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I RESUMEN

Vivir en un ambiente oxidante requirid de estrategias celulares efectivas para detectar y
desintoxicar metabolitos de oxigeno molecular conocidas como especies reactivas del oxigeno
{Ondarza et al., 1983). Los antioxidantes son moléculas que hay en las células aercbicas, que
neutraiizan los reactivos intermediarios quimicos producidos por vias endbgenas y por el
metabolismo de xenobidticos. Intervienen en reacsiones enztmaticas capaces de elminar
quimicos elecirofilicos y metabolitos o de reducir perdxidos orgénicos altamenie toxicos.  La
actividad de estos sistemas antioxidantes se puede incrementar o inhibir baje condiciones de
estrés quimico causado por xenobidticos. Las dos formas de respuestas no son antindmicas y
dependen de la intensidad y fa duracion del esirés asi como de |a susceptibiidad del organismo
expuesto. La deficiencia en los sistemas por una pobre actividad sugiere un estado precarip
caracterizado por una alia susceptibilidad al estrés ambiental y hasta pueden esperarse efectos
adversos importantes. Debido a esto es muy importante considerar que estos pueden constituir
marcadorgs potenciales que reflejen no solo la exposicidn 3 contaminantes, sino ademas el
grado de toxicidad generado. Es por ello que se requieren diversos modelos y estrategias para
su invesfigacion. En los Ulkimos afios se han hecho estudios en las moléculas antioxidantes
como el glutatidn v fa glutation reductasa, sin embargo las herramientas para detectar enzimas
primarias estan basadas en reacciones quimicas y pocas son las que emplean anticuerpos para
su deteccion v s0lo se han incluido a la superéxido dismutesa, catalasa y a la glutation
peroxidasa (Yan et al., 1998). Las enzimas anferiormente mencionadas juegan un papel
primario en la destoxificacion celular, sin embargo el papel de la glutation reductasa es igual de
prieritario debido a que ésta enzima se encarga de mantener los niveles de glutatién, €l tiol de
mayor concentracion  celular que neutraliza muchas moléculas altamente reactivas Por lo
anterior en el presente frabajo se desamolld un método para estudiar [05 cambios de la glutation
reductasa en muestras sometidas a agentes wductores de estrés oxidativo basado en 1a
generacién y emplec de un antisuero v la técnica Westenbloft. Se encontrd que ef arsénico y el
tratamiento con fenobarbital y betanaftofiavona tienen la capacidad de inducir 3 esta enzima en
el rifién y el pulmén de ratones y microsomas de higado de rala respectivamente, asi mismo el
arsenito de sodio en hepatocites de 'a linea celular WRL-88, ademés can ello se demostrd que
el anticuerpo es capaz de reconocer a la enzima de diferentes espeties,
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[l. INTRODUCCION
ESTRES OXIDATIVO
Generalidades

El estrés oxidativo es una condicién que ocurre comunmente en los organismos
aerdbicos, &n los cuales se producen diferentes especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno.
El términe estrés oxidativo es ampliamente usado pero pocas veces es deafinido v en esencia se
refiere a la situacion de un serio deshalance entre fa produccion de estas moléculas reattivas y
las de defensa antioxidante. En 1991 Sies definid & estrés oxidativo como una alteracion entre el
balance pro-oxidante-antioxidante que favorece ta formacicén de moléculas reactivas v fleva a un
dafio potencial. Estedaio a menudo es referida como un dafio oxidativo.

Ewxisten muchas formas de generar estrés oxidativo en los organismos. Procesos
nomales como la respiracion, hasta patologias como la inflamacion de algin tejido, una
infeccidn parasitaria o una alteracion digestiva pueden generar una gran ¢antidad de moléculas
capaces de interactuar con proteinas, desestabilizarlas y generar asi un dafio oxidativo. Cfro de
los factores principales que provecan el estrés oxidativo es la disminucidn en las defensas
antioxidantes. Esto puede ser originado como consecuencia de una disminucion de estas
motéculas y otros constituyentes esenciales en la  dieta (Haliwell y Gutleridge, 1999).
Actualmente Ia actividad humana ocasiona muchos ¢ontaminantes que son argjados sin control
al ambienle v que lienen esa capacidad de dafio. En acasiones las concentraciones de estos
toxicos ambientales pueden ser tan altas que influencian negafivamente los procesos

fisiolégicos normales de los organismos.
Radicales iibres

Un radical libre se ha definido como una entidad quimica (un alemo o molécula) que
contiene unp @ mas electrones desaparsados (Younes en Marquardt ef al. 1999). La palabra
radical proviene de radix {raiz} indicando ¢! significado bioldgico fundamental de las reacciones
que invelucran a los radicales libres, el adjetivo kbre enfatiza una alta reactividad.



Esta definicidn considera por ejemplo al alomo de hidrogeno {con un electron desapareado) y a
los iones de metales de transicién como el hierro, cobre y manganeso. Los radicales fbres
pueden ser anidbnicos, 6atidnicos o neutros. Bajo el punto de vista biologico, sin lugar 2 dudas los
radicales que tienen mayor importancia son los que derivan del oxigeno (Bergendi ef al, 1999).

Los radicales libres fueron demostrades primero en 1800 por Gomberg quien describid
primero la descomposicion del compuesto hexa-fenitetano en dos trifenileti! radicales. En 1929,
Paneth y Hofediz descebieron la destruccién del tetrametil plomo en radicales fibees. 1a
degradacion de molécuias primarias a radicales libres requiere  de energia de alta activacion a
diferencia de la subsecuente descomposicidn que requiere mucho menos energia.  Las
reacciones de radicales libres requieren poca energia y pueden derivar en reacciones en cadena
pudiendo ser muy peligrosas para cualquier ser vivo (Bergendi et af,, 1999}

Los radicales libres pueden ser medidos indirectamente in vive atrapandoelos con ofros
quimicos y midiendo el produgto ex vivo usando métodas como ef de ESR (electon spin
resonance). Para evaluar los efectos de los radicales libres se pueden incluir determinaciones
de los sistemas naturales de defensa que protegen a Jos organismos del dafio que producen
como es |z superaxido dismutasa {SOD), catalasa (CAT), el glutation (GSH} v las enzimas
asociadas a este.

Especies reactivas def oxigeno (ROS)

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son generadas como
resultado normal del metabolismo intracelutar normat en distintas partes de la célula como las
mitocondrias, los peroxisomas o bien a partir de una amplia variedad de sistemas enzimaticos.
Sin embargo 1a generacion de ROS también puede ser debida por agenies extemos. Los
radicales fibres en general, dentre de los cuales se incluyen varios tipos de especies reactivas
del oxigeno, pueden ser generados por contaminantes de! aire, agua, radiaciones, xenobidticos ¥
metales enlre olros (Guyton y Kensler, 1993},



Niveles elevados de ROS pueden interrumpir ¢! papel fisioidgico de los antioxidantes en
la proliferacion celular y en ia defensa de fa célula. También los niveles altos de ROS pueden
debilitar a la célula y levara finalmente a la muerte celular o a un precipitade envejecimiento
¢elular muchas veces asociado a enfermedades vinculadas afaedad. Se ha visto que cuando la
capacidad de la célula se ve rebasada por los ROS pusde haber un atague estocastico a las
proteinas {Stadiman, 1992 Berett y Stadtman, 1997), los lipides, fos carbohidratos y al DNA
(Hente y Linn, 1997; Beckman y Ames, 1997}, afectando muchas funciones importantes. Ademas
los niveles de ROS pueden constituir una sefiai gue active vias especificas sensibles a sefiales

redox que una vez aclivadas pueden daftar o potenciar las funciones profectoras.

Las especies reactivas del oxigeno han sido asociadas a lesiones de tejidos en un buen
numero de enfermedades incluyendo  artrifis reumatoide, arterosclerosis, sindrome de afeccion
regpiratoria  adulta, desordenes inmunoldgicos, cataratas, diabetes melitus, cancer,
enfermedades hepéticas, psoriasis, lesion de corazén asociada a isquemia-reperfusion, cerebro
y pancreas, entre otros {Stvrtinova ef al., 1885).

Bajo condiciones fisiologicas normiales, existe un equiiibrio entre los mecanismos gue
generan especies reactivas del oxigenc y otros radicales asi como con los meganismas que se
encargan de atraparlos y eliminarios. Si este importante equilibric se ve alterado, el dafio a los
tefidos y estructuras celulares puede presentarse. La generacion de este dafo puede deberse a
factores genéticos, ambientales, factores genélicos y ambientales, o bien, desdrdenes en ios
sistemas metabolicos.



MECANISMOS CELULARES DE DEFENSA CONTRA EL DANO OXIDATIVO

Antioxidantes

Como se ha mencionado los organismos tienen mecanismos de defensa contra el efecto
{oxico de ios radicates fibres y las especies reactivas del oxigeno, decrementando o efiminande
ias consecuencias de sus efectos en las células.

Los sistemas de proteccién que pueden disminuir la influencia negativa de jos ROS en el
organismo pueden dividirse en:

1. Mecanismos que previenen ia formacién de ROS (antioxidantes en un sentido amplio.)

2. Mecanismes que efiminan ios ROS formados a través del secuestro y eliminacion de los
mismos (antioxidantes en un sentido mas estricto).

3. Sistemas de reparacion que remueven moléculas dafiadas  del organismo antes de su
acumulacion

Desde un punto de vista quimice, cualquier sustancia que previene la oxidacin de ofros
compuestos por oxidantes {radicales libres), 1o cual implica que se debe oxidar asimismo, puede
sef considerade un antioxidante.

En Biclogia, el significade del antioxidante es el de un compueste que, en bajas
concentraciones, después de una reaccion con un radical libre, es relativamente estable
estando en forna pativa y unida al radical y no produce reaccicnes posteriores en 1as que
se generen nuevos radicales libres ademas de que se preducen subsiratos oxidados. La
accion de un antioxidante desde cualquier perspectiva, resulta Uil en la proteccion de
moléculas bioldgicaments importantes, células v iefidos y consecuentemente 2 un organismo
completc contra &f dafio oxidativo por ROS {Halliwell y Guiteridge, 1888).

