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. ANTECEDENTES

1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como la pérdida de equilibrio entre la generaciéon de
oxidantes y la actividad antioxidante o como el efecto adverso que se produce en los
tejidos de los organismos cuando existe un incremento de la disfuncionalidad de sus

moléculas causadas por radicales libres.

1.1. Radicales libres

Las principales sustancias oxidantes en los sistemas biol6gicos son los radicales libres.
Se considera un radical libre cualquier molécula que contenga uno o mas electrones sin

parear.

La reduccién incompleta del oxigeno bimolecular genera intermediarios conocidos como
especies reactivas del oxigeno (ERO). En el metabolismo aerobio se producen
constantemente pequeias cantidades de ERO, incluyendo radicales hidroxilo (OH®),
aniones superoxido (O.") y peroxido de hidrogeno (H>O.). Estas especies son
generadas durante los procesos biolégicos normales por las células (en la cadena de
electrones, en la oxidacion de xenobibticos, en la regulacion del factor de relajacion del
musculo liso, en la eliminacién bacteriana en los procesos infecciosos, entre otros)
(Rice, 1994).

1.1.1. El anién superoxido

El O, es el resultado de la reaccién del oxigeno con las proteinas que contienen hierro
y azufre y también con la ubiquinona parcialmente reducida y el citocromo b del
complejo lll. Otra fuente importante de O, son los fagocitos activados que producen
una gran cantidad de este radical como mecanismo protector frente a organismos

extranos.



1.1.2. Peréxido de hidrégeno

El H>O. se produce por la dismutaciéon de O™, existiendo mecanismos de detoxificacion
del H>O, efectuados por la catalasa y por la glutatién peroxidasa que lo transforman en
agua. Esta considerado la ERO menos reactiva pero dispone de una vida media mas
larga, con lo cual puede difundir y atravesar membranas, generando otras ERO.

1.1.3. Hidroxilo

El radical libre mas activo y con mayor capacidad para alterar moléculas es el hidroxilo
(OH®), por tanto una produccion excesiva de este radical puede provocar efectos
nocivos importantes. Se genera a partir de de H.O, mediante la reaccién de Fenton o
de Haber Weiss.

1.1.4. Oxido nitrico

Dentro del grupo de los radicales libres esta el 6xido nitrico (NO) que es producido por

el endotelio vascular. El exceso de dicho radical puede ser toxico para el organismo.

1.1.5. Efectos de las ERO

Las ERO pueden reaccionar con diferentes moléculas biolégicas como las proteinas,
los acidos grasos y los carbohidratos, modificando su funcién y/o localizacién (Rice,
1994). Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la peroxidacién lipidica cuya
prevencion es fundamental en todos los organismos aerobios, ya que los productos
derivados de este proceso pueden interactuar con el DNA, siendo potencialmente
mutagenos. Los epoxidos formados pueden reaccionar espontdneamente con centros
nucleofilicos en la célula o unirse a los acidos nucleicos (DNA y RNA). Esta reaccion
puede ocasionar citotoxicidad, alergia, mutagénesis o carcinogénesis, dependiendo de

las propiedades del epéxido.



Existe una variedad de condiciones patolégicas en las que se cree que estan
involucradas las ERO, como por ejemplo: cancer, artritis reumatoide, enfermedades
respiratorias como fibrosis pulmonar, padecimientos neurolégicos, isquemia reperfusion
y enfermedades mediadas por complejos inmunes. En el caso de las enfermedades
renales, se tiene evidencia que las ERO juegan un papel muy importante en el origen
de la glomérulonefritis por anticuerpos anti-membrana basal, en la nefritis nefrotoxica,
en la nefropatia cronica por el péptido natriurético atrial, en el sindrome nefrético de
cambios minimos, en la neuropatia por lupus, en la glomérulo nefritis post-

estreptococcica, en la neuropatia por IgA y en la insuficiencia renal aguda.

2. Sistemas antioxidantes

Los organismos cuentan con antioxidantes y un multisistema enzimatico de defensa
contra el estrés oxidativo (Tabla1). Los antioxidantes son moléculas capaces de
reaccionar directamente con las ERO o con moléculas reactivas. El multisistema
enzimatico es capaz de transformar algunas de estas ERO. Las principales enzimas
antioxidantes son la superéxido dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa y la
glutatién reductasa.

