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RESUMEN

El Acetaminofén es utilizado como un farmaco seguro por sus propiedades analgésicas
y antipiréticas. En el metabolismo de APAP se forman conjugados glucurdnicos y
sulfatos como via de eliminacién del farmaco. Si es ingerido en dosis mayores a las
terapéuticas genera N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI), metabolito toxico que se
conjuga con glutation y forma conjugados de GSH-APAP, lo cual disminuye los niveles
de glutation, que permiten las uniones covalentes con proteinas, hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad. EI GSH es el tiol mas abundantes dentro de la célula que ayuda a
mantener un estado redox, participa en la detoxificacion de xenobidticos, entre otras
funciones que puede llevar a acabo. EI GSH es un tripéptido sintetizado de novo en
higado, y es distribuido a los demés organos a traves del plasma sanguineo, donde el
rifidn lo toma de la vena renal mientras que en cerebro es mantenido por reciclamiento
y por la entrada de aminoacidos precursores como el glutamato y cisteina que atraviesan
la barrera hematoencefalica. Dentro del sistema glutation participa la enzima
glutaredoxina (Grx), la cual puede ceder tioles gracias a su centro activo que contiene
dos grupos cisteina que se encuentra muy conservado al igual que la enzima
tiorredoxina (Trx) que los contiene también. La importancia de estas dos enzimas es que
pueden reducir proteinas oxidadas. Por lo anterior se utilizo APAP a una dosis tdxica
en ratones machos Balb/c, se extirparon higado rifion y cerebro, a los cuales se les
midieron los niveles de GSH, proteinas oxidadas y expresion de Grx y Trx. En este
estudio se observo que hay una respuesta diferente ante el tratamiento con APAP,
disminuyd los niveles de glutation en higado y rifion, mientras que en cerebro se
mantuvo igual durante el tratamiento. No se detectaron proteinas oxidadas por deteccion

de carbonilos y se observo la expresion de Grx y Trx producida por el tratamiento.



INTRODUCCION

1. Acetaminofén

1.1 Generalidades

El acetaminofén (N-acetil-p-aminofenol, APAP) es un farmaco ampliamente utilizado
como antipirético y analgésico, ambos efectos parecen tener relacion con la inhibicién
de la sintesis de prostaglandinas, sin propiedades antiinflamatorias utiles y, a diferencia
del &cido acetilsalicilico, no produce efecto lesivo sobre la barrera de la mucosa
gastrointestinal. Administrado en dosis terapéuticas (10-15 mg/kg) es bien tolerado y
tiene una biodisponibilidad del 100% la union a proteinas plasmaticas es baja (25%) y
su vida media de eliminacién es menor de tres horas (Montoya 2006; Rodriguez et al.,

2006)

1.2 Toxicidad

Se ha encontrado que la concentracion plasmatica de paracetamol mayor a 300 mg/L, 4
horas después de la ingesta, estd asociado con un dafio severo, mientras que a niveles de
120 mg/L de paracetamol no causa dafio hepatico (Kozer et al., 2001). Algunas de las
consecuencias manifestadas después de la sobredosis incluyen un aumento en los
niveles de transaminasa, un leve incremento en bilirrubina en suero, necrosis hepatica
centrolubular, y dafio renal (Kozer et al., 2001).

Como resultado del metabolismo del paracetamol se produce acido glucurénico y
conjugados de sulfato, productos inactivos que los cuales representan un 80% de la
eliminacién del paracetamol (Park et al., 2005). ElI resto del paracetamol que no es
eliminado por las vias anteriores, se elimina a través del sistema de citocromos P-450 en
el higado, produciendo N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI), metabolito téxico (via

importante que en caso de sobredosis es capaz de producir necrosis tisular -hepatica,



tubulorenal-) que reacciona con GSH, para formar conjugados paracetamol-GSH. La
importancia del GSH en la proteccion contra NAPQI mediada por su hepatotoxicidad
radica en: 1) el GSH puede actuar como nucleofilo como en el caso de la NAPQI para
dar 3-(glutation-S-il) acetaminofén; 2) el GSH es un nucledfilo reductor en el cual dos
moléculas de GSH pueden reducir NAPQI para dar APAP y GSSG. (ROSEN et al,
1984). Finalmente este compuesto es convertido en conjugados de cisteina y conjugados

de N-acetil, los cuales son excretados por la orina (Graham et al., 2005).
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Figura 1. Representacion de los metabolitos formados en el metabolismo del APAP. Tomado de Graham
(1995).

En estudios in vitro con enzimas microsomales de higado se vio que existe la union

covalente de las proteinas con el APAP y que es dependiente de la conversion del



metabolito activo del APAP producido por la accion de citocromos P-450 (Potter et al.,
1973). En estudios con humanos a los cuales se les dio un pretratamiento con disulfiram
(utilizado en el tratamiento para dejar de tomar alcohol, ya que inhibe la produccion del
acetaldehido e inhibe CYP2E1) y rifampicina(antibiotico utilizado para tratar la
tuberculosis el cual induce CYP3A4) y posteriormente un tratamiento con APAP, se
observé que CYP2E1 contribuye marcadamente con el metabolismo del acetaminofén,
mientras que la contribucién en la formacion de NAPQI por el CYP3A4 es pequefia

(Manyike et al., 2000).

1.3 Importancia

De acuerdo a Montoya (2006), en la ciudad de México se ha observado que més del
70% de las intoxicaciones pediatricas son causadas por accidentes con medicamentos.
El primer lugar lo ocupan los analgésicos como el acetaminofén. (Montoya, 2006).

Se ha observado tanto in vivo como in vitro la formacion de uniones covalentes del
metabolito reactivo del APAP con proteinas en células de higado de raton (Jollow et al.,
1973; Potter et al., 1973). También se ha visto que en rifion de ratén el metabolito
reactivo contribuye a uniones covalentes que generan nefrotoxicidad (Honsglo et al.,

1994)



Se ha visto que es capaz de penetrar barrera hematoencefalica, en algunos estudios
realizados por Lambrecht y colaboradores, en el cual administran acetaminofén con I***
observan que la cantidad de este APAP marcado radiactivamente se encuentra en mayor
proporcién en corteza frontal y en region media del cerebro a los 15 minutos, la cual
también reporta Courade et al.,1999, donde se encuentra [*H-APAP] a los 15 minutos

en corteza e hipocampo y a los 45 minutos en célula estriadas e hipotalamo.

La mayoria de estudios relacionados con la toxicidad generada por APAP estan
enfocados en el dafio a higado que produce, algunos se enfocan al dafio en rifion, mas no
hay alguno que compare la respuesta de ambos dados por el mismo tratamiento, o lo

comparen con cerebro generados por los efectos de NAPQI.

2, Sistema del Glutation

Uno de los principales antioxidantes es el tiol glutation (GSH), que se encuentra
presente en todas las células. Es un tripéptido que esta compuesto por tres aminoacidos:
glutamato, cisteina y glicina. El glutamato y la cisteina estan unidos por un enlace y-
peptidico, lo cual hace que el GSH no sea hidrolizado por la accién de la mayoria de las
peptidasas (Anderson, 1998). Es uno de los tioles mas abundantes en la célula, ya que se
encuentra a concentraciones que van de 0.2-10 mM (Anderson, 1998), esta relacionado
en el mantenimiento del acido ascérbico, mantenimiento de la vitamina E y los
carotenos (Meister, 1994). También es importante en la sintesis y reparacién del DNA
ya que esta involucrado en la conversion de ribonucleétidos a desoxirribonucleotidos y
en el plegamiento de las proteinas sintetizadas (Anderson, 1998). Otra de sus funciones
es la desintoxicacion de xenobidticos, ya que puede reaccionar con compuestos toXicos

reactivos para formar conjugados de GSH y proteger de los dafios que pueden causar a



las especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrogeno NOS.

(Meister, 1994).

