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ACCION DISOCIANTE DEL COBRE SOBRE LOS POLISOMAS
DEL HIGADO Y DEL CEREBRO DE LA RATA

Un posible mecanismo patégeno de la enfermedad de Wilson

OmAR HERNANDEZ-PEREZ,® Luz Ma. BALLESTEROS,®
Dominco Mfnpez * y Aporro Rosapo *

En condiciones noymales, la cantidad de polisomas y particalas
de ribonucleoproteina (RNP) que se encuentran en el cerebro
(0.85 & 0.07 mg./g. de tejido), constituye sélo 25 por ciento
de la existente en el higado (2.4 &= 0.25 mg./g. de tejido). La
adicién in vitto de cobre, en concentraciones semejantes a las
observaddas en el higado y en el cerebro durante la enfermedad
de Wilson (de 0.15 a 1.5 mM.), produce en la rata una dis-
minucidn significativa en la cantidad de agregados polisémicos
que se obiienen de evlos tejides. Por ejemplo, en el bigado,
1.5 mM. de cobre producen wna disminucién de 54 por ciento,
mientras gue para el cerebro, la misma cantidad de cobre pro-
dnce una disminucién de 52 por ciento. Los polisomas del
cerebro parecen ser mds vesistentes gue los del higado a la
daccidn disociante del cobre, puesto gue requieren concentra-
ciones de cobre mds altas (0.5 mM.) para presentar la misma
disminucidn en la cantidad de particulas de RNP gue se obser-
va en el bigado con concentraciones de cobre basta de 0.3 mM.
Cuando el perfil polisémico de los tejidos estudiados se obser-
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va en wp gradiente lineal de sacarosa, se observa que la adicidn
de concentracioner crecientes de cobre induce la desaparicion
progresiva de los componentes mds pesados, con un anmento
concomitanie en los componentes mds ligeros, lanio en el higa-

do como en el cerebro.

En base a estos hallazgos se postula que existe una posible
relacin entre la disociacion de los polisomas producida por la
adicidn de cobre y el papel patogénico que la acumulacion
de este meltal pueda desemperiar en la enfermedad de Wilson.

La enfermedad de Wilson o degene-
racién hepatolenticular, es una enferme-
dad hereditaria con cardcter autosémico
recesivo. Aunque las manifestaciones de
este sindrome son virtualmente ubicuas,
los 6rganos afectados mis severamente son
el higado, los ganglios basales del cete-
bro, la cérnea y el rifidn. A pesar de que
atin se desconoce la causa primaria de esta
enfermedad, es posible aceptar que los
signos y sintomas de la enfermedad pue-
den ser relacionados satisfactoriamente
con la acumulacién lenta y anormal de
cobre en el cuerpo.’ Por esta razén, y
puesto que el mecanismo patogénico se
desconoce, es de particular importancia
estudiar el o los mecanismos pot los cua-
les el aumento en la concentracién tisular
del cobre es capaz de producir los cambios
patoldgicos observados en la mencionada
enfermedad.

En este trabajo se investigd la accién in
vitre de diferentes concentraciones de co-
bre, que caen dentro de los valores tisu-
lares observados durante la enfermedad
de Wilson, scbre el petfil de sedimenta-
cion de los polisomas del higado y del
cerebro de la rata, y se postula que un
funcionamiento anormal de los polisomas
puede estar involucrado en el mecanis-
mo patogénico de la enfermedad de Wil-
son.