Los sistemas anlioxidantes en comparimentos acuoses, por ejemplo el citosol ¥ los
fluidos extracelulares, consisten en antioxidantes de bajo peso molecular como el GSH, el



ascorbate (vitamina C) y el urato, las enzimas reductasas que catalizan ia regeneracion de
formas reducidas de estas moléculas antioxidantes como es el caso de fa glufation reductasa
{BSSG-Rd) y enzimas antioxidantes como (a SOD, fas CAT vy fas peroxidasas (Selverstone ef
al., 1988},

Ejemplos de maléculas antioxidantes

Las células estan provistas de un buen ndmero de defensas endégenas contra el dafig
oxidativo y estas incluyen: 1) acarreadores enziméticos como  la SOD, la cual acelera la
dismutacién de Oz a Hz0y; la CAT v la glutation peroxidasa {GSH-Px), 1a cual descompone Hz0a
en agua; 2) los acarreadores radicales hidrofflicos como el ascorbalo, urato, y el GSH; 3) los
acameadares radicales lipofilicos como los tocoferoles, flavonoides, carotenoides y ubiguing!; 4)
enzimas involuctadas en la regeneracion de formas oxidadas de pequefios antioxidantes
moleculares, como la GSSG-Rd, o responsables de maniener los tioles profeinicas, como es el
caso de la tioredoxin reductasa (TR); ¥ 5) la maguinaria celular que mantiene un ambiente
reducide como por gjemplo la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GEPDH). De no contar con
estos sistemas antioxidantes las células quedan expuestas a recibir un dafio oxidative. Lin en

1883 menciona que los radicales libres promueven:

+ Rompimiento de 1as proteinas de membrana anulando el reconecimiento de unas
cof ofras.

s Apertura de la membrana celular que lacilita 1a entrada de baclerias y virus.

» Alleracicn en la membrana nuclear abriendo el nicleo y exponiendo la informacién
genélica,

» Mulaciones en el material genético al modificar o destruir nucledtidos,

» Oxidaciongs en proteinas y compartimentos celulargs.

»  Generacién de productos toxicos.

Ademas los dafios estan asociados a un buen nimerc de enfermedades come |2
arleriosclerosis, ef cancer, el SIDA, las cataratas, ta artritis, la anemia, el Aizheimer, esterilidad y
su acumulacion esta asociada al envejecimiento. En la figura 1 se representan varios tipos de
daflo oxidalivo en una célula eucarionte asi como 08 principales agenles antioxidantes que
actlan en comparimentos acuosos ¥ lipidicos.
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CICLO REDOX DEL GLUTATION

Para entender mejor porque la glutation reductasa es una enzima tan imporante para
los organismos es necesario dar una revision al sistema que en el que participa, al GSH sus
funciones y caracteristicas, asi como a las inferacciones con otras enzimas va que GSSG-Rd
esla involucrada en una serie  de reacciones bioquimicas que en conjunto cansfifuyen uno de

los mecanismos de defensa mas importantes de los organismos contra el dafio oxidativo.

Eil glutatién: breve historia

En 1388, de Rey-Pailhade observd que las levaduras contenian una sustancia que era
responsable de Ia_ formacidn de sulfuro de hidrogeno cuando las células eran cultivadas con
sulfuro elemental. Chltuvo gran evidencia de que la misma sustancia estaba presente en otros
tejidos como ¢! masculo de pez, res, higado, sangre fresca de oveja, cerebro de oveja, intesting
delgado de bomego, entre otros. Por su afinidad a reaccionar con el sulfuro, de Rey-Pallhade
nombré a la sustancia philothion, de! griego philo=amor y thion=suffuro {Dolphin y Poulson,
1988; Sen, 1997). Hopkins posteriormente observd el philothion en masculo, higado y levadura
¥ que ademas podria ser extraido con agua. Con un poco mas de experiencia en sus estudios,
se planted la posibilidad de que el philothion pudiera ser un dipéptido constituido por glutamato y
glicina. Fue hasta 1921, que Hopkins demestrd que el glutatién contenia sulfuro. En 1828,
Hopkins y Kendall y colaboradores, de manera independientemente, descubrieron que el
glutatién es en realidad un kripéptido que confiene glutamato, cisteina y glicina con un peso
molecular de 307 ( Sies, 1898) quedando definida su estructura finalmente como L-y-glutamil-L-
cisteinilgficina {Fig. 2).



Figura 2 Glutation A) Representacion espacial de los elementos, B) bajo condiciones
fisiologicas el glutation es aniénico (Tomado de Sen, 1997).

El GSH es actualmente considerado como una de las més fascinantes moléculas
presente en las células en altas concentraciones, con aproximadaments 0.5-10 mM (Préville, et
al, 1989, Di Simplicio et af, 1998). Esta molécula autorregula su sintesis celular y se sabe
ademas que es multifacética, es decir, que sus funciones van desde defensa antioxidante,
destoxificacion de  xencbidticas electrofiiicos, modulacion de ia sefial de transduccion regulada
por reacciones éxide reductoras, amacenamiento y transpore de cisteina, regulacidn de la
proliferacion, sintesis de desoxiribonucledtidos, regulacion de las respuesta inmune y regulacion
del metabolismos de 1as prostaglandinas (Sen, 1997).

Fropiedades

Las funciones fisiologicas de muchas proteinas, incluyendo enzimas y moléculas de
sefialamiento, estan reguladas por el intercambio de lioles disulfuro entre tioles proteicos y
disulfuros de bajo peso molecuiar como ef glutatidn. En este iltimo, el residug sufidrilo (-SH) de
lacisteina es el que confiere muchas de sus propiedades fisicldgicas (Figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica dei glutation a) forma reducida, b) forma oxidada {Tomado de
Halliwell y Gulteridge, 19989).
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La formacitn de disuffuros consiiluye un proceso reversible e involucra ta oxidacion y
dos electrones. En las reacciones que ocurmen en los seres vivos los donadores vy aseptores en
estos procesos incluyen al oxigeno molecular, al NADPH vy flavin cofactores, y otros fioles y
disulfuros. De acuerdo a Gilbert (1935), las reacciones reversibles de intercambios tioldisulfuro

ocurmen por un atague nucleofilico en uno o dos atomos de un enlace disulfure (S = §)

Ciclo redox del GSH

Como se ha dicho, el glutatibn reducido es uno de los mayores conjugadores
electrofilicos celulares y sus reacciones se pueden dividir en dos categorias. La primera es en
ta que hay upa reaccion del glutation con moléculas inestables a nivel de electrones y se da
como resuftado la formacion de un conjugado-S-glutatidn o una mezcla de disulfures. En este
caso una de las caracteristicas importantes del glutation es que éste puede reaccionar con una
gran variedad de compuestos gue fienen centros electrofilicos. Esta reactidn es catdizadaporla
glutatién S-Transferasa (GST).

La segunda categoria y de mas relevancia para la glutation reductasa es donde el GSH
reacciona con otras moléculas para formar glutatién oxidado {GSSG). Esta funcién se da en e
ciclo del ascorbato glutafién en plantas y en el ciclo redox que involucra afa GSSG-Rdy ala
GSH-Px en mamiferos donde este uUlfimo previene de los dafios que podria causar una
generacidn y acumulacion de  perdxido de hidrégene (Figura 4). Estos ciclos oxide-reductores
son importantes mecanismes antioxidantes de 1a célula empleados en diferentes funciones como
la respiracian, la fotosintesis ¢ la fijacién de nitrdégeno donde normalmente se producen ROS que
podrian ser un problema (Mullineaux y Creissen en Scandalios, 1997).
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Figura 4. Ciclo redox del glutation en células de mamifero donde se considera la destruccion
de perdxidos (Tomado de Scandalios, 1997).

Enzimas relacionadas af GSH

Es imporiante mencicnar que el metabclismo de drogas se divide en dos fases, 1a
primera as [a fase | incluye reacciones de oxdacidn, reduccion e hidrélisis entre ofras
reacciones ¥ participan moléculas como los citrocromos P450. En fa fase |l del metabolismo las
reacciones involucran a otras enzimas que permiten que sustancias toxicas sean solubles y
excretables por orina. Durante este proceso participan algunas enzimas asociadas al GSH.
Muchas de tas reacciones son represeitadas en la figura 5 donde el GSH aparece implicado en
la defensa celular contra &l estrés oxidativo y en el mantenimiento de un estatus redox de tioles
{Denecke, S, M. y B. L. Fanbury, 1988; Meister, 1995)

La G8H-Px es especifica para su donador de hidrdgeno, el GSH, pero también puede
ampliar su rango de substratos usande peréxides ¢e hidrégeno hasta hidroperdxidos. Las GST
calzlizan ta reaccion entre los grupos sulfidrilo {-SH} del glutation reducido y agentes alquitantes
potenciales con lo cual neutralizan los sitios electrofilicos haciéndolos solubles y excretables.
Estas enzimas representan ademas uno de los mayores grupos de enzimas de fase Wi (Clapper
y Szarka, 1998; Strange ef al., 2000).



La sintesis de GSH esta regulada por dos procesos, ambos dependientes de ATP
(Taniguchl ef af, 1989; Fujii ef al, 2000). El higado parece sor ¢l sitio donde el GSH es
sinietizade en vivo con el suffuro de cisteina suplementado por Ia metionina a través de la ruta
de Ia cistationina. Esta cisteina y !a franspertada por al inferior celular sirve como sustrato para la
y-glutamilcistein sintetasa (EC 6.3.2.2) para formar y-glutamilcisteina la cual es acoplada a una

glicina via GSH sintetasa (EC 6.3.2.3) para completar la sintesis de glutation {(Hodgson y Levi,
1854).
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Figwa 3. Reaceionts an conecerdn con ol Ciclo Redox de Ghaimtidn  Tomado de Ritter eral. 1999



Padecimientos asociados a deficiencias de GSH

Existe un namero importante de enfermedates que han sido asociadas al decremento
del GSH en los individuos, como lo son las enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson y el Alzheimer (Bains y Shaw, 1997), ademas la generacion de ROS durante el
envejecimiento y preducidas en exceso durante ¢ ejercicio disminuyen el cantenido de glutaiidn
en los tejidos (Tabla 1).

De acuerdo a Sen {1997} los factores que pueden contribuir a los bajos niveles de GSH
son:

a) Limitada sinfesis de GSH.

b} Elevada utifizacion de GSH v una pobre reduccion de GSSG.

Deficiencias congénitas en la GSH sintetasa son raras, pero han sido reportadas (Sen,
1857). Un factor limitrofe infracelular comin de la sintesis, es la disponibilidad del sustrato
cisteina. También existe una regulacion de GSH por hormonas, ¥ sunque todavia no es claro,
se piensa que puede ser debido a una estrategia para preservar la cisleina celular para la
sintesis proteica en respuesta al estrés. Una elevada utilizacion de la motécula que contribuye a
los bajos niveles de GSH ocurre al haber exposicion a xenobidticos o durante el ejercicio
extenuante,

La reduccion limitada de GSSG a GSH tambign disminuye su disponibilidad. La GS8G-
Rd requiers un adecuado suplementc de NADPH como cofactor {Salvemini et al., 1999; Préville
ef ., 1999). S existe una fimitada cantidad de NADPH intracelular, fa reduccidn de GSSG a
GSH tan esperada no ocume, trayendo como consecuencia la acumulfacion de GSSG ¥ su
expulsion de la célula (Sen, 1997).