La sintesis de GSH es catalizada y mediada por dos procesos enzimaticos, el primero
participa la enzima y-glutamilcistein sintetasa (y-GCS), la cual une a la cisteina y la

glicina mediante una reaccién dependiente de ATP:

L-Glu + L- Cys + ATP 7—} LyGluL-Cys + ADP +Pi (1)

y-glutarmilcisteln sintetasa

El segundo por GSH sintasa (GS) que afiade glicina a y-glutamilcisteina para formar

GSH, y es dependiente de ATP:

L-y-Glu-Cys + Gly + ATP 7—} GSH +ADP + Pi (2)

G5SH sintasa

El GSH puede tener una funcién como nucleéfilo, cediendo electrones a especies que
carecen de ellos o como agente reductor dentro de la célula. Cuando el GSH es oxidado
(GSSG), vuelve a su estado reducido gracias a la enzima glutation reductasa (GSSG-

Rd) que emplea NADPH como cofactor (Hayes, 1999).

La glutation peroxidasa (GPX) remueve H,0, reduciéndolo a agua y oxidando al GSH
H,O0, + 2GSH - GSSG + 2 H,0

cataliza la reduccion de hidroperdxidos de acidos grasos, colesterol 7B-hidroperoxido

reduciéndolo a alcoholes (Halliwell y Gutteridge, 1999).



La glutation S-transferasa (GST) también esta involucrada en el metabolismo de
herbicidas, pesticidas y xenobidticos, incluidos cloroformo, nitratos organicos,
bromobenzeno, aflatoxinas, DDT, naftaleno y acetaminofén. Muchos xenobidticos son

metabolizados por conjugacion con GSH catalizado por GST:

R X + GSH ——' RSG + H

Esta encargada de la proteccion contra carbonilos reactivos, epoxidos e hidroperdxidos

(Halliwell, 1999)

Cuando se presenta un aumento en los niveles de GSSG se ha visto en ratones que
MRP1 ademéas de transportar conjugados de GSH, puede transportar GSH y GSSG
ayudando a mantener el estado redox previniendo la reaccion de GSSG con los tioles
celulares a través de su salida de la célula (Leslie et al., 2001). Una consecuencia del
transporte del GSH es que puede proteger la membrana celular contra dafio oxidante
ademas de reducir a los compuestos que estén proximos a la membrana celular o

facilitar el transporte de ciertos compuestos como los disulfuros (Meister, 1989).
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Figura 2. Transporte de GSH, GSSG y conjugados con GSH fuera de la célula a través de las MRP1. Tomado
de Leslie et al., (2001).

2.1 Distribucion de GSH en higado, rifién y cerebro

El higado es el 6rgano encargado de la sintesis de novo de GSH aportando del 90% de GSH
circulante (Leeuwenburg et al., 1995). EI GSH que se encuentra en el higado normalmente pasa
al plasma sanguineo de donde es distribuido a los tejidos periféricos (Meister et al., 1983). El
GSH en plasma es degradado a aminoéacidos por accion de la y-glutamiltranspeptidasa (GGT),
los cuales pueden ser reincorporados a las células y usados para la sintesis de GSH (Meister et
al., 1983). En el rifién aproximadamente del 80-90% de GSH en plasma es catabolizado por la
actividad de GGT, mientras que en otros 6rganos (como el masculo esquelético y el corazon)

este proceso ocurre en menor proporcién, (Leeuwenburg et al., 1995).

El GHS en el higado es transportado a traves de la bilis y de la vena hepatica hacia el plasma
sanguineo (Meister et al., 1983). Aproximadamente un 20% de GSH encontrado en rifion

proviene de la vena renal, lo cual indica que hay otro mecanismo por el cual lo obtiene (Meister



et al., 1983), del lado de cepillo de la membrana celular del tibulo proximal se da la mayor

actividad de GGT (Meister et al., 1983).

En cerebro el mantenimiento de GSH estd dado basicamente por reciclamiento del mismo,
algunos precursores de su sintesis pueden pasar a traves de la barrera hematoencefalica, como el
glutamato y la cisteina. Se ha encontrado una actividad alta de la y-GCS y la GS en el plexo
coroideo. La concentracion de GSH es mayor en astrocitos que en neuronas (Dringen, 2000).
Aunque no es claro si GSH es transportado de forma integra o por rompimiento de GSH, se han
encontrado transportadores dependientes de sodio que contribuyen al transporte de GSH de

sangre al cerebro (Dringen, 2000).

3. Metabolismo de xenobidticos

. El metabolismo consiste en la serie de cambios bioquimicos que sufre la sustancia en
un organismo por accion enzimatica, para producir energia, la sintesis de biomoléculas

y/o finalmente productos de desecho que van a ser excretados.

El metabolismo en toxicologia es muy importante, ya que una sustancia toxica es
transformada por algunos procesos metabdlicos en otros compuestos que usualmente
son menos toxicos y mas faciles de ser eliminados por el organismo. Este fendmeno se
conoce como biotransformacion y es el proceso mediante el cual los compuestos
quimicos sufren modificaciones enzimaticas convirtiéndolos en compuestos mas

hidrosolubles facilitando su excrecion. (Manahan, 1992).



3.1 Reacciones de fase | y fase 11

Los procesos por los cuales los compuestos xenobioticos sufren cambios en nuestro
organismo se clasifican en reacciones de fase | y fase Il. Las reacciones de fase | son
aquéllas en las cuales se introducen grupos funcionales polares a moléculas lipofilicas
toxicas. Con el grupo funcional afiadido, el producto de la reaccion de fase | es
usualmente mas soluble en agua que la especie del xenobidtico y es “quimicamente
manejable” y puede ser eliminado por el cuerpo (Manahan, 1992).

En las reacciones de fase Il los intermediarios reactivos generados en la fase | son
conjugados por lo que se aumenta la solubilidad en agua (Manahan, 1992) . A
continuacién en la tabla 1 se muestran las diferencias entre las reacciones de fase | y

fase Il.

Tabla 1. Comparacion entre reacciones en Fase | y 11

Enzima Fase | Fase Il
Hidrolisis
Tipo de reacciones Reduccién Conjugaciones
Oxidacién
Polaridad de la sustancia Baja Alta
Modificacién de un grupo funcional Adiciéon de un compuesto polar al
Mecanismo general grupo funcional

Puede resultar en la bioactivacion del
Consecuencias compuesto Facilita la excrecién

4. Estrés oxidante

Durante la respiracion, los organismos aerébicos requieren oxigeno para producir
energia. Sin embargo durante este proceso se producen intermediarios del oxigeno que
pueden alterar la homeostasis celular generando estrés oxidante (Halliwell, 1994).
Segun Sies (1997), el estrés oxidante se define como una alteracion en el balance entre

moléculas antioxidantes a favor de las oxidantes lo cual lleva hacia un estado de
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oxidacion asociado al dafo celular

El estrés oxidante estd implicado en la oxidacion de diferentes moléculas dentro de la
célula, en las que se incluyen el DNA, los azUcares, los acidos grasos y las proteinas. La
oxidacion de estas moléculas tiene dos consecuencias: 1) que los sistemas antioxidantes
entren en funcidn para reparar las moléculas dafiadas, siendo éste un efecto reversible; y
2) que los dafios ocasionados no puedan ser reparados y que las moléculas oxidadas
pierdan su funcién celular, siendo esto un efecto irreversible y que en la mayoria de los

casos lleva a la muerte celular (Dalle-Donne et al., 2003).

Entre los factores que pueden causar estrés oxidante se encuentran factores ambientales
como la radiacién ionizante, la luz ultravioleta, los agentes quimicos, la exposicion a
metales pesados, la biotransformacion de medicamentos, la respiracion y el proceso
inflamatorio, donde se pueden generar intermediarios altamente reactivos del oxigeno o

del nitrégeno.

4.1 Especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

El estrés oxidante genera moléculas intermediarias del oxigeno altamente reactivas. A
estas moléculas se les ha denominado ROS y dentro de éstas se incluyen los radicales
libres. Un radical libre es cualquier &omo o molécula que contiene uno o mas
electrones desapareados, lo que hace una entidad altamente reactiva. Un ejemplo de lo
anterior es el radical hidroxilo (HO®), que cuenta con un electrén y un protén (que
estan desapareados), la reaccién en cadena comenzaria con quitar un H® a otra molécula

(Halliwell, 1994). La importancia que representan estas moléculas es el dafio que
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pueden causar a nivel celular. Durante el estrés oxidante, los radicales libres reaccionan
con moléculas cercanas como proteinas o azucares, quitandoles electrones para quedar

estables pero generando a su vez otro radical libre y asi sucesivamente.

