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INTRODUCCIO

El glutatio (GSH) va ser descobert el 1888

per De Rey-Pailhade, pero la seva funcio

s'ha comencat a coneixer a partir de les tres

ultimes decades. El GSH es una molecula

amb una gran eficacia estructural . Es tracta

d'un tripeptid constituit pels aminoacids

glutamat , cisteina i glicina. El glutamat i

la glicina tenen un paper fonamental en la

determinacio del seu desti metabolic, men-

tre que la cisteina es responsable de les se-

ves funcions . La primera etapa en la sintesi

del GSH es la unio entre el glutamat i la

cisteina . Aquesta unio es fa a traves del grup

y-carboxil del glutamat en comptes del a-

carboxil , com passa normalment en la majo-

ria de peptids , la qual cosa en determina la

resistencia a la hidrolisi per peptidases; de

fet, Tunica peptidasa existent capac d'hidro-

litzar el GSH es la y-glutamiltranspeptidasa

(y-GT), ectoenzim present a la superficie

externa de certs tipus de cellules. L'amino-

acid terminal , la glicina , es fonamental en

1'especificitat estructural dels enzims depen-

dents del GSH i dona proteccid davant la

degradacio intracellular produida per la y-

glutamilciclotransferasa.

IMPORTANCIA DEL GLUTATIO I EL

SEU TRANSPORT HEPATIC

El GSH existeix en forma reduida i oxida-

da (GSSG). La clau de moltes de les funcions

que fa el GSH esta en el grup tiol de la

cisteina . Entre aquestes funcions cal citar: 1)

la desintoxicacio d'electrofils inestables des-

pres de la seva transformacio en tioeters; 2)

1 ' actuaciocomaprincipalfontcel-lulard'em-

magatzemament de cisteina, que serveix com

a vehicle per transportar -la a altres organs;

3) el manteniment dels tiols proteics essen-

cials, que preve l'oxidacio de grups -SH o

reduint unions disulfur induides per estres

oxidatiu; 4) la reduccio tant de peroxids

d'hidrogen com de peroxids organics en

una reaccio catalitzada per la GSH peroxi-

dasa (GSHPx); ates que tota cel • lula aerobica

produeix peroxid d'hidrogen d'una manera
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fisiologica, el GSH es essencial per a la via-
bilitat cellular; 5) la conjugacio amb com-
postos endogens formant adductes corn a
intermediaris en el metabolisms de prosta-
glandines, leucotriens i diverses hormones;
6) la reduccio de ribonucleotids a desoxi-
ribonucleotids; 7) la modulacio de proces-
sor relacionats amb els microtubuls. Aques-
tes funcions son algunes de les descrites fins
avui, i son essencials per a un funcionament
normal de la cel.lula.

Una caracteristica fonamental de la regu-
lacio del GSH es el seu metabolisme inter-
organic. En aquest sentit, el GSH es conside-
ra corn un magatzem intracellular de ciste-
ina, un aminoacid toxic a causa de la rapida
autooxidacio del seu tiol inestable, en con-
trast amb el seu tiol estable. La cisteina en
forma de GSH es recuperada extracel-lu-
larment, en un proces que s'inicia per la
hidrolisi del GSH per la y-GT, seguit del
transport del dipeptid cisteinilglicina a Fin-
terior cellular. Per tant, el desti de la cistelna
esta lligat a la presencia d'enzims que poden
alliberar-la a partir del GSH. El GSH se
sintetitza en totes les cellules de mamifers,
pero els principals organs que regulen el
GSH i la cisteina son el fetge, el pulmo i el
ronyo. El fetge transporta GSH at plasma i a
la bilis, mentre que el ronyo 1'allibera als
tubuls. Ates que la ruptura de l'enllac y-
glutamil per lay-GTes sempre el primer pas
en la ruptura del GSH, nomes cellules amb
y-GT i dipeptidasa a la superficie externa
poden iniciar el metabolisme del GSH plas-
matic (Fernandez-Checa et a!., 1993). El GSH
alliberat des de I'hepatocit pot ser hidrolit-
zat en el seus aminoacids constituents i pos-
teriorment reutilitzat pel mateix organ (ho-
meostasi intraorganica), o pot ser transferit
per via del plasma a altres organs distals
capacos de metabolitzar-lo (homeostasi
interorganica). Perque aquest proces tingui
una clara significacio, cal una forca conduc-
tora que permeti un transport concentrador

del medi extracel-lular (µM) a 1'interior cellu-
lar (mM), que venci el gradient electroqui-
mic. Un transport de GSH dependent de
sodi ha estat descrit en enterocits, ctl•lules
renals, cel•lules alveolars tipus II i vesicules
de membranes derivades d'aquestes cellu-
les (Lash et al., 1984).