Tapla 1 Condiciones que son asociadas con el decremento de los niveles de glutation

{Muodificado de Sen, 1997}

Condicidnfespecie

Girosis Hepatica
humano
Envenenamento ¢or acetaminecicn
ratin
Diabetes tipo I
fumano
NIDOM
fumano
Tolerancia gzteriorada a la glucosa
fumano
Colbis ulcerative
humana
Curernaduras de piel
sata ¥ congj0
Fibrosts idopatética pulmonar
humano
Singdrome de insuficienciz respiratona en adulto
humans
Malnutrician
humano
Ejercioie fisico
rata
Afrofia muscular
Taa y pero
Envejecimiento
ratbn
humano
Tatd y ratn
Hipoxia pennatal
hymang
Infarto at miccardic
humano
Citatoxicidad par glutamato
hymang
rala
Muerte cewlar programada
Humano

Tejidofcélilaltomponente suboelutar

Células moncnucieares de sangre periférica
Fhedo de tejido recubnmienio pulmonar

Célutas mononucleares de sangre perlésica
Plasma, erirocites

Rifidn , higado

Sangre fotal

Enfrocitos

Erilrocitos

Sangre y tejido colético

Tejido epidémico y mitocondra

Fiuido de efido rectbrimuento puimonar
Fluida de tefido recebrimiento pulmonar
Entrocite

Higado, miscio ¥ sangre

Muscuio esquelshics

Higado ]

Mucosa gastrica y entrocios
Mitacondria de higado, afion y cerebro
Sangre arterial umbical

Sangre

Células 7
Céiulas neuronales

Células T

VIH+, virug de inmunodeficiencia humana; NIDOM, diabetes meitus no-insulinodependiente



GLUTATIGN REDUCTASA

La glutation reductasa (EC 1.64.2) es un miembro de las piridin-nucleotido-disulfuro
oxidoreductasas, una famitia de flavoenzimas (Schulz &f al., 1978), la cual incluye a la tioredoxin

reductasa, lipoamida deshidregenasa, mercurio reductasa y tripanotion reductasa {Carlberg y
Mannervik, 1975).

Breve historia

La GSSG-Rd fue estudiada por primera vez en enfrocitos v levaduras pcr Meldrum y
Tarren 1935, Sin embargo, fue hasta 1951 cuando Mapson y Goddard por una parte, y Conn y
Vennesland por otra, hicieren un analisis mas detallado de la aclividad de la GSSG-Rd en
semillas de chicharos y germen de trigo respectivamente. Posteriormente en 1983, Mapson y
Isherwood hicieron un estudio sobre las propiedades y naturaleza de la enzima en chicharos
germinados (Scandalios, 1997) y la eslructura de la GSSG-Rd de entrocito humano fue
ampliamente descrita por Schulz y colaboradores en 1978,

Distribucién de la GSSG-Rd en la nafuraleza

La enzima esta ampliamente distribuida en bacterias, hongos, plantas, protozoarios y
animales pero no s ubiclta, ya que no ha sido detectada todavia en eubacterias anaerdbicas y
en arquecbactenias. En el case del protozoario Trypanosoma sp. la GSSG-Rd ha sido sustituida
por |a tripanotién recuctasa. Posiblemente otros organismos tengan reductasas de bajo peso
molecular capaces de reducir disulfuros que son guimicamente relacionados con el glutatidn En
la tabla 2 se muestra |2 distdbucion de la GSSG-Rd en comparacidn con algunas enzimas

antioxidantes en iejidos de rata.



Tabla 2. Distribucion de algunas enzimas en tejidos de rata donde se indica la actividad relativa de [a enzima en un peso dado de lejido himedo. El valor es
selalive al tejido méas activo el cual se da valor de 100 {Medificado de Dixon y Webb, 1873).

Mombre de la Higado Rifidn Bazo Corazén Mosculo Pumén  Mucosa  lasiino Intestino  Péncreas  Cerebro  Timo  Tiroides Testiculo  Sangre
ECt enzima estjuelético gastrica  delgado  gruesp
16842 Glutandn KX 100 - 4 3 - . 80 - 22 10 - 2% 4 -
reductasa
14541  Svperbuido 100 30 10 9 - 4.5 3 - - 7 6 2 - . 18
dismulasa
11149 Glulatitn 100 67 - . - - - - - - - - - 14 43
Peroxidasa
11918 Caldlasa 100 78 9 - 4 - - - - 3 - - - -

- Swnrfica que o ha sido determinada |a aclividad enzimética en ese diganc.

! EC y el nfimero comespondiente sc refieren a la clasificacion enzimatica propuesta por la Comisi6n de Enzimas



20

Los Grgancs y fefidos en los que se ha estudiado su actividad en vertebrados
superiores han sido cerebro {Marttila ef af, 1988), fifion {Di llio ef al., 1995), colon, estomago &
higado, (Fujii ef al., 2000},

Distribucion subcelular de la 655G-Rd

El GSH y las enzimas asocladas a este como la GSSG-Rd parecen ser sintetizados
primariarnente en el compartimento citoplasmatico de las céluias, sin embargo no s exclusivo
puesio que al estar fa célula sometida constantemente g estrés oxidativo en diferentes zonas
requiere una amplia variedad de funcicnes de desintoxicacion, proteccion y funciones fisiologicas
en compartimentos tales como el nicleo, la matiz mitocondrial, el reticulo endoplasmico
cloroplastos y espatios extracelulares y muchas veces se requiere de su fransporte extracelular
{Taniguchi ef ai.,, 1989, Smith ef al., 1996).

Reaccidn catalizada por fa GSSG-Rd

La reduccion de GSSG a GSH, catalizada por la GSSG-Rd depende de NADPH como
cofactor de reduccion v procede en dos reacciones tomando lugar cada una en superficies
opuestas de la molécula.

NADPH+E+H*  —® NADP*+EH;
EHz+G5SG ——® 2GSH+E

E representa 1a forma oxidada de la enzima con sitic activo en el residuo Cys-58-Cys-63; EH2
contiene residuos Cys-58 y Cys-83 como ditiol es la forma  dos electrones reducida. Ambas
formas son bastante estables. EH2 puede ser producida a parlir de E por NADPH o por GSH y se
ha pensado que es la forma de la enzima predominante en el interior celutar,
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Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades mas importantes de esta enzima han sido estudiadas en dwersos
organismos donde ademas se ha encenirado que no existen grandes diferencias. Un resumen
de estas caracteristicas y su estructura molecular se presentan en la tabla 3 y la figura 6.

Regulacion

En animales parece que |2 expresion de la GSSG-Rd esta regulada en respuesta al estrés
oxidativo. Esta regulacidn fal vez ocurre a nivel de sinvtesis de GSSG-Rd RNAm o bien en
coordinacion con {2 requlacidn de ofros componentes del sistema de defensa confra estrés
oxidativo (Mutlineaux y Creissen, 1997).

fnduccion

La sintesis de esta enzima puede ser estimulada mediante productos de rompimiento
de glucosinolatos dervados e fas coles de Bruselas. Staack y calaboradores en 1958
demostraron gue suministrando en Iz dieta compuestos como el 1berin, ¢f feniletilisoticcianato
{PEITC), ol crambene (i<cianc-2-hidroxi-3- buteno} y el indol 3-carbinol {{3C) pueden
ncrementar la sintesis de GSSG-Rd en ratas y ademas estos compuesios son considerados
come agentes protectores contra el estrés oxidativo. Se piensa que Ia induccion esta regulado
por gl incremenio del GSH debido a que el fratamiente con crambene eleva los niveles de RNAm
de la y-gltamilcistein-ligasa que es una de las enzimas encargadas de la sintesis del GSH y
csto también podria estar ocurriendo en el caso de la GSSG-Rd, sin embarge esio es una

hipdtesis que maneja Staack y colaboradores desde 1888 y aln no queda claro.



Tabla 3. Propiedades de la GS88G-Rd de diferentes origeneas (modificado de Scandalios, 1997)

Ongen Peso molecutar de fa Tamafio de la pH Afindad  Afinidad por Punto
forma natiya kP subunidad Optimo porel elsubstrale  isoelectnen
kD substrato Kon {eM)
K (uM) NADPH
GSSG
Spirulina maxima 177 m 47 - 120 35 435
948 (D)
Anabaena sp. 104 (B 53 g9 210 g 402
Levadura 120 (D} B0 71 55-60 3816 -
Huevo de erizo 102 {D) 52 12 100 5 -
de mar
Higado de ratdn 105 (D) 525 7.25 107 59 55
Chicharo (hojas) 114 55 76 56 48 41438
Arabidopsis 110(D) 52.7 7.88 44 5 48
{Hoja)
Eritrocilos 146 (D) 525 68 85 85 -
Hurmancs
Eritrecitos de 103 - 7 76 21 685
cerdo*
Higado de 108 (D} 99 6.9 58 B -
congjo

D, T, indica si es dimero o tetrdmerc, * Tomado de Boggaram, ef &, 1978,
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Figura €. Estructura de |a Glutation reductasa donde los numeras indican la posicién de ios
resluos de aminodcidos y los ovalos los limites de los dorninios. Las zonas con plegamiento
po B estan representadas por flechas, la conformacion de hélice esta comeo rectangulo,
Abreviaturas: PP, pirofosfato; 85, el ditiol redox active Cys-58-Cys-83; 8, al azufre del residuo
Cys-80 que forma una unidn disulfuro con el Cys-90'.

Inhibicion de la actividad de Iz GSSG-Rd

Los inhibidores de la GSSG-Rd constituyen una amplia variedad de compuestos
quimicos como los derivados del arsénico, nitrosaureas ademas de iones de metales pesados,
muches de ellos derivados de la contaminzcién ambiental generada por industrias. Estos
compuesios tienen la capacidad de inactivar a  la enzima en su forma reducida EHa. Se ha
reportado que los nitosotioles son inhibidores de la activided de la glutatién reductasa en
sistemas fn vifro y algunos de los mas potentes son los complejos dinitrosit-ditiol-hierro, DNIC por
sus sigias en inglés (Keese ef ai. 1997).
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En sistemas in vivo la actividad de esta enzima también ha sido inhibida por el dxido nitrico
(NO) tanto endageno como exégeno. En un modelo in vifro 18 GSSG-Rd de cerebro de borrego
fue inhibida por efion Cadmic {Acan y Tezcan, 1995).