Durante la respiracion, se generan los radicales superéxido-O,*~ y HO®. El radical
HO® es uno de los mas reactivos, pero su vida media es corta, sin embargo tiene el
potencial de iniciar la peroxidacion de lipidos de las membranas celulares (Reed, 1990).
Existen ROS que no tienen electrones desapareados como el peroxido de hidrogeno
(H205), el ozono (O3) y el oxigeno en singulete (*O,) ain asi tienen la capacidad de
interactuar con macromoléculas celulares y generar dafios o pueden producir ROS mas
reactivos (Hansberg, 2002). Como ya se menciond, las especies que tienen electrones
desapareados son muy reactivas y por lo general causan dafio en DNA, proteinas y
lipidos de las membranas celulares. Por otra parte, la reactividad de estas moléculas
varia, por ejemplo, el H,O, y el O,*~ son compuestos que reaccionan poco, sin
embargo su toxicidad est asociada a la generacion de otras ROS como el 'O,y el HO®.
Esto se conoce como reaccion de Fenton y es la interaccion de las ROS con un metal de

transicion como el Fe?* o el Cu** (Hansberg, 2002).
Fe®* + H,0, & Fe® + HO® + OH"

Figura 3. Reaccion de Fenton. Los metales como el Fe son capaces de reaccionar con el H,0, resultando en un

cambio en el estado de oxidacion del Fe y la generacion de radicales libres.
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Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno y dafios que generan. (Tomado de Hansberg, 2002).

Radical libre Procedencia Dafio
O Cadena respiratoria Se une a quinonas, fenoles y proteinas con
Oxigeno atémico hierro libre
O; Se genera en la superficie terrestre por efecto de laluzen  Reacciona con proteina, lipidos, causa
Ozono NO* que produce la combustion organica de los inflamacion y muerte de los bronquios y
automotores alvéolos pulmonares
o, Formado cuando uno de los 2 electrones libres capta Reacciona con membrana plasmatica, lipidos,

Oxigeno en singulete

0,*~ Superoxido
HO*
Radical hidroxilo

H,O, Perdxido de
hidrégeno

energia, cambia de giro y se aparea con otro electron
libre

Dismutacion  espontanea  del
descomposicion del H,0,

oxigeno de la

Proceso de radidlisis

Producido por oxidasas

Es muy reactivo, producido fuera de la célula
reacciona fuertemente con membranas
plasméticas, dentro de la célula reacciona con
DNA y proteinas

Dafio a pulmones, fluido sinovial, mucosas

Peroxidacion de lipidos

Forma aductos con algunos carbohidratos,
aminoacidos y bases nitrogenadas. es muy
lipofilico, lo que le permite atravesar
membranas plasmaticas

El oxido nitrico (*NO) esta involucrado en varias funciones fisiolégicas como la

transmision neuronal, la regulacién de relajacion vascular y el proceso inflamatorio. La

generacion de *NO esta catalizada por tres isoformas de la 6xido nitrico sintasa, la 6xido

nitrico sintasa neuronal (NNOS), 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), y la 6xido

nitrico sintasa inducible (iNOS). Las especies reactivas del nitrégeno (NOS), también

estan implicadas en dafios a nivel celular causando apoptosis. Bajo circunstancias

patolégicas O,°~ puede reaccionar directamente con *NO para generar peroxinitrito

(ONOOQO"). EI ONOO' puede dafiar proteinas y formar otros productos téxicos como el

dioxido de nitrégeno (NO®,), el i6n nitronio (NO,") y el radical hidroxilo (Flint, 2002).

02"~ + *NO = ONOO™ (peroxinitrito)

Figura 4.Formacion del radical peroxinitrito, involucrado en la formacién de otras NOS.
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5. Oxidacion de proteinas, lipidos y DNA

Esta bien establecido que la exposicion de proteinas con ROS produce modificacion en
las cadenas de amino&cidos, la conversion de proteinas de alto peso molecular (uniones
cruzadas) y fragmentacion de la cadena polipeptidica. (Stadman et al., 1997).

Las reacciones son iniciadas por OH® principalmente. En el transcurso del proceso de
la oxidacion esta determinada por la disponibilidad de de O, y O,*~ o esta Gltima en
forma protonada. EI OH® necesario para esta reaccion puede ser obtenido por radiélisis
del agua o la division catalizada por metales del H,O,. (Berlett et al., 1997).

La oxidacion catalizada por metales en los residuos de las cadenas de lisina, arginina,
prolina y treonina pueden producir derivados carbonilos (Stadman et al., 1997). Los
carbonilos pueden ser introducidos en las proteinas por reacciones con aldehidos (4-
hidroxi-2-nonenal, malondialdehido) producidos durante la peroxidacion lipidica o con
derivados carbonilos reactivos (cetoaminas, cetoaldehidos) generados como
consecuencia de la reaccion o reduccion de azlcares o sus productos de oxidacion con
residuos de lisina de proteinas (reacciones de glicacién y glicoxidacion) (Berlett et al.,

1997).

Los carbonilos en las proteinas son marcadores generados por procesos oxidantes. Se
ha visto que hay un incremento de éstos como consecuencia del envejecimiento y
enfermedades como la de Alzheimer, de Parkinson, la diabetes, la artritits reumatoide,
y la distrofia muscular, entre otras (Stadman et al., 2000). En humanos se ha visto el
aumento de carbonilos y de proteinas oxidadas asociados al envejecimiento en el
cerebro, el musculo esquelético, y el desarrollo de cataratas, principalmente. También

han sido descritos en enfermedades como la de Alzheimer, donde se ha visto un
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incremento en los carbonilos en el hipocampo y en el 16bulo parietal inferior consistente
con la region histopatolégica de la enfermedad (Flint, 2002).

Las membranas celulares contienen fosofolipidos, que tienen &cidos grasos
poliinsaturados que son propensos a oxidacion por los metilenos entre dos dobles
ligaduras pueden perder un hidrégeno por acciéon de HO®y O,*~, una vez generado el
radical carbono en un &cido graso reacciona con el oxigeno para formar un radical
peroxilo y asi propagar la reaccion (Hansberg, 2002). La peroxidacion lipidica es una
consecuencia bioldgica importante de dafio celular oxidante, la destruccion de acidos
grasos insaturados estan asociados con la alteracion en membrana e inactivacion
enzimatica. La descomposicion de &cidos grasos poli-insaturados peroxidados también
genera compuestos carbonilos reactivos tales como malondialdehido (MDA) e

hidroxialquenos (Reed, 1990).

Durante la tension oxidativa el DNA puede sufrir alteraciones generada por ROS. El
H,0, se puede unir a metales de transicién como el Fe y generar HO® que puede atacar
las bases nitrogenadas y producir rupturas en DNA. El *O, causa aductos en guanina
provocando 8-hidroxiguanina. Los cambios en bases nitrogenadas pueden formar
mutaciones, la 8-hidroxiguanina puede hacer puentes de hidrogeno con una adenina en
lugar de una citosina y la 8-hidroxiadenina se une con una guanina en lugar de una

citosina (Hansberg, 2002).

15



6. Sistemas antioxidantes

Ante los diferentes dafios que pueden causar las ROS, las células cuentan con sistemas
de defensa para contender contra la tension oxidativa y mantener un estado fisiologico
adecuado. Estos sistemas se conocen como antioxidantes. Los antioxidantes son
aquellas moléculas que pueden reaccionar con los oxidantes, reducirlos y permanecer
estables (Halliwell, 1994). Hay diferentes moléculas que funcionan como antioxidantes
celulares en las células como el &cido ascorbico, los carotenos, la vitamina E, y los
sistemas enziméticos como la catalasa, super Oxido dismutasa, GSH, glutarredoxina,

tiorredoxina (Trx), entre otras (Halliwell, 1994).

6.1 Glutarredoxina

La Grx fue descubierta como donadora de hidrégeno a la ribonucleétido reductasa en E.
coli con cepas carentes de la enzima Tiorredoxina (Trx) (Holmgren, 1989). La
secuencia de Grx muestra que estd formada por 85 aminoéacidos, incluyendo el sitio
activo que tiene una secuencia de Cys-Pro-Tyr-Cys que se encuentra altamente
conservada, localizada en la posicion 11 y 14 de la molécula y dando como resultado un
peso de 10 kDa en E. coli. Se purificé y secuencié en células de mamiferos como en
timo de ternera al igual que en higado de cerdo encontrandose una semejanza del 87%
entre ambas y con respecto a la bacteriana se encontr6 una semejanza del 29%

(Holmgren, 1989; Holmgren et al., 1995).