Tenint en compte el paper central del
fetge en la regulacio interorganica del GSH,
1'alliberament del GSH de I'hepatocit consti-
tueix un pas fonamental. En els Oltims anys
s'ha acumulat una gran quantitat d'informa-
cio sobre la fisiologia cellular del transport
hepatic de GSH i s'ha utilitzat una varietat
de models experimentals, com ara fetge
perfos, suspensio d'hepatocits, cultius pri-
maris d'hepatocits, vesicules de membrana
enriquida en el pol sinusoidal i canalicular,
i darrerament en estudis d'expressio mole-
cular de cDNA dels transportadors hepatics
de GSH.

El transport de GSH en ambdos pols de
I'hepatocit es va reconeixer fa tins quinze
anys (Bartoli et al., 1978; Eberle et al., 1981).
Inicialment es va pensar en un proces de
difusio. Tanmateix, estudis en vesicules de
membrana van mostrar una capacitat satu-
rable (Inoue et al.,1983,1984). Estudis poste-
riors en fetge perfos utilitzant diversos trac-
taments per variar la concentracio intracel-
lular de GSH van indicar que el transport
sinusoidal de GSH era saturable amb una
Km de 3-7 mK (Ookhtens of al., 1985; Fer-
nandez-Checa of al., 1989), sense indicacio
de saturabilitat en el transport canalicular
de GSH fins a nivells de 12 µmol; g de fetge
(Kaplowitz et a!., 1983; Ookhtens of a!.,1991).
Malgrat 1'absencia de saturabilitat, la secre-
cio biliar es inhibible per certs anions orga-
nics i induble per fenobarbital, cosa que
suggeria la participacio d'una prote'ina trans-
portadora. Estudis amb vesicules de mem-
brana han ajudat a elucidar la discrepancia
que suposa la falta de saturabilitat i han
indicat la presencia d'un transportador de
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molt baixa afinitat amb una Kn de 16 mM

(Fernandez-Checa et al., 1992).

CARACTERITZACIO DEL

TRANSPORT SINUSOIDAL I

CANALICULAR DE GSH

Les comparacions mes directes s'han dut

a terme fent servir preparacions de mem-

brana plasmatica enriquida en el pol sinuso-

idal i canalicular de 1'hepatocit. Malgrat que

aquest model d'estudi es util en la compara-

66 de caracteristiques de transport, la seva

interpretacid esta limitada per dos inconve-

nients principals, corn son la possible conta-

minaci6 d'altres estructures subcel-lulars i

1'orientaci6 de les vesicules de membrana

(inside-out i rid>llt-side out). Les troballes

d'aquests estudis s'han de confirmar en al-

tres models de mes integritat funcional i

fisiologica. La taula I resumeix les caracte-

ristiques dels dos sistemes de transport. El

transport en ambdds dominis de la mem-

brana es mes facil amb cinetica de saturaci6

i amb caracteristiques de transestimulaci6.

Aquesta caracteristica indica que el trans-

port de GSH es simetric i es capac d'operar

en ambdues direccions depenent del gradi-

ent de GSH a traves de la membrana. Tan-

mateix, ates que la concentraci6 intracel-

lular de GSH es superior a la del GSH

plasmatic, en condicions fisiologiques, el

transport de GSH opera en el sentit d'allibe-

rament des de 1'interior de 1'hepatocit. El

potencial electric de membrana (despolarit-

zaci6) augmenta el transport de GSH, la

qual cosa suggereix que el GSH es transpor-

tat amb carrega negativa (Fernandez-Checa

ct al., 1988; 1992; 1993n; Garcia-Ruiz et al.,

1992). Estudis cinetics revelen una diferen-

cia molt significativa de K. de mes de dues

vegades entre el transport sinusoidal i cana-

licular en el rang de concentracio fisiologica

de GSH.

En condicions normals, el transportador

sinusoidal funciona al maxim de la seva

capacitat a causa del fet que la concentracio

fisilogica de GSH supera la K. cap al GSH.

Per tant, canvis en el transport de GSH i la

regulaci6 extrahepatica de GSH no estan

determinats per canvis fisiologics en la con-

centraci6 de GSH, sing mes aviat per canvis

en la forca motriu del transportador (poten-

cial electric de membrana) o mitjancant

fosforilacio. En condicions de depleci6 de

GSH hepatica, el transport sinusoidal dis-

minueix. En canvi, el transport canalicular

Tm 1 2% I. Caracteristiques fisiologiques del transport hepatic de glutatio reduit.

Sinusoidal canalicular

Transestinwlaciii Si Si

Dependencia d'ATP NO NO

Dependencia de potencial de membrana Si Si

Cisinhibicid per BSP-GSH Si NO

Cisinhibicid per 13SP SI Si

Transinhibicid per metionina i cistationina Si NO

Inducci6 per fenoharhital (V ) NO Si

Fis par;mietres d'estudi es van determinar en preparacions de vesicules de membrana enriquida en el pol sinusoidal i

canalicular de I'hepat6cit.
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opera molt per sota de la seva Km. Per tant,
hi ha una relacio directa entre el GSH hepa-
tic i el transport biliar, de manera que les
fluctuacions en la concentracio intracellular
de GSH incideixen sobre la velocitat de se-
crecio de GSH a la bilis.