Zhang y colaboradores en 1997 estudiaron la inhibicion de la GSSG-Rd por polifencles
con €l fin de entender como es que estos compuesios pueden sensibilizar las células de un
edenocarcinoma humano de colon a drogas contra €l cancer y descubrieron que €l 4cido fanico,
quercetin, butein vy ¢l acacelin exhiben una inhibicién no compelitiva con la GSSG-Rd en
presencia de NADPH. Otra forma de inactivacion de esta enzima esta asociado con el estrés
nitrosative aunque esto no ha quedado claro (Fuiii ef at. 2000). Otro estudio in vifro fue realizade
en 1995 por Styblo y Thomas donde encontraron que el arsenctiglutatién, un producto de
reaccion del arsenato o el arsenito con e! glutalién es una mezcla fipo inhibidor de 1a GSSG-Rd.

Enfermedades asociadas a la deficiencia de GS5G-Rd

Se ha observado que pacientes con deficiencias de glutation reductasa desarroilan
tempranamente cataratas. La deficiencia en poblaciones humanas se atribuye a la falta de grupo
prostetica que es &l FAD a su vez debido a una ingesta insuficiente de riboflavina muy comin en
poblaciones que padecen desnutricion. Sin embargo existe una deficiencia que es rara, descrita
en poblaciones hispanicas con un 0.09% de incidencia ¥ 06% en poblaciones de Arabia
Saudifa, y los cambios en la actividad de esta enzima estan asociades a varios aspesios clinicos
como et decremento en el tiempo de vida de los eritrocitos asociada a una disminucion severa en
la estabilidad del glutation en células rojas; o el favismo, que consisie en una ¢risis hemolitica
después de fa ingesta de habas; y sordera a lemprana edad, siendo esto un fendmeno que ain
no queda bien explicado. E! desamollo de cataratas se dice puede ser Consecuencia de la
acumulacién de dafio por episodios de estrés oxidativo por una deficiencia en la capacidad de
esta enzima para mantener 1a relacidn entre GSH y GSSG.

indicadores moleculares de estrés quimico; la GSSG-Rd como biomarcador

La actividad de muchas enzimas ha sido empleada como un bicmarcader molecular de
estés quimico. Muchos compuestos que se encuentran en el ambiente son capaces de inhibir
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sistemas enzimalicos y no sdlo eso, oros son capaces de  inducir muchos sistemas de
desintoxicacion como por ejemplo las oxidasas y ofras proteinas no enzimas como las proteinas
de choque {érmico, HSP por sus siglas en ingiés, que son capaces de proteger & otras enzimas
ante una gran variedad de agentes estresantes. El glutatidn y las enzimas asociadas a ésle
como la glutation reductasa son olro ejempio y en este caso se ha visio que metales pesados
son capates de alterar 1a actividad de ambos. Los xenobidticos que contienen metales pesados
son producidos & incorporadas al ambiente coma parte de la actividad industrial principalmente.

Se han establecido tres calegorias de marcadores biolgicos: jos de exposicion, que
sefialan la presencia de una sustancia exogena o sl producto de Ia reaccion de un xenobittico
con un Blanco celular y que puede ser medido, 1os de efecto, que son indicadores de alteracion
bioquimica, fisiolégica o genética como resultado de la exposicién a un agente xencbistico, y los
de susceplibilidad, que son indicadores de limitaciones para responder ante la exposicidn a un
xenobidtico (NRC 19823

La glutation raductasa es una molécula que ha tomado un papel importante  como un
biomarcador de exposicidn y efecto, empledndose para evaluar as respuestas de diversos
organismas muchos de eflos nalivos de una zona confaminada como ias almejas y algunos
crustacens en rios y zonas marinas {Cossu el al., 1997; Brouwer y Brouwer, 1998; Astley ef al.,
1989; Dandapat ef af, 2000}, en peces y anfibies come marcador de exposicion, efecto y
susceptibilidad (Grundy y Storey, 1998; Ploch ef af. 1999, Vaglic y Landriscina, 1999), ¥ en
semillas de vegetales como chicharos y cebada (Edwards, et al. 19%4; Patra y Panda, 1998)
entre ofros, evaluados principalmente por métodos enzimaticos.



EL USO DE UN ANTISUERQ POLICLONAL COMO ESTRATEGIA COMPLEMENTARIA EN
EL ESTUDIO DE BIGMARCADORES MOLECULARES

Cuando $¢ introduce a ia sangre de un vertebrado una systancia extrafia, habiiugimente
una molécuta del fipo de una proleina o un heteropelisaciride, se producen anficuerpos,
proleinas que identifican 2 la sustancia extrafia vy fa bloguean. Un antigeno representa fa
susiancia extrafia que desencadena la formacion de algan anticusrpo, cominmente se emplean
proteinas o péplidos aunque también  carbohidratos, &cidos nucleicos 0 poquefias molécutas
organicas {denominadas haplenos) conjugadas con una macromolécula, células o extractes
celulares o tisulares pueden ser empleados. Los anticuerpos son proteinas def suero lamadas
inmunoglobulinas que tienen capacidad de unidn con antigenos especificos {Laguna y Pifia,
1977, Harlow y Lane, 1988).

Se sabe desde hace mucho empo que muchas enfermedades infecciosas una vez
contraidas cast nunca se repiten, es declr que de alguna manera et organismo recuerda haberda
padecido y vencido at adquirir proteccion o inmunidad contra efia (Laguna y Pifia, 1979; Rojas,
1688). Lo que ocumid fue que un agente infeccioss {antigeno} produjo un estimule para la
formacion de anticuerpos. La primera vez que se produce la respuests inmunitara, los
anticuerpos tardan algunos dias en aparecer y a esto se e conoce como fespuesta primatia
{Golub, 1987). La segunda vez que se introducen los mismos antigenos se obliene una
respuesta secundaria mas rapida y con mayor cantidad de anficuerpos demesirando asi que se
desarroilc  una memoris para formar anficuerpos {Tizard, 1992). La formacidn de
inmunogliobulinas ante el estimulo de clertos antigenos es muy especifica y los anticuerpos
elaborados contra un antigeno tienen poca o ninguna capacidad de reaccionar con cualquier otro
antigeno. Esta es I2 base molecular de la inmunidad v aclualmente se emplez como una

herramienta para e estudic de muchas moléculas.

Existen cinco clases de inmunoglobulinas: las 1gG, 1gM, IgA, igD e \gE, de las cuales las
mas abundantes son las igG que constituyen ef 80% del total ademas de ser la meiécula en fa
cual se basa 'a descripcion general de fas otras. Es ia profeina que se forma en mayor cantidad
durante i respuesta secundaria y por elio es la que més se emplea como hermamienta de
estudio 2l obtener las fracciones de 1gG da un antisuere policlenal.
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Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales de acuerdo al grado de
afinidad confra un antigeno en particular, en el caso de los monoclonales se emplea, como esta
implicito en su nombre, un anficuerpe que sera clonado con el fin de disminuir ef riesgo de una
reaccion no deseada, mientras que el sequndo caso  presenta también afinidad por el antigeno

pero existe una posibilidad de damse una reaccibn cruzada no deseada

Lz primer consideracion antes de emplearlos en cualquier estudie es e fin que se les
dara, los anticuerpos policlonales son particulamente valorades para la inmunoprecipitacion v la
inmunolocalizacion en tejidos, técnicas ampliamente  socorridas en el estudio de diversas
proteinas y enzimas, en tanto gue los monoclonales son empleados al necesitar de mayor

espedificidad en 1a deteccién, como por ejemplo de sitios de union especificos (Ausube ef al.
2000).

La cantidad de anticuerpo también debe ser valorada y los antisueros son una opcion
adecuada cuando se requieren grandes cantidades de anticuerpos policlonales effos, ya que
pueden ser oblenidos en grandes volumenes a partir de un sofo congjo 0 de muchas ratas o
ratones genéticamente idénticos. A diferencia, las anlicterpos monoctonates son producidos en
menor valumen en clones de hibridomas, es decir células somaticas hibridas de células tipo B
def baze de un animal inmunizado y de mielomas de los cuales se puede realizar la produccion
de 'as inmunoglebulinas monaclonales. Esta es una metedologia que tiene la ventaia de ser muy

especifica pero su inconveniente es que es larga, complicada y cara.

La mayoria de los estudios sobre la GSSG-Rd se basan en la estimacidn de su actividad
a través de métodos bioquimicos. En estos casos no se puede saber si el cambio de actividad
se dehit a una disminucién o aumente en la sintesis de la proteina. Para ello se requiere utilizar
otro tipo de ensayos como seria el uso de [ técnica Wesfembfolt empleando  anticuerpos para

revelar tapresencia y 1a cantidad de la enzima en los tejidos.
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XENOBIOTICOS Y ENZIMAS QUE LOS METABOLIZAN

Los xenobidtcos son definidos como compuestos quimicos derivados de  fuentes no
biclégicas como por ejemplo medicamenios ¢ contaminantes, y pueden hacer gue fas enzimas
que los metabolizan sean modificadas. Estos compuestos pueden producir: 8} Ia induccion de la
expresion de la enzima, b} la represién de la expresidn de la enzima, ©} fa activacion directa de
fafuncidn enzimaficay d) ia inhibicidn directa de fa funcidn enzimética (Oesch y Arand, 1999).

En el sentido esiricto ef témino induccién se refiere a un increments en |2 cantidad del
producto del gen debido a una iasa elevada de franscripcion. Esle término €5 a menudo
empleadoe para describir cualquier proceso que eventualmente dleva a2 un incremento en la
concentracidn  de la enzima en el iejido blanco. También se ha consigerado dentro de esta
definicidn que esle proceso implica una mayor esiabilidad en la proteina ¢ ¢ RNAm. La
induccion de enzimas metabolizantes de xenobidticos es 2 mepudo mas pronunciada en el
higado pero no se festringe solo a esié organo. También se ha observade un incremenio en
rifidn, intesting, pulmdn, cerebro, piel y placenta.  Ofro aspeclo interesanie es que el incremento
en los niveles de enzimas metabaolizantes fleva a una folerancia hatia el xenobidtico (Oesch y
Arand, 1999),

Por ofra parle ia represidn de [a expresion de enzimas metabolizantes de xencbidlicos
ha sidc menos observada pero es también de gran importancia. Algunas veces la induccion de
un grupe de enzimas que se encargan de metabolizar drogas depende de 1a expresién de otro
paquete de estas enzimas. Fjemplo de eflo es que varias citocinas como la interleucina 15, la
interieucina 8, v el interferon . regulan la expresion de isoenzimas de la familia de los

citocromos.