Tabla 1. Sistemas de defensa antioxidante

Enzimaticos No enzimaticos
End6genos Exbgenos
Superéxido dismutasa (SOD) Glutation Acido ascérbico (vit. C)
Glutation peroxidasa (GPX) Ubiquinona Alfa tocoferol (vit. E)
Catalasa (CAT) Acido arico Betacaroteno
Glutation reductasa (GR) Proteinas Vitamina A
Flavonoides

Acidos fenélicos
Oligoelementos
Selenio (Se)
Cobre (Cu)

Zinc (Zn)

Manganeso (Mn)




2.1. Antioxidantes no enzimaticos exogenos

Los antioxidantes son importantes porque pueden ser capaces de prevenir la formacion
de radicales libres e intervenir para neutralizar los ya existentes, por esta razén se les
ha acunado el titulo de “bioprotectores”. Hay compuestos naturales de plantas que
protegen células, tejidos y érganos del cuerpo de numerosas influencias internas y

externas.

Muchas vitaminas, minerales y compuestos tales como los carotenos, los flavonoides y

los polifenoles tienen la habilidad de neutralizar los radicales libres.

2.1.1. Acido ascorbico

El acido ascérbico o vitamina C, es un acido organico y un antioxidante perteneciente al
grupo de vitaminas hidrosolubles. No se sintetiza en el organismo, por lo cual tiene que
ser aportada en la dieta. Se encuentra, principalmente en verduras y frutas frescas y en
los zumos de citricos. Este compuesto conocido como ascorbico procede de su
capacidad para prevenir y curar el escorbuto. El 4cido ascorbico se requiere para formar
el colageno y por tanto es muy importante en el crecimiento y en la reparacion de todos
los tejidos (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La vitamina C se encuentra dentro y fuera de la célula, eliminando el radical hidroxilo y

el anién superoxido, formando acido dehidroascorbico que es eliminado por el glutatién.

2.1.2. Curcumina

La Curcuma longa, es una planta de origen asiatico muy usada como una especie en la
cultura asiatica. El principal componente es la curcumina, uno de los ingredientes
activos responsables de su actividad biolégica. Se sabe que esta sustancia es estable
en el estbmago y en el intestino delgado. La curcumina es altamente lipofilica, o que le
permite una rapida absorcién gastrointestinal por difusiébn pasiva. Sus principales



metabolitos también son bioactivos. Se han descrito su actividad antibacteriana,
antifangica y antiparasitaria, asi como su efecto antioxidante y antiinflamatorio, a través
de la modulacién del metabolismo de los icosanoides. Ademas se sabe que los
curcuminoides atrapan los potentes radicales superdxido e hidroxilo y previenen la
peroxidacién lipidica (Mesa et al., 2000).

2.1.3. S-alil cisteina (SAC) y S-alil-mercaptocisteina (SAMC)

El ajo contiene compuestos azufrados, entre los cuales estan la S-alil-cisteina, la S-alil-
mercaptocisteina, la S-metil-cisteina y la y-glutamil-cisteina. Se ha observado que estos
compuestos protegen a las membranas celulares hepaticas frente a la agresion de
perdxidos lipidicos. También protegen al endotelio vascular frente al peréxido de
hidrégeno (Amagase, 2006).

La SAC es capaz de reaccionar con el O,", H,O,, OH®, singulete de oxigeno (O"),
HOCI y ONOO" (Chung, 2006; Ide and Lau, 2001; Kim et al., 2006; Maldonado et al.,
2003; Medina-Campos et al., 2007).

La SAC y la SAMC tienen una gran actividad antioxidante (Numagami et al., 1996),
tienen efecto hepato-protector (Nakagawa et al., 1988), reducen el riesgo de necrosis
en el higado por acetaminofen (Sumioka et al., 1998).

La SAMC es capaz de inhibir el crecimiento celular (arresta en la fase M del ciclo

celular) e induce la apoptosis en células de cancer humano de colon (Lau et al., 1987).
2.1.4. N-acetil cisteina

La N-acetil cisteina aporta una proteccion anti-oxidante intracelular, se le considera
como ‘“limpiador de radicales libres”, mantiene la funcién inmunitaria y posee
propiedades anti-virales; asi mismo inhibe la muerte celular programada.

La N-acetil-cisteina elimina efectivamente al OH®, el H>O. y el acido hipocloroso y en
menos proporcién inhibe al O,". Un mecanismo importante de la N-acetil-cisteina es
mantener el nivel de glutatién (el principal antioxidante endégeno) en la célula (Aruoma
et al., 1989).