En el treball original d'Inoue et al. (1983,
1984) es va descriure un component d'alta
afinitat tant en vesicules de membrana sinu-
soidal (junt amb un component de baixa
afinitat) com canalicular (amb un unic com-
ponent d'alta afinitat). En el nostre treball,
en ambdos tipus de vesicules de membrana,
hem observat un component d'alta afinitat i
de baixa afinitat de manera inconsistent.
Aquest fet, juntament amb les observacions
d'Ishikawa et al. (1990), suggereix que el
component d'alta afinitat es podria justificar
per la unio d'alta afinitat del GSH a les
glutatio S-transferases, enzims que estan
presents en les preparacions de vesicules de
membranes. Per aixo es virtualment impos-
sible discernir si el component d'alta afinitat
es el resultat del transport o la unio a les
GST. Per tant, fins i tot si aquest component
realment existis, la seva contribucio al trans-
port net de GSH seria negligible a causa de
la seva extraordinaria baixa afinitat, encara
que pugui representar una ruta de transport
per a altres substancies.

Estudis de comparacio de 1'especificitat
d'inhibicio del transport sinusoidal i canali-
cular han establert una sensibilitat a certs
anions organics, com ara 1'adducte dinitro-
fenol-GSH (DNP-GSH) i la bromosulfof-
taleina (BSP) lliure (Fernandez Checa et al.,
1988; 1992; 1993a; Garcia-Ruiz et al., 1992).
Tanmateix, la BSP conjugada amb el GSH
(BSP-GSH) inhibeix el transport sinusoidal
de GSH en fetge perfos, hepatocits aillats i
vesicules (Oohktens et al., 1988). De manera
analoga, els aminoacids tioeters, metionina
i cistationina, inhibeixen exclusivament el
transport sinusoidal de GSH en vesicules de
membrana mitjancant un mecanisme trans

(Aw et al., 1984; Fernandez-Checa et al., 1990,
1995).

SIGNIFICAT DEL TRANSPORT
HEPATIC DE GSH

La major part del GSH en plasma prove
del transport sinusoidal de 1'hepat6cit, que
allibera GSH al torrent circulatori. El GSH
plasmatic posseeix una vida mitjana molt
curta (1 min) i es rapidament degradat en
altres cellules extrahepatiques alliberant
cisteina, que es posteriorment utilitzada en
aquestes cellules de diana mitjancant el seu
transport a 1'interior cellular. Aquesta ciste-
ina arecuperada» mitjancant la hidrolisi del
GSH es utilitzada en la sintesi de GSH. D'al-
tra banda, com s'ha comentat, certs tipus de
cel-lules epitelials posseeixen un sistema de
transport de GSH intacte acoblat al movi-
ment de Na'. Tanmateix, la contribucio neta
d'aquest sistema d'utilitzacio del GSH
plasmatic al manteniment de la concentra-
cio de GSH intracellular es controvertida.

El transport biliar del GSH es quantitati-
vament molt important. Entre les sever fun-
cions s'han de citar: 1) Els subministrament
de GSH o els seus aminoacids constituents a
les cel.lules epitelials del conducte biliar i
intesti. 2) Constitueix un determinant del
flux biliar independent d'acids biliars. La
concentracio biliar de GSH es de 1'ordre de
mM, de manera que la seva secrecio consti-
tueix un component fonamental de la forca
osmotica necessaria per a la generacio del
flux biliar. 3) La ruta alternativa de transport
d'anions organics. Uns altres anions orga-
nics, a banda del BSP-GSH, cisinhibeixen i
trans-estimulen el transport de BSP en vesi-
cules de membrana canalicular (Fernandez-
Checa et al., 1993a). El transport de BSP en
vesicules canaliculars en absencia d'ATI'
augmenta en les circumstancies segbents,
quan s'estableix un potencial de membrana
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positiu i despres del tractament amb feno-

barbital; quan s'examina la competici6 de

transport, el GSH cisinhibeix i transestimula

el transport de BSP . Per tant , ambd6s anions

semblen compartir un transportador coma

en vesicules de mernbrana canaliculars.

El mecanisme principal de transport

d'anions organics es a traves del sistema

d'alta afinitat dependent d'ATP, que trans-

porta anions organics de diversitat estructu-

ral, incloent - hi conjugats de GSH i GSSG. La

concentraci6 dels anions organics substrats

d'aquest tipus de transportador es molt bai-

xa en hepatocits a causa de 1'acci6 del seu

transport actiu , de manera que la cis-inhibi-

cio de la secrecio de GSH s ' observa nomes

quan aquests anions organics s'acumulen a

la cel- lula (quan es produeix una infusi6

d'anions organics o quan es produeix una

mutaci6 en el transportador dependent

d'ATP). Per tant, dos transportadors operen

en parallel : el transportador multiespecffic

de baixa afinitat, la funci6 primordial del

qual es la de secretar GSH, i el transportador

dependent d'ATP que secreta anions orga-

nics a la bilis . Si la concentraci6 d'anions
organics a la bilis supera cert nivell, podrien