La inhibicitn de [z actividad de ta enzima puede deberse a ia interaccion directa con la
enzima, que en determinados casos puede levar a la inhibicion de isvenzimas especificas, o por
una disminucién del cofaclor que afects 3 un grupo de enzimas.  Finalmente la activacion de
estas enzimas puede deberse ala interaccion directa def agente con la proteina,
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Xenobicticos, mefales, metaloides y generacién de ROS

Algunos xenobidlicos como es el caso del fenobarbital (FB) y de la B-nafioflavona
(BNF), un flavoncide cuyo peso es de 272.30 y que también es conocido como 5 8-benzoflavona
{Ashida ef af., 2000, son capaces de inducir enzimas de fase ’l y Wcomo los citocromos P450
1A ylas GST. Eslos compuestos tienen la capacidad de incrementar varias veces los niveles de

las enzimas mencionadas, y existen trahajos que emplean a la BNF  para inducir a estés
enzimas (Novi, ef af,, 1998).

Los jones de metales pueden promover la produccion intracelular de ROS de diferentes
maneras. Al parecer los mas polentes generadores de estas molécufas reactivas son los
metales de transicidn que son capaces de modificar su configuracion elecirénica bajo
condiciones biclogicas. Muchos de estos metales son cofactores esenciales de tmuchos
complejos enziméticos, pero a veces pueden jugar el papel de pro-oxidanies.

Lz toxicidad de un metal no se restringe a un sélo tefido pues a menudo ocurre que
varios fejidos se ven afectados por la presencia gnommal de un metal ¥ es claro que algunos
6rganos son mas vulnerables. El sistema nervioso y los sifiones, por diferentes razones son méas
vulnerabies que otros de drganos a este tipo de dafio. Por un lado los rifiones, encargados de la
filtracién y produccidn tubular de la orina puede llevar a concentrar y precipitar metaies. En el
cerebro ocurre que 2l bajar los niveles en los sistemas enzimaticos de proteccién contra el
estrés ovidafivo puede haber una propagacién de eventos peroxidativos que modifiquen fa
actividad de éste drgano por dafio a lipidos o a la mielina (Bains y Shaw, 1997}.

Los metales como el cromo y metaloides come el arsénico fienen una capacidad
citotéxica que involucra una varedad de anormalidades bioguimicas y fisislogicas siendo la
formacién excesiva de ROS una de ellas. Algunos metales de transicion pueden inductr estrés
oxidalivo al cambiar de configuracidn electrdnica cuando donan o reciben electrones ya que
algunos de eifos son cofactores de muchas enzimas y de proteinas de transporte (Bondy, 1997).
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Cromo

E! cromo {Cr) es un elementc de 1a tabla periddica del grupo Vi B, su peso atdmico es
de 52 y su nimero atomico es 24. Se considera tomoe un elemento esencial para lograr un
metabolismo normal de 1a glucosa en la dieta de animales. El cromo tiene miilfiples estados de
oxidacin: Cr 6+, Cr 8+, Cr3+, Este dltimo es el estado mas estable. Ejemplos de compuestos de
cromo Cr 8-son- el cromato de sodio (Na2CrQyq) y ¢l dicromato {Na:Crz07), que pertenecen alas
especies gel y ios clorures como el GrCly, CrCls, SrCl, perienecientes al grupo Cr 5y pueden
reaccionar aparentemente con Hy0; para formar radical hidroxile {OH)

CroveHpOn ——p  Crd*+ OH-+ OH

& Cr & puede ser reducido a Cr 5 por ef ascorbato, ademas del GSH y otros sistemas
reductores cefulares, generando G8* v radical superéxido (O2") entre ofros. Los cromatos
parecen enfrar a través dei sistema de transporte def sulfaio (SO4%). Se sabe que el cromo ha
sido thxico, carcinogénico y mutagénico en animales expuestos y trabajadores expuestos
duranie su labor en la industria del cromado. Es probable que ia reduccidn del Criv seguida de
la generacién de OH dafie al DNA contribuyendo a la carcinogénesis. Ofro radical que puede
ser generade por la reaccitn de Cr2* con HyO2 es ef OH (Hatliwell v Gulteridge, 19993,

Arsénico

Et arsénico {As) &3 un elemento del grupo V A de 12 tabla pericdica, su ndmerc atémico es
33 y su peso atdmico es 749, Los estados de oxidacion son el As =, 3y *§, siendo 13 arsina un
ejemplo de compuesto del primer estado. De los ofros existe una gran variedad de compuestos
trivalentes como los arsenitos y los pentavalentes como los arsenaios siendo las formas mass
toxicas los primeros (Rudel sf 24, 1996).
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Este elemento es un metaloide, pero muchas de sug propiedades parecen mas bien de
un metal pesado. Por sus propiedades quimicas es capaz de reaccionar con los residuos
sulfidrilo de fas proteinas {Leonard y Gerber, 1994), teniendo como consecuencia ia inhibicion o
&l cambio de la actividad de a proteina.

Otros estudios mencionan que puede haber genotoxicidad, acumulacion y aumento en
los niveles de oxidacién considerables por exposicion a arsénico inorganico y arsenifos
(Tabacova, et af. 1896; Concha ef a/. 1998},

El arsénico  orgénico se encuentra rara vez en la naluraleza, a menudo esta presente
formando compuestos con el cabre, zine ¥ plomo, por lo que su oblencion 2 menudo requiere de
procesos de purificacidn.  El arsénico elemental tiene un papel importante como componente
especial de algunas aleaciones con el cobre y el plomo. Entre los usos que tiene este compuesfo
estd principalmente ia fabricacién de vidrdos, 1a purificacion de  soluciones electroliticas con el
fin de producir zing electroliico, etcélera. Arsenalos de zinc, cromo y  cobre son empleados
como preservativos de madera, los cuales son un problema cuande se  queman. En la
agricuitura v 1a actividad forestal los arsénicos orgénicos e inorganicos son empleados como
pesticidas y herbicidas aunque esta aclividad ha declinado en fos Ultimes afios en todo el munda
@ 54 uso se va restringlendo cada vez mas. E! acido arsinilico se usa como aditive de alimentos.
En ia industria de electrénicos se emplean formas arsenicales de galic o de indio. Otros usos s&
relacionan con la industAa farmacéutica y como catalizadores.

Cesde 1990 se ha planteado una ieoria sobre ia carcinogénesis del arsénico y en ella se
habla del arsénico como un agente que genera estrés oxidativo. Yamanaka y colaboradores en
1980 desarroilaron la primera feoria de la carcinogénesis del arsénico por estrés oxidalivo donde
se incluia una probable via metabdlica. Otros estudios mencionan que el arsenito, una de las
formas mas toxicas de! arsénico, incrementa la frecuencia de intercambic de cromatitias
hermanas, siendo 2 su vez antagonizade este efecio por la adicién de enzimas antioxidantes
SOD y CAT (Nordenson y Beckman, 1591). Eslos y olros resultados sugieren que algunos
efectos det arsénico sobre el DNA son mediados via radicales fibres {Kitchin, 2001).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un cientifico znfrenta a diario problemas en campo y en laboratorio y en ocasiones ios
estudios se ven entorpecidos por la falta de una herramienta de estudic conveniente para el
modelo que estudia, aunque ofras veces ni siquiera existe. Por esa razon a diario se trata de

implementar o hacer mejoras en las téenicas y méledos de estudio,

Cominmente muches organismos entre ellos el humano se encuentran sometidos a
condiciones ambientales generadas por la aclividad humana que puecen perturbas su condicion
normal y generar un esirés quimice en ocasiones con consecuencias graves. E estudio de los
rarcadores moleculares como la GSSG-Rd, tiene un papel importante en la investigacion  del
esirés oxidativo, ademas existen diverses xenobidlicos que tienen la capacidad de alterar estos
mecanismos de defensa y por consiguiente los ciclos que regulan. La importancia de esfudiar
a esta enzima radica en la importancia que tiene el mantenimiento del glutatién intracelular. €l
(GSH tiene un papel en la transduccidn y reguiacion melecular de [ fisiclogia ds fa célula
{(Veehringer, 1999). Asi que los cambios en la actividad enzimatca de la GSSG-Rd pueden
akterar el equilibio en el estado redox promoviendo alleraciones celulares que se refigjan

finalmente en el desarrollo de enfermedades.

Debido al mportante papel que juega la GSSG-Rd al moduiar ls niveles de
GSH/GSSG para anortiguar ¢f efecte deletéreo del estrés oxidative, surge el mterés de contar
con un antisuero policlonal que sea !a base de un método de estudic diferents al bioquimice
clasico, que permita estudiar sus cambics en respuesta al eslrés oxidativo inducide en
condiciones de laboratorio, Elo permitiria evaluar de ofra manesa a esta enzima como parametro
y asi discutir su utiidad como marcador biolégico.
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(V. HIPOTESIS

1) Siendo ta GSSG-Rd una enzima altamente conservada en la mayoria de los
grganismos aerdbices, un anfisuero generado contra la enzima purificada de levadura tendra la
capacidad de reconocer a 1a profeina equivalente en muesiras de  diversas especies de

organismos sometidos & 14 accidn de xenobibticos industores de estrés oxidative.

2} 8i la induccion de  ROS por xenobidticos incrementa los niveles de GSSG con ello
también ia presencia de la GSSG-Rd que podra conocerse en westernblotts de los tejidos
planco.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Estudiar a la enzima GSSG-Rd en condiciones de estrés oxidativo mediante  un antisuero
policlonal,

Determinar la utilidad del antisuero para la detectidn de la enzima GSSG-Rd en diferentes

especies.

OBJETIVOS PARTICULARES

Generar un antisuero contra 1a enzima GSSG-Rd en conejos para usaro en su deteccién en
westernblotis de tejidos ratados con inductores de ROS,

Conocer Yos cambios de la GSSG-Rd en tejidos de los modelos Procambarus clarks, ratones
cepa Balb/C, ratas Wistar, y hepatocitos fetales humanos de la linea WRL-68 tratados con
agentes generadores de estrés oxidativo,



GLUTATION REDUCTASA HUMANA

VI. MATERIAL Y
METODO




35

VI MATERIAL Y METODO

Generacién def antisuero

A intervalos de 2-3 semanas se inyectaron 200, 150 y 100 ug de GSSG-R4 purificada de
levadura (SIGMA) a conejos New Zeland usando adyuvante comgleto de Freund {CFA por sus
sigias en ingiés}) para {a primera inmunizacidn e incompleto (IFA por sus siglas en mglés) para
las subsecuentes. Estas dosis fueron aplicadas después de un calculo basado en las
recomendaciones de Harlow y Lane (1988). Previo a la inmunizacién se sangrason los animales
para obtener el suero control Tres semanas después de la tercera inmunizacion se sangraron
nuevamente y &l suerc fue preparado como se describe a continuacion.