Material y métodos

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wis-
tar con peso corporal de 280 a 320 g., las
cuales se alimentaron con dieta normal
de purina y agua ad libitum. Los animales
se sacrificaron siempre a la misma hora,
por decapitacién, y se dejé que tanto el
cuerpo como la cabeza sangraran libre-
mente. El higado y el cerebto se extraje-
ron ripidamente y se lavaron a 4°C. con
medio A (tris-HCI 50 mM., KCl 10 mM.,
acetato de Mg. 5 mM., sacarosa 150
mM. y 200 pg./ml. de heparina, pH 7.6),
se secaron en gasa y se pesaron. Con
objeto de obtener suficiente cantidad de
tejido cerebral, cada experimento repre-
senta la mezcla de dos o tres cerebros.
Los tejidos obtenidos se homogeneiza-
ron en medio A a 4°C., de modo que se
obtuviera una concentracién final de
0.250 g. de peso hiimede/ml. de homo-
geneizado. Dicho homogeneizado se divi-
di6 en cinco fracciones iguales, a cuatro
de las cuales se les adicioné cobre, como
cloruro ciiprico (CuCl,) para alcanzar las
concentraciones finales de 0.10, 0.30, 1.0
y 1.5 mM. respectivamente. La quinta
fraccién no fue adicionada con cobre y
sirvié como control. El higado se procesé
de la misma manera, s6lo que en este caso
se mezcl6 un gramo de tejido de cada uno
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de los animales sacrificados (dos o tres
por experimento).

Los homogencizados de cerebro e hi-
gado, con cantidades iguales de tejido, en
presencia o ausencia de cobre, se procesa-
ron simultineamente como se describe en
seguida, sin ninguna adicién posterior del
metal. Se centrifugaron a 10000 X g.
durante 10 minutos a 4°C. en una centri-
fuga refrigerada Sotvall RC-2 B. A Ia
fraccién sobtenadante —fraccién postmi-
tocondrial—, asi obtenida se le adiciond
suficiente desoxicolato de sodio, de mane-
ra de obtener una concentracién final de
1 por ciento para el higado y de 0.5 por
ciento para el cerebro. Después de agitar
la mezcla durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente, se estratificé sobre un
gradiente discontinuo, formado por dos
capas de sacarosa, 1.5 y 0.5 M. respec-
tivamente, y se centrifugd a 150 000 3
& en una ultracentrifuga preparativa
Beckman modelo L-4, segin el método
propuesto por Wettstein y col.® EI preci-
pitado transparente obtenido por este mé-
todo se lavé dos veces con medio B (tris-
HCI 50 mM.-KCI 5 mM., acetato de Mg.
5 mM. y 100 ug./ml. de heparina, pH
7.6) y se disclvié en 0.5 ml. del mismo
medio B. La solucién asi obtenida, que se
observaba ligeramente tutbia, se clarificé
por centrifugacién a baja velocidad
(3000 X g.) durante 10 minutos a 4°C.
La concentracién de particulas de ribonu-
cleoproteinas (RNP) obtenidas en el so-
brenadante se valord por espectroscopia
ultravioleta.® De las fracciones de riboso-
mas purificadas con cobre y sin él, de esta
manera obtenidas, se tomaron alicuotas
conteniendo 4.8 a 5.0 unidades de absor-
bencia a 260 nm. para el higado y de 3.0
a 3.5 para el cerebro. Estas alicuctas se
estratificaron sobre un gradiente de den-
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sidad lineal de sacarosa, el cual se forma
cuando se mezclan de manera continua,
en un tubo de centrifuga de polialémero
de 5 ml. de capacidad, una solucién de
sacarosa al 15 por ciento con otra al 50
por ciento. Los gradientes se centrifuga-
ron a 65 000 rpm durante 20 minutos en
la ultracentrifuga preparativa Beckman
modelo L-4, usando un rotor SW 65. El
perfil de sedimentacién de los polisomas
se analizé en un fraccionador de gradien-
tes de densidad ISCO, modelo 640, equi-
pado con un monitor de absorbencia de
de doble haz ISCO modelo UA-4.+
Todos los reactivos usados fueron gra-
do ultrapuro o tipo gradiente de densi-
dad; el cloruro de cobre fue de la mejor
calidad obtenible. Las concentraciones de
sacarosa se confirmaron siempre por me-
dio de un refractémetro Bausch & Lomb.