interaccionar amb el transportador de GSH
trans-estimulant la secrecio de GSH . L'ani6

organic transportat en intercanvi per GSH

seria secretat de nou pel transportador de-
pendent d'ATP. Aquest model d'acci6 per-
metria explicar la quasi falta de GSH en bilis
de rates amb una mutaci6 en el transporta-

dor canalicular d'alta afinitat dependent
d'ATP ( EHBR), com a consegiiencia de l'acu-
mulaci6 intracellular de substrats que nor-
malment serien secretats per aquesta ruta
pod rien competir pel GSH en el seu trans-
port biliar . A mes, aixo estableix un trans-
port actiu secundari de GSH, Cosa que expli-
caria el fet que la concentraci6 de GSH a la
bilis sigui tan elevada en comparaci6 amb la
seva concentraci6 intracellular.

CLONATGE DEL TRANSPORTADOR

SINUSOIDAL I CANALICULAR DE

GSH

Recentment hem descrit 1'expressi6 fun-

cional del transport bidireccional de GSH en

oocits de Xenopus lnezvis despres de la

microinjecci6 de mRNA total de fetge de

rata (Fernandez-Checa et al., 1993b). Un frac-

cionament de l'mRNA d6na com a resultat

la identificaci6 de dues especies individuals

que expressen activitat de transport de GSH

quan s'injecten on oocits. D'aquestes especi-

es, una fracci6 de 2,0-2,5 kb expressa un

transport sensible a inhibici6 per BSP-GSH,

metionina i cistationina ( Fernandez-Checa

et al., 1993b; 1995), compatible amb 1'expres-

si6 del transportador sinusoidal, i una altra,

de 3,5-4,0 kb, insensible a inhibicio per

aquests agents , compatible amb 1'expressi6

del transportador canalicular de GSH.

A partir dels cDNA preparats de les cor-

responents fraccions de mRNA de fetge de

rata descrites anteriorment , es van obtenir

dos dons individuals despres de multiples

subdivisions de les colonies (Yi et al ., 1994;

1995). En cada subdivisi6 es va preparar i

microinjectar cRNA sintetitzat a partir del

cDNA de les colonies en els oocits per exa-

minar el transport de GSH, taut en modalitat

d'efluxi6 de GSH com d'entrada de GSH cap

a l'oocit. Els dons aillats d'aquesta manera,

anomenats RsGshT i RcGshT, retenen les

mateixes propietats de sensibilitat i insensi-

bilitat a la inhibici6 mitjancant BSP-GSH,

metionina i cistationina , respectivament. La

magnitud de 1'expressi6 depen de la quanti-

tat de cRNA injectada a l'oocit per a ambd6s

dons . Si aixo s ' expressa segons la quantitat

de RNA on nanograms, s'obte un enriqui-

ment d ' expressi6 d'ambd6s dons respecte a

l'mRNA total d' alguns centenars de vega-

des (Yi et al., 1994; 1995).

La taula II resumeix les caracteristiques

dels dons del transportador sinusoidal i
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canalicular. No hi ha homologies en les se-

gi.iencies entre els dos transportadors ni amb

cap altre descrit fins avui. Una analisi

d'hidrofobicitat (Kyte-Doolittle) va revelar

la presencia d'almenys 10 i 4 dominis de

transmembrana per als dons RcGshT i

RsGshT, respectivament. Corn s'ha dit abans,

el tractament amb fenobarbital indueix selec-
tivament la secrecio de GSH a la bilis i no al

torrent circulatori, fenomen confirmat uti-
litzant vesicules enriquides en el pol sinuso-

idal i canalicular, on el fenobarbital incre-

menta significativament la Vmax de trans-
port canalicular de GSH (taula I). Per tant,

aquesta induccio selectiva per fenobarbital

constitueix un altre criteri addicional diferen-

ciador d'ambdos transportadors. L'mRNA

de fetge de rata obtingut despres d'un trac-

tament in vivo amb fenobarbital i hibridat

amb els oligonucleotids d'atnbdos transpor-

tadors estableix un augment de 3-5 vegades

de RcGshT sense cap efecte per a 1'RsGshT.

Analisis de Northern blot per a ambdos

transportadors revelen una localitzacio des-
igual en els diversos teixits examinats. Aixi,

mentre que 1'mRNA de RsGshT es localitza

exclusivament al fetge, tant de rata com en

linia cellular humana HepG2, el de l'RcGshT

es troba en practicament tots els teixits exa-

minats fins ara, incloent-hi el de ronyo, el de

cervell, el d'intesti i el de pulmo (Yi ct al.,

1994; 1995). La hibridacio obtinguda amb

ambdos oligonucleotids es de 2,8 i 4,0 kb per

a l'RsGshT i 1'RcGshT, respectivament.