Preparacion del antisuero

De acuerdo a Harfow y Lane {1988) y Ausubel y coiaboradores {2000} {a sangre se dejo
coagular 2 temperatura ambiente durante 4 horas aungue también se hizo dejando teda ia
noche a 4¢ G, Ff suero se decanto y transfidd a tubos de centrifuga de 15 mi. Pera remover
células sanguineas y offos matenales que quedaron después de la separacion se centrifugd el
suerc durante 10 minutos 3 2700 g, en una cenfrifuga HEC Cenfra MP4 a 40 C guardando el
sobrenadante. Este se  alicuotd en tubos Eppendorf en volimenss de 50C ui los cuales se
efiquetaron y aimacenaron a -20°C,

Determinacion de la afinidad por ELISA

E! antigeno se difuyé en solucién amortiguadera de fosfatos (PBS) pH 7.4 de tal manera
gle se ysan 100 pifpozo de ks solucién del antigeno. Se sensibilizaron jas placas de ELISA con
100! de 1a solucién a 37° C por una hora, Transcurrido este tiempo se hicieron lavados con 150
ul de PBS-Tween 20 0.03% en cada pozo por cuatro veces. Se uso una dilucion 1:50 del
anfisuero en solucion amorliguadora PBS-Tween §.05%, BSA 3%. Se agregaron nuevamente
100 ulfpozo de esta solucién  incubando a 372 C per una hora, Se hicieron 4 lavados

nuevamente y enseguidz se incubaron 100 pipozo del anticuerpo secundario acoplado a
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peroxidasa a una dilucion 1:2000 a 37¢ C por media hora. Se reveld con 100 pl de OPD (o-

fenilenediaming) parando Iz reaccion con 50 pl de Hz80s 25 N.
Cultive de hepatocitos fefales humanos (WRL-68)

Para 1a estudiar a fa GSSG-Rd bajo condiciones de estrés oxidativo, se emplearon
hepatocitos fetales de la linea WRL-68. Los culivos se mantuvigron en condiciones de
esteritidad con medio DMEM (SIGMA) pH 7 4 suplementado con aminoacidos no esenciales, 8%
de sueto fetal bovino y una mezcla de antibidticos que contenia estrepiomicina y penicilina
(Gibco). Las células se sembraron en cajas de cutivo  de 200 ml de capacidad bajo una
atmésferade 95% de are y 5% de CO2a 370C en una incubadora Lab-line modelo 322 (Lab-
Line Instrumenis). De acuerdo a Gutierez-Ruiz y colaboradores (1994) se hicieron recambios de
medio cada tercer dia, lavando medio restante con PBS estérl pH 7.4 y adicionando medio
reciente hasta ef momento en que se aicanzd (a confluencia.

Genecracion de pstrés oxidativo

La generacién de estrés oxidativo se realizd sometiendo a las células en medio que
contenia NaAsO; 1x10 9y -SM y monometil arsénico (MMA} v dimetil arsénico (DMA) 2
concentragion de 1x10% M. Las soluciones se prepararon jusio antes de iniciar e! tratamiento
para gvitar 2 oxidacion del arsénico. La exposicion fue durante tres horas. Pasado este tiempo
se desechd el medio con el agente inductor de estrés y se hicieron lavades usande PBS pH 7.4
dos veces manteniendo todo en frio. Después se agregé 1 mi de dicho solucion smortiguadora
¥ se raspargn las células con ayuda de un rastrillo de plastice. Las celulas se depositaron en
tubos de 15 mly se centrfugaron & 1350g por 10 minutos. E! sobrenadante se desschd y el
boton se resuspendié en lo que quedd de PBS en el tubo. Se tomé una alicuota de 20 il para
registrar la viabilidad. Se adiciond al reslo de ia muestra solucion de lisis solucién amortiguadora
de fosfatos 50 mM con Triton al 1% pH 7 y se lisd con ayuda de una jeringa. Se adicionaron
inhibidores de proleasas y se guardaron todas las muestras a-70°C.
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Se frataron ratas Wistar machos usando B y BNF, que son conocidos agentes
inducteres de estrés oxidativo. Durante los primetos tres dias se administraron a las ratas 60
mgkg deFB, al tercer dia se administraron 80 mg/kg de BNF, al cuarto dia se suministraron
30 ma‘kg de peso de FB usando acsite ds maiz come vehiculo, para que finaimente, at quinto
dia se sacrificaran las ratas y se les extrajeran los higados. De los higados se chtuvieron las
fracciones microsomales, que se almacenaron a—7QeC.

Un grupo de 16 acociles Procambarus clarkii fue expuesio a 200 ugh de dicromato de
potasic durante 12 horas. Se sacrificaron y se les exirajo el hepatopancreas que fue
homogenizado para seralmacenade a -70°C.

Para las muestras de ralones se usaron ratones machos de 1a cepa Balbit, alos cuales
se les administr oralmente arsenito de sodio 2 una dosis de 10 mgfkg de peso, durante 20
dias. Despueés del fratamiento Ios ratones fueron sacrificados y se lss extrajo el higado, rindn y
pulmones, que fueron homogenizados y almacenados 2 70 C.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Previo a la electroforesis, las muestras de homogenizados de tejidos se analizaron por
el Mélodo de Bradiord. La delerminacion se hizo basandose en la unién del colorante azul
brillante de Coomasie a las proteinas desconocidas de una musstra de 0.5-1 pl de tejde
homegenizado y comparande esta unién a cantidades diferentes de una proteina estandar,
como lo es la abumina {BSA), auna concentracion de 0.5 mg/ml. Se hicieron duplicades de
5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 ul del stock de BSA y se diluyd llevando 2 100 w con 0.15 M de NaCl
en tubos Eppendorf, colocando también 1000 de !a solucion de NaCl para usar como blanco.
Posteriormente se adiciond 1 mi de colorante de Bradford (BICRAD). Se agitd moderadamente
en un vorlex Gennie 2 {Daigger and Co., Inc.), Se incubd 2 minutos a temperatura ambiente. Se
determind la absorbancia a 595 nm en una cubeta de cuarzo de 1 ml de capacidad en un
espectrofotometro Ulirospec 2000 (Pharmacia Biolech). Los valoces de abscrbancia de la
proteina se emplearon para hacer la curva estandar en el programa de anélisis de datos
INPLOT. Los valores de absorbancia de lag muestras de proleina desconocidas se melieron a la
cuva para calcufar 3 cantidad de profeina.
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Electroforesis de proteinas

Se colocaron 70 pg de tejido homogenizado en cada cami. Como control s¢ empled a la
GSSG-Rd purificada de levadura (SIGMA) y en un solo  caso se empleo a la GSSG-Rd
purificada de intestino de bovino (SIGMA). Las muestras tratadas se analizaran a través de
electroforesis en geles de poliacrilamida y dodeci sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo ata
técnica de Laemmii {1970) modificada usanda un gel de separacion al 10%, comendo a 100
volts por una hora. Los geles se ifieron con una solucién de azul de Coomasie durante 2 horas,
Una vez franscurrido e iempo de fincion el gel se cambit a una sotucidn destefidora con 30%
de metanal, 50% de agua y 20% de &cido acético, haciendo recambios cada 4 horas hasta que
las bandas eran claramente visibles y finalmente se conservaron en  agua para ser
fotografiados.

Westernbiott

Con el chistivo de detectar la GSSG-Rd con el antisuero  policlonal generado, las
proteinas contenidas en el gel de poliacrilamida se transfiieron a membranas de nitracelulosa
Hybond ECL. (Amersham) durante 1.5 horas a 100 volts  Después de 1a transferencia los sitios
de unidn no especificos en fa membrana se bloguearon con una solucion de leche en polvo al
5% pesoivel en solucidn amortiguadera de fosfatos (PBS) pH 7.4 en agitacion constante durante
toda la noche a 4° C. Después se incubd [a membrana por dos horas a temperatura ambiente y
posteriormente fue Yavada con TBS (solucion amortiguadora de sales de Tris) tres periogos de 5
minutos cada uno ¥ luego con ofros dos periodos con TBST {solucidn amoriiguadora de sales de
tris con Tween 20} de 10 minutos, para finalmente dar un solo lavade con TBS por 10 minutos.
Posteriormente se incubd |2 memtxana con el antisuero generade diluido en PBS, leche en
polvo 1% v BSA 1% en dilucion 1:200 por dos horas @ lemperatura ambisnte en agitacion
maderada. Una vez transcurrido el tiempo se lavo con PBS por dos periodos cada uno de 5
minutos e inmediatamente se dejé incubando con e anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo
acoplado a peroxidasa [dilucidn 1:2000 en PBS, leche en polve 1% y BSA al 1%} durante dos
horas a temperatura ambiente, después de un ligero lavado con PBS, se reveld con
diaminobenziding Fasta que las bandas aparecieron. Finalmente las membranas fueron
folografiadas.
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Analisis estadistico

La afinidad registrada del antisuero policlona! fue evalitada con 1a prueba de ELISA, a
los resuftados obfenidos de este ensayo se les aplicd una prueba de f de Student para
determinar diferencias significativas entre los promedios, con una p<0.001 es decir 99.8 % de
confianza {Zar, 1984).
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VIl RESULTADOS

La comparacion de bos promedios de absorbancia se muestra en la tabla 4, v representa
ei promedio de absorbancia de 2 experimentos £ desviacion estandar, f analisis estadistico
demostrd la existencia de diferencias significativas enfre la afinidad det suero control y ef
antisuero tontra ta GSSG-Rd (= 55, P<0.001).

Un aspesto importante es que el anfisuere  generado twvo la capacidad de reconocer
no solo & la GSSG-Rd de levadura contra la que fue generado sino ademas a la enzima en
ofras especies. En la figura 7 y 8 se muestra 1a electroforesis ¥ el westernblost de microsomas
de higado de rata y de lisado de hepatocitos de la linea WRL-68 tratados con MMA v DMA a una
conceniracion de 1x10-% M. En Iz electroforesis {fig. 7) se pueden observar las bandas del
control representado por la G35G-Rd de levadura, fa cuat fue empleada en fa generacion det
antisuero, también se abserva a la misma enzima purificada de intesting de bovino adquirida
comercialmente y usada como controf positive, y de muestras de microsomas de higado de rata
traladas con FB y BNF. Es notoric un incremente en la cantidad de proteina después del
tratamiento con FB y BNF, o cual permite sospechar la induccion de GSSG-Rd. También en ia
figura 8 se pueden observar los cambios en la GSSG-Rd después de! tratamientc con MMA y
CMA respecto al control, aparentemente el MMA es un inductor de esta enzima y el DMA parece
inhibir a sintesis de esta. La reaciividad del antisuero fue en bandas de un peso molecular de
~50 kD aunque en esta figura 9 se hace evidente 1a afinidad por otra banda que esta ubicada en
fos ~55 kD,

Tabla 4. Valores promediy de absorbancia del antisuero control y el antisuero contra ia
GSSG-Rd de levadura.