2.1.5. Piruvato

El piruvato es un alfa-ceto-acido, el producto final de la glicélisis y un potente
antioxidante (Halliwell y Gutteridge., 1999). Se ha sugerido que el piruvato reacciona
directamente con el H,O,, debido a que disminuye el dafio que provoca el H.O, en
modelos in vitro e in vivo (Salahudeen et al., 1991; Varma et al., 2006).

2.1.6. Ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)ona)

El Ebselen es un compuesto seleno- organico, liposoluble, que mimetiza la accién de la
glutation peroxidasa e inhibe la peroxidacion lipidica (Lapchak y Zivin, 2003; Muller et
al., 1984). El Ebselen tiene efecto protector, es capaz de inhibir la apoptosis y
disminuye el estrés oxidativo en isquemia cerebral (Yamaguchi et al., 1998; Sarker et
al., 2003; Bozena y Andrzej, 2006). El Ebselen es una defensa contra el peroxinitrito, es
capaz de prevenir, evitar o reparar el dano que produce el peroxinitrito (Arteel et al,
1999; Lars-Oliver y Helmut, 2003).

2.1.7. DMTU (Dimetil tiourea)

Es un antioxidante con una gran capacidad para atrapar a los OH’. Se ha descrito que
tiene efecto protector contra cisplatina en células renales y hepaticas (Baek et al., 2003;
dos Santos et al., 2007) y en un modelo de diabetes (Cameron et al., 2001).

2.1.8. Tempol (4-hidroxi-2 ,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy)

Los compuestos nitréxido incluyendo el tempol son radicales libres estables de bajo
peso molecular y permeables de la membrana. El tempol mimetiza la accién de la
superoxido dismutasa, eliminando el radical superdoxido (Samuni et al.,, 1991a). El
tempol es un radical libre nitr6xido antioxidante que tiene efectos neuroprotectores y
renoprotectores relacionados con la atenuacién de la produccién del radical superdxido



(Manning et al., 2003). El tempol protege contra el estrés oxidativo en cardiomiocitos
(Samuni et al., 1991b) y en radioterapia (Hahn et al., 1992).

3. Plomo

El plomo forma parte de numerosos procesos industriales, destacando su presencia en
la industria automovilistica, especificamente en la fabricacién de baterias. Otra fuente
de plomo relacionada con el transporte es la gasolina. Se trata de compuestos
alquilados, de mayor toxicidad y difusion organica que el plomo metalico. Estos aditivos
se usan como antidetonantes y las concentraciones permitidas se estan reduciendo en
el mundo, impactando favorablemente en los niveles de plomo ambiental y en su
toxicidad. Asimismo, la existencia de sistemas cataliticos ha impuesto el uso de

bencinas sin plomo.

En la industria se encuentra en forma de metal en revestimientos, serpentines y
bombas. También se utiliza en la fabricacién de distintos compuestos quimicos,
tuberias, recubrimiento de conductores eléctricos y acumuladores de baterias. Se utiliza
en aleaciones con antimonio (Sb) en imprenta, con estafio (Sn) en soldaduras, con
arsénico (As) en perdigones de metralla y en pinturas antioxidantes. También es usado
en colorantes para base de pintura y barnices (blancos: albayalde, cerusa y amarillos),
como acetato de plomo en la industria cosmética, como arseniato en insecticidas

agricolas, como carbonato en el estudio de huellas dactilares.

3.1. Efectos del plomo en el organismo

El plomo, es un metal toxico, el cual no tiene funcién biolégica en ningun sistema
enzimatico. El plomo desplaza al calcio de los érganos donde se encuentra, tal como
los huesos y dientes; y a su vez altera las enzimas que requieren del calcio y del
magnesio (Goyer, 1989).

La exposicion al plomo produce trastornos metabdlicos en relacion directa a su
concentracion. Las alteraciones pueden llevar a la muerte y en grado variable puede



deteriorar la capacidad intelectual, alterar el comportamiento, bloquear Ila
hematopoyesis, causar neuropatia periférica y toxicidad renal (Witzmann et al., 1999).



Il. INTRODUCCION

El plomo es un metal que produce nefrotoxicidad luego de una acumulaciéon por una
exposicion prolongada, la cual estd asociada con el dano a tdbulo proximal,
caracterizado por aminoaciduria, fosfaturia y glicosuria (Goyer, 1989). Recientes
reportes indican que la exposicion aguda al plomo estd asociada al dafo renal. Este
dano esta caracterizado por lipoperoxidaxion e incremento de la actividad de enzimas
antioxidantes en tubulo proximal (Othman y Missiry, 1998; Daggett et al., 1998;

Witzmann et al., 1999), lo que se cree que precede a un dafo renal irreversible.