L'absencia d'homologia en la sequencia

entre ambdos transportadors descarta la

possibilitat que siguin el resultat d'un unit

gen sotmes a un proces alternatiu o les con-

seqiiencies de modificacions posteriors a ]a

traduccio. La sequencia de RsGshT en deter-
minaria 1'expressi6 especifica al fetge, la qual

cosa seria compatible amb el fet que el fetge

sigui el principal subministrador de GSH al

torrent circulatori per a la seva disposicio

metabolica en altres cellules distals extra-

hepatiques. En vista de la importancia que

aquest transportador (RsGshT) to en la re-

gulacio de GSH, 1'estudi del seu paper en

certes situacions fisiopatologiques seria fo-

namental veient les multiples funcions cel-

lulars que el GSH exerceix. En situacions

d'infeccio virica, tant en hepatopaties per

virus C com en la sindrome d'immunode-

ficiencia adquirida, es produeix una deple-

cio del GSH plasmatic. Es d'un gran interes

determinar 1'expressi6 d'aquest transporta-

dor en aquestes situacions, ja que la seva

expressio deficient contribuiria als profunds

efectes sistemics que s'observen en aquestes

situacions com una alteracio del sistema

TAUI.A 11. Comparacio de Ies caracteristiques deI transportador sinusoidal ( RsGshT) I canalicular ( Rc GshT ) de glutatiu reduit.

Caracteristiques

Clon

RsGshT RcGsh1'

Mida (kb) 2,8 4,0

Regid codificadora 1,0 2,5

Massa predictible 39,9 95,8

Aminoacids 353 835

K per a GSH (mM) 2,8 6,6

Inhibici6:

Metionina +

Cistationina +

BSP-GSH +

Induccib per fenobarbital -
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immune i del cervell, observats en pacients
amb HIV. D'altra banda, una sobreexpressi6
del transportador sinusoidal seria la res-
ponsable del major subministrament de GSH
al plasma, com s'ha observat en condicions
d'estres i endotoxemia i xoc septic (Jaeske,
1992), que augmenta 1'aportaci6 de defenses
antioxidants al plasma i altres cellules
extrahepatiques per compensar l'ambient
de prooxidacio observat en aquestes situaci-
ons.

El transportador canalicular es localitz_a
al ronyo (Yi et al., 1994) i contribueix a la
secreci6 apical del GSH de les cellules epi-
telials del tubul renal, la qual cosa constitu-
cix un element fonamental del cicle del y-
glutamil en el ronyo. Se sap molt poc sobre
el transport apical en 1'epiteli intestinal o en
el pulm6. Tanmateix, en el cas del pulm6 es
interessant el fet que la concentracio de GSH
en el fluid alveolar sigui molt elevada (mM)
(Cantin et al., 1987). Aixi mateix, es d'un
gran interes la presencia de mRNA de
l'RcGshT al cervell, encara que la seva fun-
cio es desconeguda. No obstant aixo, encara
que s'ha detectat transport de GSH a traves
de la barrera encefalopoietica, s'ha observat
que els astrocits transporten GSH (Yudkoff
et al., 1991).

GLUTATIO MITOCONDRIAL:
IMPORTANCIA I TRANSPORT

El GSH intracellular existeix comparti-
mentat en el citosol i en un pool intraor-
ganular. Edwards i Westerfeld (1952) van
mostrar per primera vegada 1'existencia de
mes d'un pool de GSH al fetge, i basant-se en
observacions dels efectes nutricionals sobre
el GSH hepatic, van proposar 1'existencia
d'un pool estable i d'un altre de metabolitza-
ble. Vignais i Vignais (1974) i Jocelyn et al.
(1975) van fer estudis per identificar el pool
de GSH compartimentat, i van observar que

alguns mitocondris aillats de fetge de rata
contenen una petita fracci6 de tiol no pro-
teic, constituit fonamentalment per GSH. La
idea que el GSH mitocondrial es diferent del
citoplasmatic prove d'estudis sobre el temps
de renovaci6 del GSH cellular. La capacitat
que diferents agents tenen per disminuir o
augmentar selectivament els nivells de GSH
al mitocondri, en comparacio amb el citosol,
suggereix que el pool de GSH mitocondrial
esta fisicament i metabolicament separat del
citosolic.

Importancia i fisiologia

El pool de GSH mitocondrial, que repre-
senta d'un 10 a un 15 % del contingut total
intracellular, es troba en una concentracio
similar a la del citosol, de 5 a 9 mM. El GSH
mitocondrial participa en un cicle REDOX a
traves de les activitats GSH peroxidasa/
reductasa. El GSH mitocondrial podria ser
fonamental en la reduccio d'hidroperoxids
endogens per la GSH peroxidasa. Com a
consequencia del metabolisme aerobic, que
en cellules eucariotes to hoc fonamental-
ment en el mitocondri, es produeix un estres
oxidatiu endogen. Fins i tot en condicions
fisiologiques, la reduccio d'oxigen molecu-
lar a aigua en la cadena respiratoria es in-
completa i d6na lloc a la formacio d'especies
toxiques d'oxigen. Se sap que el mitocondri
de fetge de rata perfos produeix al voltant de
50 nmol de H2O,/min/g, la qual cosa repre-
senta un 2-4 % del consum d'oxigen mito-
condrial. Si el per6xid d'hidrogen no es re-
dueix a aigua pot donar lloc a la formacio del
radical hidroxil, especie molt reactiva, que
comportaria la formacio de peroxids lipidics
que podrien lesionar les membranes mito-
condrials i les seves funcions (Figures 1 i 2).
Ates que el mitocondri no to catalasa, la
desintoxicacio d'hidroperoxids, formats tant
sota condicions fisiologiques o com a conse-
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quencia de reaccions de bioreduccio, en que