Grupo n promedio Desviacién estandar

control 10 £.083 + {0068
experimental 10 0.308 +0.042
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-
G8SG-Rd

Leévadura

Figura 7. Electroforesis de muestras de microsomas de rata tratades con  p-Naftoflavona
como inductor de estrés oxidative. Las flechas indican la ubicacién de la GSSG-Rd. MPM,
marcador de peso molecuiar, CFB-BNF control Fencbarbital y f-Naftoflavona; FB-BNF,
tratamiento; GSSG-Rd: glutation reductasa de bovino y levadura controles.

CFB-BNF FB-BNF MiMA DA C MMA-DMA MPM 50 %G

Figura 8 Deteccitn de Ia giutation reductasa en microsomas de higado de rata tratados con
FB-BNF y en hepatocitos humanos WRL-68 tratadas con mong y dimetil arsérico usando el
antisuere policlonal, el peso molecular corresponde a los 50 kD

También se logrd detectar esta enzima en homogeneizados de  hepatopancreas de
Procambarus clarkii donde el antisuero presentd afinidad por las bandas de un peso peso de 50
kD (Figura 9). Cabe mencionar que Yas bandas no estan muy defindas y es muy posible que en
estas mugstras fa proteina haya estado degradada. por esa razdn no s¢ puede determinar si
exislen diferencias en la cantidad de proteina por efecto det tratamiento con dicromato de
potasio.



DM A CHPP HPPT GSSG-Rd L

MPM MMA DMA CHPP HPPT GSSG-Rd 30 kD

Figura 9 Westernblon de muestras tratadas con diversos agentes que inducen estrés
axidative. MMA y DMA manometil ¥ dimetit arsénico respectivamente en célules WRL-68 a
concentracion de 1xt0™% CHPP, control hepatopancreas: HPPT hepatopancreas de P clarkii
tratades con cromo; GSSG-Rd L, glutatién reductasa de fevadura usada como control

En Iz figura 10 se muestra el wesiernbloit de muestras de varics érganos de raton
tratados con arsenito de sodio y se puede observar |3 deteccion de Ya enzima con un peso
molecwar aproximadoe de 50 kD. Se aprecia la diferencia entre la cantidad de enzima en la
muestra de fejido control y la de tratamiento en nfign y puimén indicando una probable
induccion de la enzima por efecto del compuesle. En higade no aprecia una diferercia en ia
presencia de |a enzima. Por ofra parte también se muestra |a reactivided cruzada no deseada
con proteinas de un peso molecular aproximado de 24.7 kD y olras por debajo de este peso.
Aproximadamente en los 85 kD se encuentran otras bandas de proteinas no deseadas. El peso
molecular reportade  para la glutation reductasa de raton en la literatura es de 50 kD siende este
dato un criterio para descartar proteinas con reactividad no deseada.
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Finalmente an la figura 11 se observa [a disminucion en la presencia de GSSG-Rd en
hepatocitos de la linea WRIB8 a concentraciones de 1x10% y 1x10% M. Los resultados
obtenidos después de tres repeliciones muestran que existe una probable inhibicién de Ia
sintesis de a enzima.

MPM RC RT HC HT PC PT GSSG-Rd 50 kD

111

Ast As? CAs MPM 50 kD

Figura 10. Cuadro | y Il. Westernblott de ¢rganos de ratdn tratados con NaAsQ,a una dosis de
10 mg/Kg de peso, por 20 dias. RC y RT, nAdn control y tratado, HC y HT, higado control vy
tratado; PC y PT, puimén control y tratado respectivamente. GSSG-Rd es la glutation reductasa
usada como control

Figura 11. Cuadro 1. As ~5= WRL-68 tratadas con 1x10° de arsento de sodio {NaAsO2), As -
= WRL-68 tratadas con 1x107 de NaAsQ2; CAs= NaAsO2 control y MPM= marcador de peso
molecular,
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VIil. DISCUSION

El desarrollo de estrategias  como la que se ha descrito aqui constituyen herramientas
para realizar biomonitoreos ambientales. Landis y Yu en 1935 mencionan que los esludios de
un biomonitoreo ordenade pueden ser en varios niveles: bioacumulacion, biotransformacion,
biodegradacion, monitores  bioquimico, monitoreo fisiologico y conductual, parametros de
poblacién, parametros de comunidad y por dltime efectos en el ecosistema y por su caracter, el
presente trabajo podria ser considerado deniro def nivel de monitareo bioquimico ¥ como una
herramienta de estudio. Nuevos métodos que permitan estudiar los cambios a nivel enzimético
de un sistena son herramientas indispensables para dilucidar el efecto posible de un agente
xencbibtico. En el presente frabajo se logré desarvollar una estrategia que permite estudiar los
cambios en la glutation reductasa al fratar células, tejidos u organismos con agentes inductores
de estrés oxidativo,

Gutterer y colaboradores en 1999 desarrollaron un antisuerc contra glutation reductasa
de ceretro de bovino y de acuerde a su disefio experimental ellos consideraron analizar sus
muestras de tejide homogenizado por SDS-PAGE en condiciones no desnaturalizantes, esto fue
porque consideraron que la elevada temperatura o el uso de! B-mercaptoetanol podrian ser
capaces de generar un dafio quimico a las zonas de {a proteina que pudieran funcionar como
epitopes. En el presente trabajo se hicieron analisis de proteinas por SDS-PAGE bajo
condicionss  desnaturalizantes y no desnaturalizantes legrande #n ambas la deteccidn
esperada. Cabe mencionar que en las muestras anafizadas bajo condiciones no
desnatyralizantes las muestras tuvieron poca movilidad en el gel y las bandas no quedaron bien
definidas Yo cual dificults la visualizacion de la enzima y por tanto el peso molecular no se
estimé adecuadamente.

En la figura 8 se muestran ja GSSG-Rd deleclada en fres especies de organismos. Un
aspecto interesante en este punio es la deteccion de GSSG-Rd en microsomas de higado de
rata control y tratados con FB y BNF. Fujii ef &/, {2000}, reportaron que en  microsomas de
higado de rata fratadas con nitrosotioles, generadores de esirés oxidativo, no hay glutation

reductasa usando 40 pg de esta fraccion. En este trabajo se encontré glutation reductasa en
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70ug de microsomas de higade de rata tratados con FB y BNF. Estos compuestos  son
generadores de estrés oxidativo e induciores de enzimas de fase | y Il y como se esperaba al
estar sometido el tejido a agentes estresantes como éstos, 10s niveles en su sisiema de defensa
anlioxidante, particularmente la glutatién reductasa del sisterna GSH, se incrementd Yo cual se
observa en la electroforesis y en el westernblott respecio al control {Figs. 7 y 8).

Mullineaux y Cressen (1987) mencionan que en muchos casos la reactividad cruzada
de anticuerpos policlorales contra GSEG-Rd de diferentes especies en plantas no s2 da y ello
dernuestra que realmente existen diferencias notables en la enzima inferespecies Sin embargo
en el presente estudio, el antisuero policlonal generado usando glutatidn reductasa  de levadura
fue capaz de teconocer no stlo a 1a enzima purficada de esie hongo, sino también a la de
tejidos provenientes de raton, rata, humano, y acocll confimandoe que la enzima esta
altamente conservada en estos arganismos. Hay que mencionar aderés que la enzima puede
presentar cambios despues de ser purificada y que en plantas existen varias isoformas cuyas
diferencias sean muy rotorias.

La figura 9 muestra el westernblofr de muestras de homogenizado de hepatopancreas
de acocil tratado con una dosis de 200 wi dicramato de potasio. El peso molecular aproximado
de ta enzima proveniente de levadura esta entre los =50-60 kD en forma de dimero y de las
muestras analizadas de P. clarkii se encontrd inenunorreactividad con proteinas de un peso
aproximado de 50 kD, siendo este Gltimo un dalo que no habia sido registrado con anterioridad.
Na se logro observar una diferencia por efecto del tratamiento con dicromato de potasic entre el
controf v el fratamiento, ademas las bandas son muy tenues y esto indica que las proteinas de
esas muestras estaban degradadas pues habian sido aimacenadas durante alguncs mese. A
este aspecto se debe considerar la posibilidad de un cambio en actividad enzimatica y ¢ estado
fisico de la GSSG-Rd 2l haber sido almacenadas las muestras durante un pericdo kargo de
tiempo. Jozwik v colaboradores en 1997 demostraran que la GSSG-Rd de sangre almacenada
pierde significativamente su actividad a partir del dia doce de almacenamiento y esta disminucion
puede estar relacionada con la degradacidn de [as enzimas durante este proceso. Como se ha
mencionado en el ¢aso de las muestras de P clarki hubo una deleccidn muy baja de la
enzima ¥ es muy posible que después de varios meses de almacenamienlo las enzimas se
hayan degradado y por lanto |2 cantidad de proteina deteclada fue menor.
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Seria muy interesante repatic estos expermentos pues el acocil P. clarkit es un modelo que
puede ser empleado como ofganismo centingla y de existir un cambio en la GSSG-Rd se podria
monfterear zonas dande se saspecha Iz existencia de contaminantes derivados del cromo.
Estudios posteriores se deberdn redlizar con muestras recientes.