El sistema consta de Grx, GSH y GSSG-Rd. GRX cuando cede sus tioles y se

encuentra en forma oxidada, vuelve a su estado reducido a través del GSH, produciendo
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GSSG que sera reducido por GSSG-Rd (Holmgren, 1989; Holmgren et al., 1995). La
Grx puede catalizar reacciones por 2 mecanismos: uno, via ditiol (como Trx) y otro via
monotiol (la cual es necesaria para la reduccion de proteinas que forman disulfuros con
GSH-Glutationilacion):

Mecanismo ditiol:

RS, +Gre(SH) — 3 R{SH) + Grx—S;
GreS; +2G5H ——————9  Gr(SH); + GSSG

Mecanismo Monotiol:

F-5-5G + GrSH); —— FS5H + Ge-5-50
GRA-5-56 + G5H ———— Gh-[SH) + G556

donde R-S-SG es un disulfuro con GSH (Holmgren et al., 2005).
C I'XR ( 4>
TrxR (red)
rx {oxﬂD SSG4>
NADP+ \ [Grx (red > GSH

Figura 5. Representacion del sistema Grx. Modificado de Holmgren (2005).

NADPH

En humanos se han detectado dos isoformas de Grx, Grx 1 que es citosolica y Grx2 que

se encuentra en mitocondria y en nucleo (Lundberg et al., 2001).

La importancia del sistema GSH-Grx reside en la capacidad que tiene de reducir las
uniones disulfuro, no sélo para la ribonucleodtido reductasa, sino también para otras

funciones celulares, como el mantenimiento redox en la célula, la reduccion de tioles
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oxidados en proteinas (Riestch et al., 1998). Cuando se privaron de glucosa para
producir estrés oxidante ceélulas cancerosas humanas MCF-7 MDR y DU-145, se
observOo que la sobre expresion de Grx actia como regulador negativo de ASK
asociandose con la porcion C-terminal e inhibiendo su actividad de cinasa protegiendo
con ello la activacion de la via de muerte celular por el estrés oxidante (Song et al.,

2002).

Tabla 3. Productos de oxidacion que son reducidos por sistemas antioxidantes.

Sistema antioxidante Productos de oxidacion

GSH Disulfuros en proteinas y acidos sulfénicos

Trx Disulfuros en proteinas, S-nitrozotioles, acido sulfénico

Grx Disulfuros en proteinas (mono y ditiol), S-nitozotioles, acidos sulfénicos, acidos
sulfinicos.

6.2 Tiorredoxina

El sistema Trx contiene enzimas que realizan funciones éxido reductoras. La proteina
Trx fue descubierta como donadora de hidrogeno importante para la ribonucle6tido
reductasa en E. coli (Holmgren, 1989). La enzima es un proteina de 108 aminocidos,
con un peso de aproximadamente de 12 kDa y su sitio activo esta compuesto por la
secuencia consenso Cys-Gly-Pro-Cys, lo cual le confiere la accion donadora de
hidrégeno (Holmgren, 1989). La Trx cataliza la reduccion de uniones disulfuro en el

citosol, a través de su sitio activo, dando como resultado Trx oxidada.

En el sistema de Trx se incluye a la Tiorredoxina reductasa (TrxR), una enzima que es
capaz de regresar a su estado reducido a la Trx. Cuando la Trx es oxidada, la TrxR la
reduce usando NADPH como cofactor (Carmel-Harrel et al., 2000). (Figura 2). Cabe
mencionar que la NADPH vy la NADH (Nicotinamida Adenina Dinucledtido) son

utilizadas en la biosintesis reductora y en la produccion de energia respectivamente en
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la mitocondria ademaés de que el NADPH es un recurso crucial en el mantenimiento de

tioles como la Trx y el GSH dentro de la célula (Kerer et al., 1994).

Sustrato ox Producto red

A

NADPH + H — TrxR —> NADP*

R

Trx-S, Trx-(SH),

Protein-(SH), Protein-S,

Figura 6. Representacion del sistema tiorredoxina. Tomada de Amer (2000).

En humanos se han descrito dos isoformas de Trx1 que es citosOlica y Trx2
mitocondrial. Trx 1 puede modular la union de DNA de algunos factores de

transcripcion como NF-kB y AP-1 (Vlamis-Gardikas y Holmgren, 2002).

La Trx reduce proteinas oxidadas al unirse a la proteina blanco y formar un
intermediario disulfuro con la proteina que se reduce, mientras se oxidan los dos grupos
cisteina-SH a cistina (disulfuro) de la Trx. La Trx ademas funciona como donador de
hidrégeno para la ribonucledtido reductasa, dona electrones a metionina sulféxido
reductasa, enzima que repara dafio oxidante a los residuos de cisteina en proteinas

(Halliwell y Gutierridge, 1999).
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6.3 Distribucion de Trx en el higado, en el rifidn y en el cerebro

Se ha estudiado in vivo la distribucidon del sistema Trx en los tejidos y se ha observado en rifién
que las enzimas se encuentran en el tdbulo proximal y distal en mayor cantidad, pero también
en las células del tabulo colector distal y en las células del epitelio transicional (Oberley, 2001).
Trx1l se encuentra ampliamente expresada en cerebro y en especial en regiones con alta
actividad metabdlica como sustancia nigra y nucleo subtalmico (Patenaude et al., 2005). La
induccion parece estar relacionada con la presencia de ROS, involucrando a la secuencia de
elementos de respuesta antioxidante (ARE) y al factor de trasncripcion Nrf2 (Patenaude et al.,
2005). La expresion de Trx2 se encuentra en areas que presentan radicales libres producidos por
la accion de sustancias toxica o por el metabolismo de neurotransmisores (aminacidos,
dopamina, NO), o por la presencia de metales de transicion, en regiones como es el telencéfalo,
el bulbo olfatorio, en el piriforme, en la corteza entorinal, en la neocorteza y en la amigdala

vasolateral, que son zonas con altos niveles neuronales de NO sintasa (Rybnikova et al., 2000).

6.4. Patologias asociadas a la deficiencia de los sistemas GSH y Trx

La deficiencia de los sistemas anteriores al interior celular esta asociada a diferentes
patologias. Por ejemplo, se ha descrito que la deficiencia de GSH promueve la
sensibilidad de las células al efecto de la radiacion, reacciones oxidativas a varios
compuesto toxicos (Meister, 1994). Por otra parte, se ha reportado que la deficiencia de
GSH puede llevar a dafio mitocondrial. Esto ocurre debido a que el GSH esta
involucrado en la regulacion de la permeabilidad interna de la membrana manteniendo
el estado reducido y su modificacién puede alterar la homeostasis del Ca** y llevar a

la muerte celular (Reed, 1990).
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En pacientes con la enfermedad de Alzheimer se encontré un decremento significativo
en los niveles de Trx y TR en amigdala, hipocampo y cerebelo (Lovell et al., 2000).

La importancia del sistema GSH-Grx en cerebro se demostrd recientemente in vivo con el
modelo de rata y la administracion de 1-metil-1,4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP1), una
neurotoxina que causa sintomas semejantes a los de la enfermedad de Parkinson. En este trabajo
se generd la supresion de Grx en corteza frontal y tejido estriado lo cual produjo la inhibicién
de complejo | mitocondrial, el cual se ha asociado a enfermedades neurodegenerativas cuando

se encuentra dafiado (Kenchappa et al.,2003).

Tabla 4 . Patologias asociadas a deficienciaen GSH y Trx.

Sistema Patologias
GSH HIVHepatitis C?, diabetes tipo II%, colitis ulcerativa®, fibrosis pulmonar?®, cataratas®
Trx Infecciones retrovirales®, artritis reumatoide®

Tomado de Anderson (1998)?; Lemarechal et al°., (2007), Masutani H K® et al., (2005).

