrifugar a 1.000 x g
durant 10 minuts es determinava la densitat optica de la fase superior a 353 nm.

El blanc tenia tots els reactius, perd no la mostra.

El calcul de la concentraci6 es va fer utilitzant el coeficient d’extincié molar 1,73

x 10* Mt cm™

11.3.- Determinacio dels diens.

La lipoperoxidacié va acompanyada de reajustament en els dobles enllacos dels
acids grassos poliinsaturats i per aix0 es formen diens conjugats, els quals

s’absorbeixen a 233 nm.

Els lipids de 'homogenitzat es van extreure i es van portar a sequetat com s’ha
descrit per a l'assaig iodometric de ’apartat anterior. El residu dels lipids es va
dissoldre en 2 ml de ciclohexa i es va llegir a 233 nm. El blanc tenia tots els

reactius, perd no la mostra.

El calcul de la concentracio es va fer utilitiant el coeficient d’extincié molar 2,52

x 10* M em™.
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12.- Determinacié de lipids

S’han determinat els nivells de colesterol, triglicérids i fosfolipids a partir dels
lipids extrets, com s’ha indicat a I'apartat 11.2, redissolts amb etanol, per mitja
de metodes enzimatics colorimétrics amb un autoanalitzador Cobas Mira
(Roche) amb reactius de Boehringer Mannheim Gmbh Diagnostica.

13.- Estudi estadistic

S’ha portat a terme amb el programa MICROSTAT, analitzant:

1) la distribucié de freqiiéncies de cada variable;

2) la normalitat o no de cada variable, aplicant el test de Kolmogorov-Smirnov;

3) 'homogeneitat de les variances en comparar una mateixa variable entre dos

grups de mostres;

4) la comparacié de mitjanes pel test de Student o bé la comparaci6é per U de

Mann-Whitney, segons fos convenient;

5) analisi de regressio lineal en el calcul de la Vmax, Km i Ki dels diferents

apartats.
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IV.- RESULTATS I DISCUSSIO

1.- Localitzacié de Pactivitat GST en les diferents parts del teixit

En cada una de les tres parts en les que es va dividir la mostra de pell humana
es va determinar 'activitat de la GST amb CDNB (1 mM) i GSH (1mM) com
a substrats, obtenint-se -com indiquen els resultats de la taula 11-, que Pactivitat
enzimatica es troba principalment a la glandula sebacia aillada, aixi com a la

zona subepitelial la qual té€ en el seu interior la glandula sebacia.

Per altra banda, en aquells casos en que es va determinar I'activitat GST a
I'epiteli, es va observar que en aquesta localitzacié I’activitat era molt inferior

a la trobada en glandula sebacia.

Aixi, doncs, i com ja hem dit a 'apartat de Material i Métodes, es va treballar

sempre amb el teixit restant després de descartar U'epiteli i el teixit adipds (fig.

3).

Cas 1 2 3 4
___—_W

glandula sebacia 63,49 35,52 25,3 24,87
subepiteli 54,37 70,11 26,51 30,85
(gland. sebacia)
epiteli - - 0,81 9,46
teixit adipds 0 0 0 0

TAULA 11.- Activitat especifica de la GST (nmols/min/mg prot.; CDNB 1mM, GSH 1mM) en
diferents parts de la pell estudiada.
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