Ye y colaboradores (1897} desarrollaron un mélade para detectar GSSG-Rd basado en
el SDS-PAGE y usando para tefir DTNB [5, 5'-ditiobis(2-acido nitrobenzawco] y DCIP
{diclorofenclindofenol} y NBT {nitrozaul de tefrazolio). E} DTNB tiene ta capacidad de inhibir fa
respuesta enzimatica de proieinas dependientes de NADPH a excepcidn de ta GSSGRd,
fogrando una buena defeccidn y cusntificacion de i2 enzima, sin embargo efios no dejan de
considerar que, debido 2 su alta grado de homalogia, ta TR pudo haber sido detectada también,
A pesar de ello consideran que su método de estudio es mucho mas especifico que ofros
existentes hasta esa fecha. Uno de lo inconvenientss que puede existir en este método es da
reaccidn cruzada no deseada con ofras proteinas diferentes de la glutalién reductasa. Se piensa
que bajo condiciones desnaturalizantes quiza algunas zonas de ofas proteinas  quedan
expuestas y estas tengan un gran parecido con las zonas que funcionan cdmo epitopes en la
GSSG-Rd. Antecedentes bibliograficos demuestran que la tioredoxin reductasa y la glutation
reduciasa son enzimas altamente conservadas en baclerias, hongos y mamiferos, y 58 ha
reportado un 33% de similitlud  entre |2 TR de Drosophila melanogaster y la GSSG-Rd de
humano {Kanzok, et al., 2001}, Interesanle es que 'a TR también fiene la capacided de reducir al
GSSG  bajo algunas condiciones, ademas de tener una alta afinidad por el NADPH como
cofactor, asi que la idea de que exista reaccion cruzada en fas muestras anafizadas durante
este trabajo no puede ser descartada, y una cusstion importante que queda es si dentro de esas
zonas altamente conservadas se encueniran los aminoacidos que funcionan come  epilopes.
Hace unos afios Ondarza y colaboraderes [1983) repartaron un indice de simifitud del 40% entre
ia lipoamida deshidrogenasa de corazon de cerdo v 1a glutation reductasa de humano ademas de
mencionar que (ambién sus regiongs funcionaies son  homdlogas con TR, la aminoatido
oxidasa, la p-hidrexibenzoals hidroxilasa y la familia de [a laciate deshidrogenasa. Este dato
sentd la base para plantear fa homologia de estas enzimas. Existe fuerte evidencia de que la
GSSG-Rd y a lipvamida deshidrogenasason muy  parecidas y se habla de que la reductasa
de giutation probablemente divergid dela lippamida  deshidrogenasa durante el periodo de



47

generacién de oxigeno en la Tierra {Ondarza, ef af, 1983}, Con base en la interpretacion de!
estudio antericr. el porcentaje de similitud reportado entre estas enzimas puede explicar as
reacciones cruzadas no deseadas gque son un punto desfavorabie del antisuero, estas se
pueden observar en ias figuras 9y 10, por esa razon se recomienda come un criterio, saber et
pesc molecular aproximado de fa GSSG-R¢ al estudiar un modelo  gonocido y de no ser asi,
eronces & purificacion de los anticuerpos podria ser una mejora técnica ¥ se
complementaria muy bien con la actividad enzimética determinada & través de los métodos
bioquimicos clasicos generando asi méas informacién.

Los resultades del tratamiento con arsénico en sus formas metiladas y de arsenito de
sadio demuesiran que este melaloide puede tener efectos muy diversos dependiendo de la dosis
¥ el iempo de exposicidn pues como por ejemplo en el caso de los ratones sometidos a
tratamiento subcrnico se aprecian algunas diferencias en iz presencia de GS5G-Rd en fejfidos
coma rifon y pulmdn pero no as{ en higado. Hay que destacar que ef higado es considerado uno
de los principales drganos donde se concenira el GSH y por ende la GSSG-Rd { Kaplowitz, ef.
af,, 1989), efio explicaria que no se requiriera 1a presencia de mas enzima para amortiguar el
efecto oxidativo del xencbidlico (Fig. 10). Este llama la atencidn pues ios efeclos del arsénico
son muy diversos sobre los modelos Con una exposicion de 3 horas al arsenito de sodio 1x109
y¢ M v al dimetil arsénico concentracion 1x10° M la GSSG-Rd del ios hepatocitos WRL-68
disminuy su presencia (Fig. 10 y $1). Es muy probable que fa sintesis de esta enzima haya sido
detenida, y seria muy inleresanie tratar de establecer e} mecanismo por el cual se Heva a cabo
tal inhibicitn. Lo anterior demuesira fambién la dficultad que existe en la investigacion al tratar
de dedestribir fos mecanismos por 10s gue una sustancia genera un daflo celular. En los dltimos
afios se ha descrito fa inhibicion de esta enzima en modelos in vitro por compuestos derivados
dei arsénico { Styblo y Thomas, 1995; Stybio, et af, 1997} pero el mecanismo no queda claro.
Menos clarc es el mecanismo de carcinogenicidad por arsénico, y siendo que en el mundo
existen millones de persopas expuestas cranicamente a este xenobidtico a través de la ingesta
de agua contaminada, resulta un problema de sald publica muy importante. Por esa razon
muchos investigadores han enfocado sus esfuerzos en la comprension de este problema y uno
del mecanismos propuestos para la carcinogénesis por arsénico es la via del estrés oxidativo
{Goering, et ai., 1999}, donde et sistema dg proteccion glutation y sus enzimas asociadas juegan
un papel prioritario. Por esta razén se deben buscar estrategias metodolégicas diversas para
atacar ef problema y este trabajp puede ser una hetramienta para ese propdsito.
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Mgchos estudios sobre el giutation y 1as moléculas refacionadas a €l emplean tecnicas
bioquimicas basadas en la reduccion del compuesto y lecturas en el espectiofotdmetra
reflejando la actividad enzimatica. Al usar material bioldgico como sistema indicador de rutina la
reproducibiiidad es un factor importante, con base a ios resufiados obtenidos, el antisuero
policlonal generade demostro gue no solo existe una buena reproducibilidad y deteccion de la
enzima siro que ademas este mismo antisuero puede ser empleado en el estudio de tejidos @
células de diferentes especies por ello ! uso de antistere policlonat para la deteccion de la
GSSG-Rd es una estrategia muy Gfil que evidencia la cantidad de proteina que existe en un
drgano bajo condiciones de estrés oxidativa.

Finalmente a pesar de que existen muchos avances en el desarrollo de técnicas para el
estudio de ia GSSG-Rd, existen varias razones de porque es mas deseable el empleo de
anticuerpos para su deteccion. Una de ellos es que su produccién requiere poco tempo, el
equipe que se requiere es relativamente sinple y muy disponible y puede ser empleado no solo
en wesfemblofts, como fue la via que se explord en este trabajo, sino ademas puede ser usado

para realizar inmunoprecipitacion, ELISA o inmunchistoquimica.
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iX. CONCLUSIONES

Segenerd un antisuero contra la enzima reductasa y se logrd la deteccion de la misma
en condiciones de esirés axidativo.

El anfisuero generado tiene la capacidad de reconocer 4 12 enzima glutatidn reductasa
de diversas especies.

Ei método descnito aqui constituye una herramienta de estudio para (a enzima glutation
reductasa Util y su uso puede extenderse para evaluaria cuando se encuentra sometida a la
accion de varios xenobidticos.

La enzima glutatién reductasa es inducida por xenobiéticos como el fenobarbital, 1a -
naftoflavona y el monomelil arsénico, este dltimo a una concentracién de 1x7105 M en fratamiento
de 3 horas. La enzima disminuye su presencia con el tratamienio de dimetil arsénico 1x10°5 M, y
el NaAsQ: concentracion 1x109 v 1x109  expuestas por tres horas debide posiblemente a 1a
inhibicién de su sintesis.

Se encontrd reactividad en proteinas con un peso molecular de 50 kD en Tos tejidos
estudiades de P. clarkil, sin embargo no se pude apreciar una diferencia en a presencia de la

enzima por efecto del tratamiento.

La generacion de ROS y ofros radicales libres por xenobidticos llevan a una induccidn
de! sistema GSH con 1a respectiva sintesis de GSSG-Rd.
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X. PERSPECTIVAS

Serla muy interesante profundizar en los siguientes aspecios:

Corroborar la induccion de fa enzima GSSG-Rd en microsomas de ratas  debido a
tratamiento con FB y BNF empleando los anticuerpos policlonales conira dicha enzima pero

aunado a la medicion de su actividad mediante las técnicas bioquimicas ya estandarizadas.

Otro tema interesante serig determinar las diferencias en la induccidn de dicha enzima
en las celulas WRL-68 debidas al iratamiento con mono y dimefil arsénico asi come con el
arserito de sodio con nuevas dosis de iratamiento, en primer lugar por la importancia que tienen
en el aspecte de salud humana y por &l olro por que se sabe que estos compuestos son capaces
de generar una gran canfidad de respuestas en los mecanismos de defensa, en ocasiones
inhthiendo la actividad de esta enzima, yesto abre fa posibilidad de que fas células  sintelicen
més proteina como un mecanismo de compensacion lo que se podria caracterizar con ayuda de

un métedo como este ademas de Tos bioguimicos clisicos.

Una aplicacion importante del antisuero policlonal es en el estudio de la enzima en
tejidos con lesiones asociadas a céncer. Se ha viste que los sistemas antioxidantes son
madificados al presentarse este padecimiento {Navarro el al. 1999; Abou Ghafia y Fouad, 2000,
por lo que setia de gran interés conocer s las células sintetizan mas glutation y por ende esla
enzima
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GLUTATION REDUCTASA HUMANA

XIl. APENDICE




<]

Xil. APENDICE

Algunas de las soluciones mas empleadas durante este astudio.

Solucidn de azul de Coomasie
200m! de acido acético (20 % final}, 1800 mi de HaC y 0.5 g de azul de Coomasie (0.025 % final).

Mezclar durante una hora y almacenar a temperatura ambiente.

Solucién amortiguadora de sales de Fosfato (PBS)
Sotucidn stock 10x2, 1L, 80 g de NaCl, 2 g KCI, 11.5 g de NapHPQOsH20 y 2 g de KH:POq, se
mezcla y se ajustael pHa 7.4 con HCl concentrado o KCI 2.7 mM.

HCL1M
Mezclar en ¢! siquiente orden 913.8 ml de H20 y 86.2 m! de HCI,

KClL 1M
Mezclar 74.6 g KCly aforar a2 1 L con agua.

Solucion amottiguadora de sales de Tris (TBS)
Mezclar 100 mM Tris-Ct, pH 7.5, 0.9 % (150 mM} NaCl y almacenar hasta por seis meses a 4° C.

TBST (TBS-Tween 20)

0.1 % de Tween 20 en ¢! TBS y se puede almacenar hasta por seis meses a4° C.

OPD (solucion de revelado en ELISA)
4 mg de OPD, 5 ml de agua y 5 ml de buffer de citratos con 4 1 de Hz0z.

Solucion de parado (revelado en ELISA)
H2804 25 N, con 3 4 ml de acido sulfirico concentrado y levar a 50 ml.

I .
* Significa quu ¢stA diez veees concentrada la solucién,



1)

Solucion amortiguadora de cifratos (ELISA)
243 mi de acidae citrico 0.1 M, 2.7 mi de fosfato de sedio dibasico (0.2 M) v se ajusia a pH 5.

BRADFORD

Para 100 ml se toman 20 m! de Bradford concentrado v se diluyen con 80 ml de H;0, se
mantiene 2 4° ¢ protegido de la luz.

Nalig.15 M
Pesar §.878 y llevar a 100 mt
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