21



JUSTIFICACION

El contenido de GSH varia considerablemente en los diferentes tejidos de un
organismo. Por ejemplo, se ha descrito que el higado es uno de los 6rganos con elevado
contenido de GSH a diferencia del rifion, que contienen una concentracién moderada, o
baja como en el caso del cerebro donde el contenido de GSH es menor que el de los
6rganos ya mencionados. Por otra parte, se ha demostrado que el metabolismo del GSH
en un organismo es un proceso dinamico, e involucra la exportacion, el catabolismo y la
redistribucion de los aminoacidos precursores en los diferentes tejidos para la sintesis de
novo. Aungue existen modelos in vivo en los que se han explorado los efectos de la
intoxicacion con APAP en los diferentes tejidos, estos estudios s6lo han investigado los
efectos del APAP en un tejido u 6rgano de manera individual. Es por ello que el
propdsito de este estudio es conocer el efecto de la intoxicacién por APAP en los
sistemas GSH y Trx a nivel sistémico y si esto activa algin mecanismo de respuesta

especifico en cada tejido en estudio.
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HIPOTESIS

Dado que la regulacién del GSH en un organismo es un proceso dindmico, la
intoxicacion aguda con acetaminofén (APAP) disminuird el GSH a nivel sistémico
promoviendo la generacién de proteinas oxidadas y la expresion de los sistemas GSH-

GRX y TRX.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Estudiar el efecto de la intoxicacion con APAP en los sistemas GSH-Grx y Trx en

higado, rifidn y cerebro de ratones BalbC/AnN.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los niveles de GSH en higado, rifién y cerebro de los ratones tratados con

APAP a una dosis de 300 mg Kg™.

Analizar en los tejidos de raton la oxidacion de proteinas mediante la formacion de

carbonilos por efecto de la exposicion al APAP.

Determinar el efecto del APAP en los niveles de mMRNA de Grx y Trx en los diferentes

tejidos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Tratamiento a animales

Se usaron ratones de la cepa BALB/c los cuales fueron alimentados ad libitum vy
mantenidos en periodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Se les inyectd el APAP via
intraperitoneal (IP), a una dosis de 300 mg kg™ disuelto en NaCl 0.9% (Enomoto et al.,
2001). A los organismos control se les administrd sélo NaCl 0.9%. Se emplearon tres
individuos por grupo. Los organismos fueron sacrificados por dislocacion cervical al, 2y
3 horas después de la inyeccion con APAP. EIl higado, el rifion y el cerebro fueron
disecados rapidamente, lavados con NaCl 0.9 % a 4 °C para eliminar el exceso de sangre,

finalmente almacenados a —70 °C hasta su posterior utilizacion.

2. Procesamiento de las muestras

La porcion de tejido para la determinacion de GSH se lavd con solucion salina al 0.9%.
Con este se preparé un homogenizado al 10% con solucion amortiguadora A (KCI 154
mM, DTPA 5 mM en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M). A éste se le agreg6 un
volumen igual de solucién amortiguadora B (HCI 40mM, DTPA 10 mM, acido ascorbico
20 mM y TCA 10%). Se centrifugé a 14, 000 g por 20 minutos a 4 °C se filtro el

sobrenadante a través de una membrana con un poro de 0.45 pm y se almacené -70 °C.
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3. Determinacion de glutation

Se determind glutation de acuerdo a Senft et al., (2000) cuyo principio se basa en la
utilizacion del fluoroforo o-ptaldialdehido (OPA) que reacciona con glutation a través de la
reaccioén con aminas primarias en presencia de un tiol para dar un producto fluorescente.
Ademas se emplea el compuesto N-etilmaleimida (NEM) que actla como secuestrador de

glutation (Senft et al., 2000).

Para cada lectura se hicieron dos tubos. El tubo A que contenia 5 pl de homogenizado,
145 ul de TCA-RQB (acido tricloroacético, 5%, HCI 20 mM, DTPA 5 mM vy &cido
ascérbico 10 mM), 20 pl de NEM 7.5 mM en RQB, y 250 pl de solucién amortiguadora de
fosfatos 1 M. El tubo B contenia 5 pl de homogenizado, 165 pul de TCA-RQB y 150 pl de
solucién amortiguadora de fosfatos 1 M. Ambos tubos se incubaron 5 minutos y después
se adicion6 a todos 1 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M y 150 pl de OPA
(5mg/ml en metanol). Se incubaron 30 minutos en la oscuridad y se ley6 en el fluorometro
a 365 nm de excitacion y 430 nm de emision en un fluordmetro Turner 450 (Labsen
scientific Co.)

Las unidades fluorométricas obtenidas por la lectura del tubo A se restaron a las del tubo B,
para obtener los valores de la curva y los de las muestras. Se usé una curva estandar de
GSH 0.1 mM en TCA-RQB, como se muestra en la tabla 6. Se correlacionaron los valores
de la curva con los de las muestras para obtener finalmente nmoles/ g de tejido, empleando

la siguiente férmula:
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Nmol curva X 1000 uL. X 100 mL = nmoles
pL muestra lpL 59 g tejido

Tabla 6. Preparacion de las muesras para las lecturas de GSH para curva estandar.

Tubo A Tubo B
GSH 0.1mM (pL) 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
TCA-RQB (uL) 150 145 140 135 130 125 170 165 160 155 150 145

*GSH nm/pg 0 05 1015 20 25

NEM 20ul) e
Solucién

amortiguadora 250 (uL) 250(uL)

fosfatos 1M

*cantidad de GSH nm/ug, para curva estandar.

Se tomaron 5 pL para higado, 15 uL para rifién y 20 uL cerebro por cada muestra para ser

analizadas. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

4. Preparacion de proteinas

Se obtuvo una fraccion del tejido que fue homogeneizada con solucién amortiguadora A.
Los homogenados de proteinas se centrifugaron a 14,000 x g, 20 minutos. Se recuperd un
volumen aproximado de 500 uL de la fraccion citosélica y se tomaron 30 ul de cada

muestra para colocarlos en un tubo de microcentrifuga y hacer un concentrado citosolico.

Se completd a un volumen de 290 ul con solucién amortiguadora A.

4.1 Preparacion de albumina oxidada

Se prepar6 una solucion de albimina a una concentracion de 1ug pl™ en Tris 20mM. Esta
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solucion se incubo con H,0;a una concentracion final 1 mM por 10 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente fueron precipitadas con un volumen igual de solucién de TCA
al 20 % por 30 minutos. Se centrifugo a 1,000 x g por 10 minutos. Se dio un lavado con
TCA al 20% y se resuspendio la pastilla en 1 mL de solucion amortiguadora para proteinas
oxidadas [85.7 mM Tris, 0.857 mM EDTA y 20 mM NaOH a pH 8.5]. Las muestras se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

4.2 Determinacion de proteinas

Las proteinas fueron determinadas por el método de Bradford, el cual emplea el colorante
azul de Coomasie que se une a los aminoacidos bésicos como la arginina y a los
aminoacidos aromaticos como fenilalanina y triptofano presentes en las proteinas,
generando un cambio de coloracion cuya intensidad es proporcional a la concentracion de
proteinas en la muestra (Bradford M, 1976). Se utilizé albimina como proteina estdndar a
una concentracion de 0.5 mg/ml. Se realizé una curva estandar usando las siguientes

concentraciones de albumina:

Albdmina (ul) NaCl 0.15% (ul) [albGmina](ug)

0 100 0
5 95 25
10 90 5.0
15 85 7.5

20 80 10.0

25 75 125

30 70 15.0

35 65 17.5
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A esta concentracion de albumina se agrego 1 ml del reactivo de Bradford (BIORAD) y se
incubd por 2 minutos para posteriormente leer a 595 nm en un espectrofotometro Ultrospec
2000 (Pharmacia Biotech). De las muestras se tomaron 3 ul de higado, 5uL de rifion y 6ul
de cerebro para las lecturas, siguiendo el mismo procedimiento que para las muestras de
albumina. Se gener6 la curva con valores de concentracion de proteina y la absorbancia
correspondiente a cada una. Los valores de absorbancia de las muestras se interpolaron para

finalmente obtener la concentracion de proteinas de cada muestra.