Resultados

Cantidad de polisomay pavificados

Los polisomas purificados segtin el mé-
todo propuesto por Wettstein y col.,* se
analizaron por espectroscopia ultraviole-
ta.® Como se puede ver en el cuadro 1 el
tejido cerebral tiene una concentracién de
polisomas cuatro veces menor que el hi-
gado. También se observa que la concen-
tracién mds baja de cobre (0.1 mM.)
produce un aumento significativo de dicha
concentracién en el homogeneizado de
cerebro, mientras que en el higado no se
observa modificacién, Cuando la concen-
tracién de cobre se aumenté a 0.3 mM.,
el higado mostré una disminucién muy
importante en la cantidad de polisomas
recuperables, mientras que el cerebro mos-
tré una ligera disminuicién, sin signifi-
cancia estadistica. Sin embargo, Ias concen-
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Cuadro 1 Efecto del ion Cu'® sobre la concen-
tracion del RNP del higado y del cerebro de la
rata §

Mg. de polisomas purificados/g.
peso de tejido

(mM.)

Cobre Higado (n = 6) Cerebro (n = 4)
0.00 2.4 = 0.25 0.85 = 0.07 |
0.10 2.2= 037 1.1 £ 0.14 %
0.30 2.0 = 0.18% 0.80 = 0.09
0.50 = 0.68 £ 0.06*
1.00 1.7 =021 0.60 = 0.05
1.50 1.1 =012 041 £ 0,067

® p < 0.05 cuande se compara con el grupe sin
cobre.

+ p < 0.001 cuando se compara con los datos
obtenidos para el higado. utilizando la prueba
T de Student para muestras no apareadas.

t Los resultados representan el valor promedio
=+ la desviacion estdndar.

fl p < 0.005 cuando se compara con el grupo
sin cobre.

traciones mayores de 0.3 mM. indujeron
en ambos tejidos una disminucién progre-
siva en la cantidad de agregados polisémi-
cos pesados que son capaces de pasar la
capa de sacatosa 1.5 M., a grado tal que,
2 concentraciones de cobre de 1.5 mM.,
esos agregados representan sélo 45 por

ciento de la cantidad recuperable en el
homogeneizado control de ambos tejidos.

Efecto del cobre sobre el patrdn
de polisomas

Con excepcidn de la concentracién mis
baja de cobre, la cual realmente produjo
un aumento en los polisomas mis pesados
en el tejido cerebral (cuadro 2), la adi-
cién in witre de concentraciones crecientes
de cobre produjo una desaparicion progre-
siva de los componentes mas pesados, con
un aumento concomitante en los compo-
nentes mis ligeros (fig. 1 y 2). Cuando
los trazos densitométricos de la absorben-
cia ultravioleta se dividen y analizan por
planimetria, segin el método propuesto
por Lecocq y col.,” se puede observar que
las concentraciones de cobre superiores a
0.3 mM., inducen una disminucién alta-
mente significativa en los polisomas pe-
sados, tanto del higado como del cerebro.
A concentraciones de cobre de 1.5 mM.
hay una casi completa desaparicién de los
polisomas compuestos por mds de siete
ribosomas. Con esta tiltima concentracion,

Cuadro 2 [Lfecte del ion Cu*™ sobre el patron de polisomas purificados del higado y del cerebro de rata *

Higado (n = 4)

Cerebro (n = 4)

Polisomas Polisomas

Cobre (mM.) Monosomas Ligeros Pesados Monosomas  Ligeros Pesados
0.00 314 £ 4.5 25.9 = 3.8 425 37 432+ 3.8 245 %= 23 33.0 = 2.1
0.15 34,2 *+ 35 28.7 £ 29 380=22 333327 29.0=19 38.0 £ 1.8 71
0.25 38.1+28% 292=* 19 332*26¢ 48.0 = 4.2 26.0 = 2.4 260 £ 207
0.5 — — 52i0. 38+ 250k 2.3 23.0 = 29+
1.0 5932547 27.0E£ 28 13.6% 487 562+ 371 38.0x3.6% 8.80F09F
1.5 67.3 £ 63+% 29.8+32 380 13F 600x49% 377 E42 230 £187%