les drogues s'activen a un derivat inestable,

depen exclusivament de la GSH peroxidasa

(Figura 2). Aquest enzim utilitza GSH re-

duit, el qual es convertit en GSSH. El cicle

REDOX del GSH fa servir NADPH i el po-

tencial reductor de NADH de la matriu mi-

tocondrial, per proveir GSH reciclat, gracies

a la reduccio de GSSG, reaccio catalitzada

per la GSSG-reductasa. El paper del cicle

REDOX de GSH mitocondrial al fetge es el

de regular l'oxidacio mitocondrial. Se sap

que en mitocondris aillats, diferents oxi-

dants disminueixen la captacio d'oxigen mo-

lecular i produeixen un temps de renovacio

de GSH complet cada deu minuts. E1 con-

sum continu d'equivalents reductors pel sis-

tema de GSH s'ha d'equilibrar mitjancant la

formacio continua de NADPH en el mito-

condri. En condicions de maxim estres oxi-

datiu el conjunt cellular NADPH/NADP'

s'activa almenys un cop per minut.

El GSH mitocondrial to tambe un paper

fonamental mantenint la viabilitat cellular,

mitjancant la regulacid de la permeabilitat

de la membrana interna, i mantenint els

grups sulfhidrils en estat reduit (Fernandez-

Checa et al., 1993c). Si aquest sistema es

compromet, es produiria una alteracio de

1 homeostasi del calci cellular, un primer

c)

FIGURA 1. Transport electronic mitocondrial. Una de les principals funcions del mitocondri es la de suplir Fenergia cellular

en forma d'ATP necessaria per a multitud de funcions. Per aixo, I'energia requerida per a la sintesi d'ATP es genera grades

al transport electronic, en que l'oxigen molecular es I'tiltim acceptor dels electrons i es redueix a aigua. La major part de

Foxigen es consumeix en el segment de lit citocrom C oxidasa. En aquest proces Foxigen esta unit al grup hemo del citocrom

a3 i els quatre electrons son transferits a l'oxigen sense formacio d'especies intermzdies, i. e., aigua peroxidada o ani6

superoxid. Altres components de lit cadena respiratoria, especialment la ubiquinona del complex 111, transfereixen electrons

directament a foxigen i donen Iloc it la formacio de I'anio superoxid (per a rues details, vegeu la figura 3). La rotanona i TTFA

inhibeixen el transport d'electrons des del complex I i II respectivament, a la ubiquinona. La transferencia de la ubiquinona

al citocrom b-el es inhihida per I'antimicina A.
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pas en la lesio cellular, ja que el mitocondri

pot segrestar grans quantitats de calci
(Bellomo et al., 1985; DiMonte et al. 1984;

Moore et al., 1985). L'oxidacio de GSH i de
nucleotids de piridina en mitocondris pre-
cedeix un increment en la permeabilitat de
calci en la membrana interna. Aixo sugge-
reix que 1'estres oxidatiu o la deplecio aguda

de GSH afecten 1'estat REDOX en el mito-
condri. La inactivacio de proteines a causa
de I'oxidacio del grup tiol de la cistema es un
fenomen general que to Iloc en un ampli
nombre d'enzims. Es pensa que 1'home6sta-

si del calci i del tiol esta interrelacionada, o
be directament, o be a traves de nucleotids

de piridina. Malgrat que la regulacio mito-

condrial de calci citosolic no es produeix

fisiologicament, en condicions patologiques

el mitocondri es converteix en un potent

regulador de les concentracions de calci

citosolic. Diversos grups han mostrat una

correlacio entre la disminueio de GSH mito-

condrial i la incapacitat del mitocondri de

segrestar calci (Beatrice et al., 1984; Massini

et al., 1986). Aixi mateix, s'ha descrit que el
paracetamol disminueix els nivells de GSH
mitocondrial mes especificament que el seu
regioisomer, 3'-hidroxiacetanilida, cosa que

es relaciona amb la formacio d'adductes pro-
teics en el mitocondri i amb 1'alteraci6 de