El mecanismo mediante el cual el plomo produce dario renal no esta bien caracterizado
pero existe una relacién con el estrés oxidativo, el cual se presenta en humanos (Ito et
al., 1985; Hunaiti y Soud 2000, Sagawara et al., 1991) y en animales de
experimentacion (Adonaylo y Oteiza, 1999; Correa et al., 1999; Ercal et al., 2000). En
estudios in vitro se observd la produccion de ERO en células endoteliales de aorta
(Vaziri y Ding, 2001) y en astrocitos de hipocampo de rata (Cabell et al., 2004)

expuestos a plomo.

En algunos modelos de exposicion a plomo, se encontré6 que con una mezcla de
antioxidantes muestran una disminucion en el estrés oxidativo en cerebro de ratas
perinatales (Antonio-Garcia y Masso-Gonzalez, 2008). El acido ascobico protege de la
apoptosis neurodegenerativa en ratas expuestas a acetato de plomo (Jung-Mi et al.,
2007). Los curcuminoides son capaces de evitar la disminucién de la memoria (Dairam
et al.,, 2007) y la DMTU normaliza la presién arterial y el estrés oxidativo en ratas

intoxicadas con plomo (Ding et al., 2001).



lll. HIPOTESIS

Si el plomo genera radicales libres que son dafinos a las células y los antioxidantes
reaccionan con los radicales libres, entonces, los antioxidantes evitaran el dafo en las

células LLC-PK1 ocasionado por el acetato de plomo.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tienen algunos antioxidantes sobre la toxicidad inducida por el

acetato de plomo en células LLC-PK1.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer el modelo de toxicidad del acetato de plomo en células LLC-PK1.

2. Caracterizar el afecto de antioxidantes sobre la viabilidad de células LLC-PK1 en el
modelo de toxicidad por acetato de plomo.

3. Caracterizar la participacion del estrés oxidativo en el modelo de toxicidad por

acetato de plomo en células LLC-PK1.



VI. METODOLOGIA

1. Materiales

El acetato de plomo, acido acético al 96% de JT Baker (México), Medio
Dubelco’s Eagle Modificado (DMEM), Suero fetal bovino certificado, Tripsina-EDTA
0.25% de Gibco (N.Y, EUA), Piruvato, N-acetil cisterna, Acido ascérbico, Curcumina,
Ebselen, DMTU, Tempol, Glutaraldehido 25%, Cristal violeta 91.3%, bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolio (MTT), &cido clorhidrico, dihidrorodamina 123 de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), células LLC-PK1 de ATCC (EUA). S-alil

cisteina y s-alil-mercaptocisteina fueron proporcionadas por la Dra. Perla D Maldonado.
2. Cultivo de las células LLC-PK1

Los estudios se realizaron en una linea celular de tubulo proximal bien caracterizada y
ampliamente utilizada (LLC- PK1). Las células se cultivaron en cajas Petri de 10 cm con
medio DMEM vy suero fetal bovino al 10% y se mantuvieron a 37°C en una atmosfera de
O, con 5% de CO.. Las células se subcultivaron dos veces por semana después de que
alcanzaron el 80% de confluencia. Para ello, las células se lavaron con amortiguador de
fosfatos y se desprendieron con tripsina al 0.25% para hacer la transferencia a nuevas
cajas Petri. Para realizar los experimentos, las células se sembraron en cajas de 96
pozos y los experimentos se realizaron cuando alcanzaron la confluencia, usualmente 1

a 2 dias después.

3. Tratamiento con antioxidantes

Después de sembrar las células en las placas de 96 pozos y transcurridas 24h, se
incubaron o no 6 h con el antioxidante (preincubacién). Posteriormente se cambio el
medio por antioxidante, acetato de plomo o ambos, dependiendo del grupo. Todas las
soluciones se prepararon en medio DMEM con suero fetal bovino (SFB) al 1%
(DMEM/SFB 1%). Los grupos utilizados son los siguientes:

10



24 h con medio DMEM/SFB 1%

24h con acetato de plomo (AcPb)

6h de preincubacién con antioxidante + 24h con DMEM/SFB 1%
6h de preincubacion con antioxidante + 24h con antioxidante

6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb

6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb y antioxidante

N o ok~ e b~

24h con AcPb y antioxidante

Los antioxidantes utilizados fueron: curcumina (Cur) [1, 10 uM], acido ascérbico (Asc)
[0.2, 2 mM], s-alil-cisteina (Sac) [2, 20 mM], s-alil-mercaptocisteina (Samc) [50, 500
uM], piruvato (Pir) [1, 10 mM], N-acetil-cisteina (Nac) [1, 10 mM], Ebselen [2-fenil-1,2-
benzisoselenazol-3(2H)ona] (Ebs) [0.1, 1 uM], Dimetil tiourea (Dmtu) [0.2, 2 mM],
Tempol [4-hidroxi-2 ,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy] (Tem) [4, 40 uM].