* Integrado por planimetria, tomando como la unidad el drea total del trazo densitométrico a 260 nm.
para cada muestra. Las cifras representan el promedio = la desviacidn estdndar.
+ p < 0.05 cuando se compara con los valores del grupo sin cobre, segin la prueba T de Student

para muestras no apareadas.
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—Control — 0.3 mM. —.—.— 1.0 mM.
1.5 mM,

1 Efecto del cobre sobre el perfil de sedimenta-
cidn de los polisomas del higado de la rata® Tos
polisomas purificados obtenidos en ausencia (con-
trol) o en presencia de las concentraciones de cobre
establecidas, se estratificaron sobre un gradiente
lineal de sacarosa de 15 a 40 por ciento y el perfil
de sedimentacién se analizé continuamente utili-
zando un fraccionador de gradientes de densidad
(ISCO), equipado con un monitor de absorbencia
a 254 nm. La concentracién de sacarosa aumenta
hacia la derecha. Las 4dreas marcadas en el trazo-
control corresponden a las integradas para obtener
los datos expresados en el cuadro 2. A4: monoso-
mas; B: polisomas ligeros; C: polisomas pesados.

se recuperaron 67 y 58 por ciento de los
ribosomas como monémeros libres, tanto
en el higado como en el cerebro, respec-
tivamente. En cambio, en los respectivos
homogeneizados sin cobre, se recuperaron
31y 43 por ciento como monémeros.

Discusion
Aunque se desconoce atn cudl es el de-

fecto genético principal en la enfermedad
de Wilson,™ ¢ parece ser que finalmente
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se refleja en el depésito de cantidades
excesivas de cobre en los tejidos.

La cantidad promedio de cobre en el
higado de pacientes con enfermedad de
Wilson es de 151.0 mg./Kg. de tejido,”
lo que representa una concentracion apro-
ximada de 2 mM. Esta concentracién es
cuatro y ocho veces mayor que las nece-
sarias para producir la disociacion 7z vitro
de los polisomas tanto del cerebro como
del higado (cuadro 2; fig. 1 y 2). Sin
embargo, es posible que la concentracion
de ion cobre libre sea mucho menor.

Ries ¥ ha postulado al cobre como un
reactivo. de proteinas muy potente, capaz
de combinarse tanto con los grupos sulfhi-
drilos como con los grupos imidazol. Re-

—Control ... 0.15 mM. cobre — 0.3 mM. cobre
———— 1.5 mM. cobre

2 Efecto del cobre sobre el perfil de sedimenta-

cién de los polisomas purificados del cerebro de la
rata.
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cientemente se ha demostrado ® que la
presencia de agentes inhibidores u oxi-
dantes de los grupos sulfhidrilos, induce
la disociacién de los polisomas del higa-
do de la rata, Por otro lado, generalmente
se ha aceptado que los polisomas son
complejos de varios ribosomas unidos a
una molécula de ARN ™ y que esto forma
la unidad activa en la biosintesis de pro-
teinas.?* Por lo tanto, es vilido asumir que
el efecto del cobre, disminuyendo la can-
tidad de los polisomas tanto iz vitro como
in vivo, pueda reflejar una alteracién del
proceso normal de la sintesis de proteinas
en los tejidos estudiados.

El tejido cerebral tiene una concentra-
cién de particulas de RNP y polisomas
cuatro veces menor que la del higado
(cuadro 1), lo cual puede relacionarse
con la mayor velocidad de sintesis de
proteinas en el higado que en el cerebro.
Sin embargo, los polisomas del cerebro
son mds resistentes a la accion disociante
del cobre y es necesatio llegar hasta una
concentracién de cobre de 0.6 mM. para
producir la misma disminucién significa-
tiva en la cantidad de particulas de RINP
(cuadro 1) y en la cantidad de polisomas
pesados (fig. 2 y cuadro 2), que se ob-
serva en el higado cuando la concentra-
cién de cobre es sélo de 0.3 mM. Estos
hallazgos indican que la sensibilidad de
la maquinaria sintetizadora de proteinas,
hacia agentes patdgenos, es mayor en el
higado que en el cerebro.