4.3 Determinacioén de proteinas oxidadas

El andlisis de las proteinas oxidadas se llevd a cabo mediante una técnica inmunoquimica
para cuantificar grupos de carbonilos en muestras de proteinas oxidadas de acuerdo al
método descrito por Robinson et al., (1999). Se utilizaron 10 y 40 ug de proteina, a los
cuales se agreg6 una solucién amortiguadora para proteinas oxidadas [85.7 mM Tris, 0.857
mM EDTA y 20 mM NaOH a pH 8.5] y otra solucion amortiguadora para proteinas
reducidas [85.7 mM Tris, 0.857 mM EDTA, 20 mM NaOH, 20 mM NaBH, a pH 8.5]. El
NaBH, de la solucion anterior funciona como agente reductor lo que permite reducir
grupos carbonilo como aldehidos, cetonas y cetoéacidos a alcoholes (Levine et al., 1990). Se
ajustd cada muestra a un volumen final de 100 uL, se incub6 por 30 minutos a 37 °C y
posteriormente las muestras se colocaron en un Bio Dot Blot (BIORAD). Se aplicé vacio
para que las proteinas se transfirieran a una membrana de nitrocelulosa. Se le dio un lavado
con 80% TBS-20% etanol, un lavado con HCI 2N por 5 minutos y se incubé con 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) por 5 minutos. La DNPH reacciona con grupos carbonilo de
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las proteinas generando la produccion de grupos estables hidrazona que pueden ser leidos
por espectrofotometria o detectados mediante anticuerpos por western blot. Posteriormente
se dieron tres lavados con 2N HCI 5 minutos, luego se lavaron 5 veces con 80% TBS-20%
etanol y se bloqued la membrana con leche blotto 5% por 1 hora. La membrana fue
incubada con un anticuerpo primario especifico para grupos 2,4-dinitrofenil (Molecular
Probes) a una dilucion 1:500 disuelto en 5% leche 1% TBS-Tween por 1 hora, seguido de
tres lavados con 5% leche 1 % TBS-Tween por 5 minutos. Posteriormente la membrana
fue incubada con un anticuerpo secundario anti-lgG conejo (Zymed Labs.) 1:2000
acoplado a peroxidasa por 1 hora. Se hicieron 6 lavados con 5% leche TBS-Tween y se
reveld la presencia de proteinas oxidadas incubando la membrana con diaminobencidina

(DAB) [0.005g DAB, 2uL H,0, y 10 ml TBS].

5. Extraccion de RNA

Se tomaron 50 mg de cada muestra de tejido y se colocaron en un tubo de microcentrifuga,
se les agregé 1 ml de TRIZOL®. Se incub6 por 5 minutos y luego se agregaron 200 pL de
cloroformo. Se agit6 30 segundos en un vortex, se incub6 5 miny se centrifugd a 12,000 x
g por 10 minutos a 4 °C. Se recupero la fase acuosa Yy se agregd un volumen equivalente de
isopropanol, se dej6 precipitar por 1 hora. Posteriormente se centrifug6 a 12,000 x g por 10
minutos a 4 °C y se lavd con etanol al 75 %. La pastilla fue resuspendida en agua libre de
RNAsas y se almacen6 a —20°C hasta su uso. Se probo la integridad del RNA mensajero
observando los MRNA 28 y 18 s en un gel de agarosa al 1% en solucién amortiguadora

TBE (89 mM Tris base, 89 mM &cido bérico y 2 mM EDTA). La pureza se determind por
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espectrofotometria tomando lecturas a 260 y 280 nm y aplicando la siguiente formula:

Pureza= aps 260 NmM/aps280 Nm

La relacion de las absorbancias aps 260 nm/aps280 nm  se utiliza para determinar la pureza
de la muestra. La aps 260 nm nos da los valores para determinar &cidos nucleicos y la
Abs280 Nm nos da la impureza dada por proteinas. Cuando la relacion aps 260 nm / ops280
nm es de 1.8 es la pureza del DNA y 2.0 es la pureza del RNA (Laboratory reference
2002).

La concentracion de acidos nucleicos puede medirse a través de su absorbancia a aps 260
nm, en una solucion de DNA o RNA con una densidad oOptica de 1.0 (1.0 Unidad de
Absorbancia) se tiene una concentracion de 50 ug para DNA 'y 40 ug RNA:

Concentracion de RNA total = aps260 nm X 40 ug/uL

6. RT-PCR

Para obtener cDNA se tomaron 2ug de RNA total por cada 6rgano de cada uno de los
tratamientos. Se agregéd 1ul oligo dT, 1uL dNTP’s 10Mm (Invitrogen) para llevar
finalmente a un volumen de 12 pL con H,0, se incubo 5 minutos a 65 °C y se agregaron 4
ul de soluciéon amortiguadora 5x, 2ul DDT (PROMEGA) y 1ul de retrotranscriptasa de

virus de leucemia murina (MMLV- RT, Invotrogen);. Se dejé la reaccion a 37 °C durante

50 minutos, seguido de 5 minutos a 50 °C para inactivar a la enzima.
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Para analizar los niveles de mMRNA de la enzima glutarredoxina (GRX 1), se usé como oligo
sentido 5° TGC AGA AAG ACC CAA GAA ATC CTC AGT CA 3’ y el antisentido
5TGG AGA TTA GAT CAC TGC ATC CGC CTA TG 3’ (Jurado, et al., 2003). A un
tubo de microcentrifuga de 200 ul se agregd 1 ul de bufer de PCR (500 mM Tris, 5.2mg
BSA, 5% Ficoll, 5mM rojo cresol y 2 mM de MgCL,). El producto de amplificacion
esperado fue de 181 pb aproximadamente. Se realiz6 una curva de ciclos 20, 25, 30,35y
40 (Fig .1). Para realizar el PCR se utiliz6 un termociclador Rapid Cycler (Idaho
Technologies). Se usaron 30 ciclos durante la reaccion de PCR cada uno de: 95 °C 30 seg
para desnaturalizacion, 60 °C 30 seg de alineamiento y 72 °C 30 seg de extension. Para
TRX1 la secuencia del oligo sentido es 5’CGT GGT GGA CTT CTC TGC TAC GTG GTG
3’ y el antisentido 5> GGT CGG CAT GCA TTT GAC TTC ACA GTC 3’(Jurado, et al.,
2003), se usaron las mismas condiciones que para GRX1 obteniendo un amplicon de 159
pb. Como control de expresion se utilizd gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
GADPH con un oligo sentido 5 -TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC-3’-y-
otro antisentido 5’ -CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC -3’ (NIIDA et al., 2004).
Se usaron las mismas concentraciones de solucién amortiguadora de PCR y se obtuvo un
producto de amplificacion de 974 pb. La PCR para TRX1 y GADPH se realiz6 utilizando
25 ciclos de 95 °C por 30 segundos de desnaturalizacion, -60 °C 1 min de alineamiento y

-72 °C de elongacion.
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20 25 30 35 40 43

Figura 7. Curva de ciclos para GRX1 de 20 a 40 Figura 8 curva de ciclos para GAPDPH de 20 a 43

ciclos. Con solucion amortiguadora de reaccién para
PCR con salinidad media (2mM).

ciclos. Con soluciéna amortiguadora de reaccion

para PCR con salinidad media (2mM)
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7. Analisis estadistico

Para el analisis de datos se usé el programa GraphPad InStat 3. Los resultados fueron
expresados como promedio + error estandar. La comparacion entre grupos se llevd a
cabo por un andlisis de ANOVA empleando la prueba post hoc de Dunnet, tomando

como significativo el resultado cuando p<0.05.
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RESULTADOS

1. Efecto del APAP en los niveles de GSH y proteinas oxidadas en higado de raton
Los niveles de glutation en el higado disminuyeron a un 85%, una hora después de la
administracion del APAP a 300 mg/Kg (p<0.01), aun 73% a las dos horas (p<0.01) y a

un 55% (p<0.01) a la tres horas (Figura 9).
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Figura 9. Niveles de GSH en higado de raton. Hay diferencias significativas del tratamientoa 1 h, 2 hy 3h con
p< 0.01 (**). CC: control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de tratamiento.
Se utilizd la prueba de Dunnet, para comparar las diferencias de los tratamientos contra el control, n=3 por

tratamiento. Las lecturas se hicieron por triplicado +E.E.