Fuat'kn 2. Producci6 de superoxid per la ubiquinona. La ubiquinona (Q) es un dels components del complex 111. La major
part de la Q experimenta una reduccib it uhiquinol (QH,) mitjancant la transferencia de dos electrons. Malgrat aixo,
l'autooxidaci6 de la semiquinona (QH) esta acompanyada d'una producci6 d'ani6 superoxid, deguda it la transferencia d'un
clecu-6 de QH a 1'oxigen molecular. L'ani6 superoxid espontaniament o mitjangant l'acci6 de la Mn-SOD es converteix en
per6xid d'hidrogen. Aquest, si noes reduis it aigua, es convertiriaen el potent radical hidroxil, en una reacci6 de Haber- Weiss-
Fenton catalitzada per metalls de transici6. Aquest radical hidroxil podria comprometre 1'estructura i la funci6 de protelnes,
carhohidrats i DNA mitocondrial. Atortunadament, el mitocondri elimina I'aigua peroxidada gravies a la participaci6 de la
GSH peroxidasa i la GSA. De fet, aquesta es I'dnica via de defensa del mitocondri contra Faigua peroxidada i altres peroxids
organics, ja que el mitocondri no to catalasa i Ia GSH peroxidada presenta una baixa K per a Faigua peroxidada.
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1'home6stasi del calci cellular i repercuteix

en la inhibicio de la bomba de calci de la

membrana plasmatica. Les alteracions del

cicle del calci en la membrana interna del

mitocondri poden ser un factor molt critic

en la regulacio de la concentracio de calci

citosolic, i per consegiient en la induccio de

la lesio cellular. Aixf, el roig de ruteni-

inhibidor del sistema uniport del calci mito-

condrial- preve en determinades conditi-

ons 1'estres oxidatiu i la lesio cellular que hi

va associada.

Un dels papers protectors del GSH mito-

condrial pel que fa a de la citotoxicitat s'ha

posat de manifest en estudis sobre hepatocits

a'illats, on la lesio desencadenada per acid

etacrinic es relaciona amb una disminucio

dels nivells de GSH mitocondrial, mentre

que la disminucio del nivell de GSH citosolic

no afecta la viabilitat cellular. D'altra Ban-

da, l'estres oxidatiu induit per hidroperoxid-

tert-butil produeix una acumulacio en el
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mitocondri de GSSG, a causa de la seva

incapacitat per transportar-lo, cosa que pro-

voca una disminucio del control respiratori.

La deficiencia en el transport de GSSG indi-

ca que el mitocondri podria ser mes suscep-

tible a l'oxidacio de tiols proteics que la resta

de la cellula.

Transport mitocondrial de GSH

Com s'ha dit anteriorment , el GSH mito-

condrial to un paper fonamental en la regu-

lacio d ' importants funcions que garanteixen

el funcionament de la fosforilacio oxidativa

necessaria per a la sintesi d'ATP utilitzat en

multiples funcions cel•lulars . Diversos estu-

dis han mostrat en alguns tipus de cellules

i organs que la deplecio del GSH mitocon-

drial acaba en disfuncio i mort cellular, que

es preve fent servir derivats del GSH mes

permeables (Martensson et al., 1989a, b;

Total mRNA, ng
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I icri<n I. I)ependcncia de I'cxpressioi del tranxport mitocondrial de GSH amb el temps de cultiu d'o6cits i la quantitat de

mRNA de ietge microinjectat en oocits.
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Fernandez-Checa et al., 1991; Meredith et al.,
1988; Garcia-Ruiz et al., 1994,1995). Malgrat
Yalta concentracio de GSH en la matriu
mitrocondrial, el mitocondri no sintetitza
GSH de nou, per la qual cosa el GSH mito-
condrial procedeix de 1'operaci6 d'un siste-
ma de transport (RmGshT), que transporta
GSH del citosol a la matriu (Griffith et al.,
1985; Martensson et al., 1990; Kurosawa et
al., 1991; Fernandez-Checa et al., 1991). Tan-
mateix, malgrat la important funcio que to
aquest transportador, se sap molt poca cosa
sobre les sever propietats. Recentment hem
expressat el transportador mitocondrial de
GSH de fetge de rata en mitocondris d'oocits
Xeiiopus laevis, en una estrategia similar a la
utilitzada en 1'expressi6 dels transportadors
plasmatics de GSH (RsGshT i RcGshT)
(Garcia-Ruiz et al., 1995).

Els oocits de Xeuopiis contenen una den-
sitat de mitocondris molt elevada. No obs-
tant aixo, l'aillament de la fraccio mitocon-
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drial requereix 1'6s de gradient continu de
sacarosa per a 1'eliminaci6 de la clara i lde la
proteina pigmentaria de 1'hemisferi animal.
El nivell de GSH mitocondrial en oocits
controls es de 1'ordre de 6-8 menor que el
trobat en mitocondris d'hepatocits de rata,
amb un nivell de GSH citosolic d'11-13 nmol /
8 oocits (Fernandez-Checa et al., 1993b;
Garcia-Ruiz et al., 1995). Aquests valors de
GSH en ambdos compartiments subcel•lulars
son molt similars entre oocits microinjectats

amb aigua o mRNA de fetge. Per aixo es
necessaria la microinjeccio d'oocits amb GSH
per proveir substrat necessari per expressar
1'activitat del transportador mitocondrial.
Per taut, el mitocondri d'oocits injectats amb
GSH dues hores abans del seu aillament
despres de tres dies de la microinjeccio de
mRNA de fetge de rata posseeix uns nivells
de GSH de 3-4 vegades mes que el mitocon-
dri d'oocits injectats amb mRNA, pero no
amb GSH. El transport mitocondrial de GSH