Por otro lado, se ha reportado que con-
centraciones de cobre tan bajas como 30
uM. in vitro, produce un aumento en la
cantidad de polisomas pesados en el hi-
gado de la rata.™ Sin embargo, la concen-
tracién de cobre necesaria para producit
este mismo efecto en el cerebro de la rata,
parece ser més alta (0.15 mM.) (fig. 2).

Estos resultados pueden explicarse supo-
niendo la presencia de inhibidores —de
la ribonucleasa que se encuentra asociada
a los polisomas— especificos de tejido,
cuya actividad puede tener diferentes re-
querimientos por los grupos sulfhidrilos
libres.'#

No es posible concluir atin que los efec-
tos producidos por el ion clprico sobre la
concentracion de RNP y sobre el patrén
de los polisomas, puedan explicar, aunque
sea parcialmente, Jas caracteristicas pato-
légicas de la enfermedad de Wilson. Sin
embargo, es claro que una inhibicién im-
portante en el mecanismo de sintesis de
proteinas podria estar asociada a algunas
de las manifestaciones de esta enferme-
dad.* ® Obviamente, no es posible llegar
a conclusiones definitivas sino hasta que
se lleven a cabo estudios sobre la concen-
tracién’ de particulas de RNP, patrén de
polisomas y sintesis de proteinas tanto en
biopsias hepiticas como en tejidos obte-
nidos postmortem de pacientes con enfer-
medad de Wilson. No obstante lo ante-
tior, la potencialidad del cobre como
agente disociador de polisomas i vivo ha
quedado recientemente demostrada en
biopsias de endometrio de mujeres pot-
tadoras de dispositivos intrauterinos libe-
radores de cobre.*
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ENVENENAMIENTO POR HONGO COMESTIBLE CRUDO

El mes pasado fui llamado para atender 4 la esposa del director de la
escuela de sordo-mudos de esta Capital, que pocas horas antes habia
tomado, por un capricho raro, un hongo crude de la misma especie
de los que se habian servido en el almuerzo el dia anterior cocidos y
condimentados. La asistente refirié que poco después de haber comido
la sefiora el hongo, se habfa sentido muy trastornada, vemitando 4
poco grandes cantidades de materias alimenticias biliosas, mucosas,
y por dltimo sanguinolentas, que me fueron mostradas en bacinicas y
parios.

Habiendo procedido al examen observamos que la paciente tenia
alterada la fisonomia de una manera muy notable, que era presa de un
malestar indecible, que vomitaba 4 cada rato materias muco-sanguino-
lentas y se quejaba de fuertes dolores y vivo calor en el epigastrio, de
astriccién horrible de garganta, de viva sed, de angustia y de sufoca-
cion. La piel estaba muy fria y cubierta de sudores viscosos. Sobrevino
estupor del que salié 4 poco la sefiora en medio de convulsiones clé-
nicas, evacuaciones por ambas vias y dolores atroces.

Nos abstuvimos de recurrir a algln emeto-catdrtico por creerlo
innecesario y en vez de eso prescribi iodure-iodurado potdsico disuelta
en agua de canela, propindndola de la pocion una cucharada sopera
cada diez minutos. Ademds ordené¢ que la hicieran fricciones con cepi-
llos, franela, tintura de mostaza y cantdridas y que rodeasen el cuerpo
con botellas de agua caliente.

Transcurrida una hora se insinud la reaccion y los sintomas ya
dichos empezaron 4 atenuarse. Hice beber 4 la paciente una tras otra
varias tazas de infusion de té y cognac... Tres dias después del
accidente la sefiora estaba sana. (Juan Maria Rodriguez: Gac. Méb.
MEx, Tomo VI, pig. 349, 15 de octubre de 1872.)