No hubo un efecto significativo del tratamiento sobre los niveles de proteinas oxidadas
en ninguno de los tiempos en los que se efectuaron las determinaciones. En la figura 10
panel superior se muestra una imagen representativa del andlisis por Dot Blot de las

proteinas oxidadas, y en la parte inferior un grafico de sus densidades oOpticas.
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Figura 10. Proteinas oxidadas en higado. a) Dot blot de proteinas oxidadas en higado. Tratamientos:
control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de tratamiento, Control

positivo BSA oxidada. b) Representacion grafica del tratamiento analizado por densitometria. Las lecturas se

hicieron por duplicado, n=3 por tratamiento

2. Efecto del APAP en los niveles de GSH y proteinas oxidadas en rifion de raton

Los niveles de GSH en rifion disminuyeron 27% a la primera hora, 32% a la segunda

hora (p<0.01) y 28% (p<0.05) a la tercera con respecto al control (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de GSH en rifion de ratdn. Hay diferencias significativas del tratamiento a 2 h con **p<
0.01 y 3h con p<0.05. CC: control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de
tratamiento. Se utilizé la prueba de Dunnet, para comparar las diferencias de los tratamientos contra el

control, n=3 por tratamiento. Las lecturas se hicieron por triplicado, 2 veces, +EE.
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Figura 12. Proteinas oxidadas en rifién de raton. a) Dot blot de proteinas oxidadas en rifién. Tratamientos:
control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de tratamiento, Control positivo
BSA oxidada. b) Representacion grafica del tratamiento analizado por densitometria. Las lecturas se hicieron

por duplicado, n=3 por tratamiento..

3. Efecto del APAP en los niveles de GSH y proteinas oxidadas en cerebro de

raton

En cerebro de raton no se observé un efecto del tratamiento en los niveles de GSH a los

tiempos en los que se efectuaron las lecturas (Figura 13). Los niveles de proteinas

oxidadas no aumentaron como se puede observar en la figura 14.
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Figura 13. Niveles de GSH en cerebro de raton. No hay diferencias significativas del tratamiento. CC: control;
1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de tratamiento. Se utilizé la prueba de
Dunnet, para comparar las diferencias de los tratamientos contra el control, n=3 por tratamiento. Las

lecturas se hicieron por triplicado, 2 veces, +E.E.
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Figura 14. Proteinas oxidadas en cerebro de ratén. a) Dot blot de proteinas oxidadas en cerebro.
Tratamientos: control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de
tratamiento, Control positivo BSA oxidada. b) Representacion gréafica del tratamiento analizado

por densitometria. Las lecturas se hicieron por duplicado, n=3 por tratamiento.
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4. Efecto del APAP en los niveles de mRNA de tiorredoxina (TRX1) y

glutarredoxina (GRX1) en tejidos de raton

4.1. Efecto del acetaminofén en higado

Se presenta la imagen del RNA extraido de higado de raton, que muestran la integridad
de las subunidades ribosomales 28s y 18s, lo cual nos ayuda a saber que nuestro mRNA
esta en Gptimas condiciones para hacerse una copia de DNA (cDNA) y observar si hay

expresion de mRNA en GRX1y TRX1.

Control 1h
28 9
18
2h 3h
28 9
18 s

Figura 15. RNA en higado de raton. Integridad de RNA, 28s y 18s se encuentran en cada uno de los
tratamientos. Control (n=3); 1h: 1 hora de tratamiento (n=3); 2h: 2 horas de tratamiento (n=3); 3h: 3 horas de
tratamiento (n=3). Gel agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

En la figura 16 se observa un incremento en los niveles de mMRNA GRX1 a 2h y 3h

posteriores al tratamiento con respecto al control, a diferencia de Tx TRX1 que presenta
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un decremento a la 3h con respecto al control. Se observa una diferencia significativa de

p<0.0260 en el analisis con respecto a GRX1 y p<0.0439 con respecto a TRX.
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Figura 16. Expresion de mRNA GRX1 y TRX1 en higado de ratén. a) expresion de mRNA GRX1 y TRXI1,
GADPH. b) representacion grafica de densidades 6pticas de la expresién GRX1 (barra negra) y TRX1 (barra
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con rayas). CC: control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3 horas de tratamiento.

Las lecturas se hicieron por triplicado, n=3 por tratamiento +E.E.

4.2. Efecto del acetaminofén em Rifion
En la figura 17 se presenta la integridad de las subunidades ribosomales 28s y 18s en

rindn de raton.
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18s
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Figura 17. RNA en rifion de raton. Integridad de RNA, 28s y 18s se encuentran en cada uno de los
tratamientos. Control (n=3); 1h: 1 hora de tratamiento (n=3); 2h: 2 horas de tratamiento (n=3); 3h: 3 horas de

tratamiento (n=3). Gel agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

En este tejido se observd que los niveles de mRNA de TRX1 y de GRX1 tendieron a
disminuir conforme aument6 el tiempo de exposicion al APAP. Sin embargo, esto no

fue significativo de acuerdo a la prueba estadistica.

42



? _C _1h 2h 3h

Trx-1-|
GAPDH -

120 - |EMRNAGrx
MRNATrx

b)

MRNA Grxy Trx (% respecto al
control)

Figura 18. Expresion de mRNA GRX1 y TRX1 en rifion de ratén. a) expresion de GRX1 y TRX1,
GADPH. b) representacion grafica de densidades Opticas de la expresion GRX1 (barra negra) y
TRX1 (barra con rayas). CC: control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de tratamiento; 3h: 3

horas de tratamiento. Las lecturas se hicieron por triplicado, n=3 por tratamiento + D.E.

4.3 Efecto del acetaminofén en Cerebro
En la figura 19 se muestra la integridad del RNA de cerebro de ratdn tratado con

APAP.
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Figura 19. RNA en cerebro de ratén. Integridad de RNA, 28s y 18s se encuentran en cada uno de

28 s
18 s

283
18s

los tratamientos. Control (n=3); 1h: 1 hora de tratamiento (n=3); 2h: 2 horas de tratamiento (n=3);

3h: 3 horas de tratamiento (n=3). Gel agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

La figura 20 presenta la expresion de mMRNA de GRX1 y TRX1 en cerebro, donde se
encontr6 un incremento, el cual es mayor en mRNA GRX1, con diferencias
significativas a 2h y 3 h (p<0.05) con respecto al control. Para TRX1, se observo
también un incremento con diferencias significativas a 2h (p<0.05) con respecto al

control.
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Figura 20. Expresion de mRNA GRX1 y TRX1 en cerebro de ratén. a) expresién de mMRNA GRX1y
TRX1, GADPH. b) representacion grafica de densidades Opticas de la expresion GRX1 (barra
negra) y TRX1 (barra cuadriculada). CC: control; 1h: 1 hora de tratamiento; 2h: 2 horas de
tratamiento; 3h: 3 horas de tratamiento. Las lecturas se hicieron por triplicado, 2 veces, n=3 por

tratamiento. Las lecturas se hicieron por triplicado, n=3 por tratamiento + DE.
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DISCUSION

Se sabe que las intoxicaciones generadas con APAP debidas a una sobredosis generan severas
lesiones en higado, por lo cual la mayoria de estudios realizados se enfocan en observar la
respuesta que presenta este 6rgano a la exposicion con el farmaco. Se pueden encontrar trabajos
en los cuales se observa el efecto que produce en rifion. Por lo general el analisis de los efectos
de farmacos como el acetaminofén en tejidos ha sido de manera individual, no considerando los
efectos que pueden existir a nivel sistémico. El metabolismo de GSH se da de forma intra e inter
organo, en los cuales el higado, rifion e intestino delgado tienen gran importancia, siendo el
higado el que mayor cantidad de GSH secreta a sangre, para distribuirse a otros érganos
(Horota et al., 1989). Sabiendo que la produccion de NAPQI generada por APAP produce
disminucién en los niveles de GSH y que dichos niveles varian en diferentes 6rganos, en este
trabajo caracteriz6 parte de la respuesta que se genera a nivel sistémico. Como se pudo
observar, la respuesta es diferencial, ya que como se menciond, el contenido de GSH varia y por
consiguiente la capacidad de cada 6rgano para contender frente a una condicién de estrés se
puede considerar como 6rgano especifica. Ademas, este trabajo proporciona evidencias de que
los sistemas Grx y Trx pueden ser inducidos al menos a nivel transcripcional y posiblemente
ello sea parte de una respuesta al estrés oxidante generado por el farmaco.