Al finalizar el ensayo se determiné la viabilidad y la cantidad de peroxinitrito presente.
Los ensayos se realizaron por triplicado (n de 3) y se repitieron al menos en 3
ocasiones. Las graficas se realizaron con los promedios de todos los ensayos.

4. Determinacion de la viabilidad celular

4.1. Reduccion de MTT

Se adicion6 MTT a las células, 4 h antes de que concluyera el tratamiento
correspondiente, a una concentracion final de 0.2 mg/mL. EIl MTT es reducido a
formazan de MTT (1-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-3,5-difenilformazan) en las mitocondrias de
células vivas por el sistema de deshidrogenasas. El MTT es de color amarillo, soluble
en agua y su forma reducida, formazan de MTT, es de color parpura e insoluble en
agua. Una vez terminado el tiempo de incubacién se lavaron las células con PBS para
eliminar el MTT no reducido. El formazan de MTT contenido en las células se disolvid

en una solucién de isopropanol acido (HCI 1% en isopropanol). La concentracién de

11



formazan de MTT es proporcional al numero de células vivas y se midid
espectrofotométricamente a 570 nm.

4.2. Tincion con cristal violeta

Una vez terminado el tratamiento a las células, se eliminé el medio de cultivo que
contenian los pozos y se lavaron con PBS para eliminar las células muertas. Las células
se fijaron con glutaraldehido al 1.1%, se incubaron con cristal violeta durante 15
minutos y se lavaron con agua corriente hasta que el agua salié clara. Se dejaron secar
al aire libre y se adicioné acido acético al 10% para disolver el colorante. Se determiné
la absorbancia a 595 nm. El cristal violeta es un colorante que se une inespecificamente
a las proteinas, por lo que hay una relacién directa entre la cantidad de proteina medida

por este colorante y el niumero de células.

5. Evaluacion del estrés oxidativo

Cuantificaciéon de peroxinitrito (oxidacion de dihidrorodamina).

Al término del ensayo, las células se lavaron 2 veces con PBS. Se les adicion6 una
solucién de dihidrorodamina 123 50 uM en PBS y se incubdé por 3 h a 37°C. Se
determiné la absorbancia a 500 nm en un lector de microplacas y se calculé la cantidad
de peroxinitrito (Em=78000 M cm™). El peroxinitrito oxida a la dihidrorodamina 123 a
rodamina. La dihidrorodamina no absorbe a 500 nm pero la rodamina si absorbe
(Haddad et al., 1994).
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Vil. RESULTADOS

1. Modelo de toxicidad por acetato de plomo en células LLCPK1

En la figura 1 se observan las curvas de dosis-respuesta para el AcPb, con 2 métodos
diferentes para medir la viabilidad (reduccién de MTT vy cristal violeta). Utilizando el
método de MTT la CLsp es de 1.2 uM y con el método de cristal violeta la CLso es de 2
uM. En ensayos subsecuentes se utilizd el método de cristal violeta y la concentracion
de 1.5 uM.

150+

)

—_

o

o
1

Prom + EE

Viabilidad

% (

50

Log [uM]

Figura 1. Toxicidad por acetato de plomo en células LLC-PK1. Viabilidad medida por MTT (CLso=1.2 uM)
y cristal violeta (CLsp=2 uM). % de Viabilidad (Prom+E.E.) n=9.

2. Efecto de los antioxidantes sobre la toxicidad por acetato de plomo en células
LLCPK1

El grupo con AcPb (grupo 2 [24h con acetato de plomo]) presenta una viabilidad de
aproximadamente 70% respecto al grupo control (grupo 1 [24 h de medio DMEM/SFB
1%]), en todos los experimentos realizados. En los grupos controles de exposicién a
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antioxidante (grupos 3 [6h de preincubaciéon con antioxidante + 24h con DMEM/SFB
1%] y 4 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con antioxidante]), se observa una

viabilidad semejante a la del control, en todos los experimentos realizados, con todos
los antioxidantes utilizados (Figuras 2, 3, 4,5y 6).