+ +

Fiankn 4. Etecte d'emetina i actinornicina D sobre el transport mitocondrial de GSH expressat en oocits de Xenopus 4aeri.s.
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rete unes caracteristiques similars a les ob-

servades en mitocondris de fetge de rata,

com l'estimulacio per la hidrolisi d'ATP.

Aquesta caracteristica de transport es unica

per a aquest sistema de transport, ates que

els altres transportadors, RsGshT i RcGshT,

son insensibles a la hidrolisi d'ATP.

L'increment de la quantitat de mRNA de

fetge injectat en oocits contribueix a 1'ex-

pressi6 proporcional de la capacitat de trans-

port de GSH als mitocondris (Figura 3).

L'expressio requereix d'un periode de 3-5

dies d'incubacio d'oocits microinjectats amb

mRNA per a la manifestacio de 1'expressi6.

Aquesta expressio del GSH mitocondrial en

oocits de Xenopus despres de la microinjeccio

de mRNA de fetge es el resultat del proces-

sament i la traduccio de 1'mRNA de fetge

injectat en comptes de la consegiiencia de

1'activaci6 d'un gen endogen de 1'o6cit acti-

vat despres de la seva manipulacio genetica,
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ates que aquesta activitat es inhibida pel

pretractament d'obcits amb emetina (inhi-

bidor selectiu del proces de traduccio

citoplasmica) i insensible al tractament amb

actinomicina D (Figura 4). Estudis de la

caracteritzacio funcional del transport ex-

pressat en oocits en relacio amb les caracte-

ristiques conegudes dels altres transporta-

dors de membrana de GSH van revelar una

insensibilitat a competicio cis per inhibidors

de RsGshT i RcGshT, mentre que compostos

que no afecten aquests transportadors inhi-

beixen el transport de GSH mitocondrial en

oocits (Figura 5). El transport endogen de

GSH en mitocondris d'oocits injectats amb

aigua (controls) es insensible a la presencia

d'ATP i a la inhibicio per glutamat, cosa clue

indicaria que aquesta contribucio al trans-

port mitocondrial de GSH expressat en els

oocits no es deguda a 1'expressi6 del trans-

portador de GSH mitocondrial de fetge sing

*p<0.05 vs. no inhibitor

[GSH], 5mM

[ATP], 2.5mM

n None
BSP-GSH
DNP-GSH
BSP

q Methionine
n Cystathionine
® Glutamate

-ATP +ATP
FIGURA 5. Caracteristiques de I'expressio dcl u:ut,sport do GSH en ntitocondris d'oucits mictoigjcctats amb mkNA de Ietge.
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a una ruta alternativa de transport diferent,
o la consegi.iencia d'un fenomen d'uni6
inespecifica de GSH a la membrana mito-
condrial, ja que aquest transport endogen es
similar a 37 i 4 °C.

L'mRNA total del fetge va ser fraccionat
despres de centrifugar-lo en gradient de
sacarosa. D'aquestes especies de mida dife-
rent, nomes una va expressar activitat de
transport de GSH en mitocondris d'oocits.
Aquesta fraccio de 3,0-3,5 kb conserva unes
caracteristiques de transport similars a les
observades en mitocondris d'oocits injectats
amb mRNA total de fetge: estimulacio per
ATP, inhibicio per glutamat i insensibilitat a
inhibidors corn ara DNP-GSH, BSP-GSH,
BSP, GSSG, metionina i cistationina. Consi-
derant la diferencia en la quantitat de mRNA
injectat en oocits (33 ng de mRNA total
enfront de 3-5 ng de la fraccio de mida 3,0-
3,5 kb), s'observa un increment d'activitat de
2-3 vegades en la capacitat de transport de
GSH mitocondrial en oocits injectats amb la
fraccio de mRNA, que correspon a un enri-
quiment respecte a la quantitat de mRNA
injectat de 20-30 vegades. Finalment, oocits
injectats amb la fraccio de mRNA que ex-
pressa transport mitocondrial no es tradu-
eix en expressio de transport de GSH en
oocits intactes, ni mitocondris d'oocits
microinjectats amb RsGshT o RcGshT mos-
tren capacitat de transport de GSH, la qual
cosa suggereix que el transportador mito-
condrial de GSH en fetge es un gen diferent
als altres dos transportadors de membrana.
Aquests estudis constitueixen el fonament
per al clonatge d'aquest transportador mito-
condrial de GSH, essencial per a la regulacio
de multiples funcions mitocondrials i cel-
lulars.
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