Se observd una respuesta que puede considerarse como drgano especifica con el
tratamiento. En higado, hay una considerable disminucién del los niveles de glutation lo
cual es consistente con los resultados de trabajos previos como el de Mitchell y cols.
(1973). Esta disminucion es mayor en la primera hora y posteriormente se observa una
tendencia a recuperar los niveles. Una de las funciones del GSH en higado y en otros
organos es el ataque nucleofilico contra los metabolitos generados por farmacos como el
APAP (Mitchell et al,. 1973), esto explicaria su consumo por la especie reactiva
NAPQI, que reaccionaria con el glutation evitando asi la toxicidad dentro del 6rgano.

En el rifion los niveles de GSH disminuyen en menor cantidad que en el higado,

manteniendo niveles semejantes durante las tres horas, mientras que en el cerebro no se
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observan cambios en los niveles.

Se han encontrado casos en humanos en los cuales se presenta dafio renal sin que se
presente dafio en el hepéatico (Cobden et al., 1982). En estudios previos por Fisher y
colaboradores. (1981), se observan altos niveles de metabolitos de acidos glucurdnicos,
sulfatos y cisteinas al igual que conjugados de GSH y &cido mercaptirico en menor
cantidad los cuales pueden contribuir a la toxicidad real del APAP.

Hay que resaltar que en el cerebro los niveles de glutation se mantienen constantes, lo
cual es interesante al compararlo con higado y rifidn donde los niveles descienden de
forma significativa. Existen reportes donde se ha demostrado la entrada de APAP
marcado radiactivamente al cerebro, encontrandose en mayor cantidad en corteza e
hipocampo a los 15 minutos (Fischer et al., 1981; Courade et al., 2001; Lambrech et
al., 2006). Fischer et al., (1981) mostraron que el APAP no metabolizado en este tejido
puede encontrarse en mayor concentracion una hora después de la administracion.
Posteriormente la concentracion decae, ademdas solo se observd la presencia de
conjugados con acido glucurénico. En el presente trabajo, no se observd una
disminucion en los niveles de GSH, lo cual sugiere que la biotransformacion del APAP
no ocurre en cerebro, ya que no generd metabolitos que se conjugaran con GSH. Otra
posibilidad es que la actividad de la barrera hematoencefalica excluye répidamente los
metabolitos formados (Fischer et al., 1981).

Un efecto causado por la toxicidad del APAP es la formacion de uniones covalentes
generadas por sus especies reactivas (NAPQI) produciendo oxidacion de proteinas
(Jollow et al., 1973; Albano et al., 1984). Los niveles de proteinas oxidadas no
cambiaron durante el tratamiento con APAP en ninguno de los 6rganos estudiados,
estos datos coinciden con los reportados por Gibson (1996), donde no se encuentran

proteinas oxidadas en higado de raton por el tratamiento con APAP (400mg/kg) en las
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primeras 6 horas después del tratamiento.. Kenneth et al., 2002 midieron conjugados de
APAP-cys, en tratamientos de 400mg con APAP, y encontraron uniones covalentes de
este conjugado con proteinas en higado a los 15 minutos posteriores, la mayor cantidad
de estas uniones se observaba a las 2 horas.

Se ha visto que en tratamientos repetidos con APAP generan resistencia a dafio
hepatotdxico , lo cual es atribuido a la induccidn de la actividad de enzima antioxidantes
como GSSG-Rd y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, lo cual refleja una respuesta

adaptativa y protectora al estrés oxidante y al consumo de GSH (O’brien et al., 2000).

En nuestros tratamientos con APAP no observamos cambios en la oxidacion de
proteinas en higado, rifidn y cerebro. Aunque la gran mayoria de los experimentos
relacionados con la toxicidad con APAP son realizados en higado, nosotros vimos que
en higado, rifién y cerebro no se presentan cambios por efectos del farmaco. Esto podria
indicar que uno de los primeros efectos generados por el NAPQI, no esta la oxidacion
de proteinas, sino que es una consecuencia generada por el descenso en los niveles de
GSH vy en la oxidacion de tioles en proteinas . Otra posibilidad es que la metodologia
empleada no sea los suficientemente sensible para detectar de manera significativa un
aumento en la oxidacion de proteinas, puesto que se ha demostrado que la
administracion de agentes antioxidantes, provee proteccion al higado durante
tratamientos con APAP (Nagasawa et al., 2004).

Con respecto a los niveles de expresion de mMRNA en Grx y Trx, estos no se pudieron
evaluar utilizando a GADPH, dado que cuando se utiliza como control de expresion no
se observa la induccion de los sistema enzimaticos, ya que se presenta una induccién
aparente en esta enzima, lo cual indica que posiblemente no debe ser utilizada como

control de expresion para este tipo de tratamientos.
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por otro lado encontramos que la transcripcion de GRX1 y TRX1 son inducidos en
higado y cerebro. Esto podria ser parte de una respuesta de proteccion para evitar la
oxidacion de tioles frente al estrés producido por el APAP, pues ya se ha descrito el
papel de ambos sistemas en la reduccion y mantenimiento de tioles en la célula. Albano
(1984) report6 que hay disminucion en tioles en proteinas causados por NAPQI, por lo
que especulamos que la transcripcion de GRX1 y TRX1 podria ser parte de un
mecanismo que disminuya la oxidacién de estos. Sin embargo, para esclarecer esto
es necesario confirmar que la induccion a nivel de mensajero es correlaciona con la
actividad y presencia de las correspondientes proteinas para aclarar el papel de estos
sistemas en la proteccion celular. Contrario a lo anterior, en rifion se da un efecto de
disminucion tanto Grx y Trx con respecto al control que es paralelo a la disminucién en
los niveles de GSH. Esto sugiere que este 6rgano podria ser mas susceptible a la
toxicidad por acetaminofén, sin embargo esto deberd ser evaluado a traves de
marcadores de dafio distintos al de proteinas oxidadas. Por otra parte, fue muy evidente
la expresion de TXR1 y GRX1 en cerebro, lo cual fue hasta 4 veces mas que el control
para el caso de GRX1 y un poco menor para TXR1. Ambos sistemas pueden ayudar a
mantener un estado redox, sin embargo no es muy claro por qué estos sistemas se
indujeron si no hubo cambios significativos los niveles de GSH. Una posible
explicacion seria que el cerebro active un “mecanismo de proteccion” para “prevenir”
el dafio oxidante y que ademas la sefial para ello sean cambios a nivel sistémico en el

contenido de tioles mantenidos principalmente por GSH.

Una pregunta que surgio a partir de este modelo es como se regula la induccion TRX1

y GRX1 observada. Se ha descrito recientemente que estos genes y otros de enzimas
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antioxidantes poseen secuencias ARE (Antioxidant Responsive Elements, por sus
siglas en inglés) (Lee et al., 2004). Por ejemplo, el estrés oxidante generado por la
sobredosis del APAP genera una respuesta de defensa inmediata por parte de los
hepatocitos como es la activacion y traslocacion nuclear de factores de transcripcion
nuclear sensibles a estrés oxidante como lo es Nrf2 (Park et al., 2005). Se ha observado
in vivo la traslocacion nuclear de Nrf2 con niveles maximos alcanzados a la primera
hora (Goldring et al.,2004). Ademas, se ha visto que en ratones a los cuales se les ha
suprimido el gen a Nrf2, disminuye la sobre vivencia a tratamientos con APAP en dosis
toxicas (Enomoto et al., 2001). Por lo anterior, al ser un factor de transcripcion que
responsable de la induccion de enzimas involucradas en la desintoxicacion celular a
través de la secuencia ARE, cabe la posibilidad de que en el presente modelo de estudio
el factor esté influyendo en la expresiéon de de GRX1 y TRX1 observada.

Finalmente, la importancia de este trabajo es que se obtuvo evidencia de que en un

organismo se presentan respuestas érgano especificas frente a un mismo estimulo.
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CONCLUSIONES

De este estudio se puede concluir que:

1. La intoxicacién aguda con APAP a una dosis de 300 mg kg™ disminuye los

niveles de GSH en higado y rifién, pero no en cerebro.

2. ElI APAP a la dosis mencionada no genera formacion de carbonilos que

indiquen oxidacion de proteinas en los tejidos analizados.

3. La induccion de GRX1 y TRX1 por el tratamiento con APAP indica que los

sistemas Trx y Grx participan como parte de una respuesta a la intoxicacion.

4. Estos resultados apoyan la utilidad que tiene el modelo para explorar respuestas

gue pueden ser consideradas como 6rgano especificas.
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