La Cur y el Asc en las concentraciones utilizadas, no previenen (grupo 5 [6h de
preincubaciéon con antioxidante + 24h con AcPb]) ni protegen (grupos 6 [6h de
preincubacién con antioxidante + 24h con AcPb y antioxidante] y 7 [24h con AcPb y
antioxidante]) a las células LLC-PK1 expuestas al AcPb (Figura 2).

Cur 1uM Cur 10uM
= b b b
8% 1004 = = = b p
T+ a
=§ a a a a
| a ab
> % 501
0_ S— [ —
Cur 6h - -+ o+ o+ o+ -+ 4+ o+ 4
Cur 24h - - -+ -+ o+ -+ + 4+
AcPb24h - + - - 4+ 4+ + - - + + o+
Asc 0.2mM Asc 2mM
B 150+ | 1 |
b b
T b ] i = b
Sl 1009 = =
=; a a a a
=5 a
E& ab a
> ¥ 50+
0_ — 1 [ R —
Asc 6h - -+ o+ 4+ o+ + 4+ o+ o+ -
Asc 24h S T S S T S S
AcPb24h - + - - 4+ + 4+ -+ o+ 4+

Figura 2. Efecto de la curcumina [Cur] (A) y del acido ascérbico [Asc] (B) en la toxicidad por AcPb. % de

Viabilidad (Prom+E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-andlisis de Bonferroni. ®P<0.05 vs grupo control,
®P<0.05 vs grupo de AcPb.
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La Sac y la Samc en las dos concentraciones utilizadas, no previenen (grupo 5 [6h de
preincubacién con antioxidante + 24h con AcPb]) la muerte de las células LLC-PK1
expuestas al AcPb (Figura 3). La Sac 2 mM protege parcialmente solo cuando se
preincuba con antioxidante y luego se coincuba con el antioxidante y el AcPb (grupo 6
[6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb y antioxidante]) (Figura 3A). La
Samc 50 uM protege parcialmente cuando se preincuba o no con antioxidante y luego
se coincuba con el antioxidante y el AcPb (grupos 6 [6h de preincubacion con
antioxidante + 24h con AcPb y antioxidante] y 7 [24h con AcPb y antioxidante]). La
Samc 500 uM protege totalmente cuando se coincuba con el antioxidante y el AcPb
(grupo 7 [24h con AcPb y antioxidante]) (Figura 3B).

150 Sac 2mM Sac 20mM
A | 1 |
b b b
gﬁ b T T T __E_
:EL: 100+ = ] ]
=E a a
8< - &
=% 50-
O_ — — 1 —
Sac 6h - -+ o+ 4+ o+ -+ o+ o+ 4
Sac 24h - - -+ -+ o+ -+ -+t
AcPb24h - + - - + + + -+ o+ o+
150~ Samc 50uM Samc 500uM
B | | |
b
EER b _-.b-_ L b —
S 007 a,b ab ] b
E g a ; a a
8< a
> 50-
0_ — 1 1 —
Samc 6h T S S T S
Samc 24h - -+ -+ 4+ -+ -+
AcPb24h - + - - + + + - - 4+ + 4+

Figura 3. Efecto de la S-alil cisteina [Sac] (A) y de la S-alil-mercaptocisteina [Samc] (B) en la toxicidad
por AcPb. % de Viabilidad (Prom+E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-analisis de Bonferroni. °P<0.05 vs
grupo control, °P<0.05 vs grupo de AcPb.
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El Pir y la Nac en las dos concentraciones utilizadas, no previenen (grupo 5 [6h de
preincubacién con antioxidante + 24h con AcPb]) la muerte de las células LLC-PK1
expuestas al AcPb (Figura 4). El Pir protege parcialmente cuando las células se
coincuban con el Pir y el AcPb (grupo 7) y protege totalmente cuando se preincuba con
el Pir 10 mM y luego se coincuba con el Pir 10 mM y el AcPb (grupo 6) (Figura 4A).

El Nac 10 mM protege totalmente cuando las células se preincuban o no y luego se
coincuban con Nac 10 mM y el AcPb (grupos 6 y 7). La concentracién de 1 mM de Nac
no protege (Figura 4B).

Pir imM Pir 10mM
A 150- | T |
_ b b b b b
881004 = == P EM
T a
=E a
8< 2
=% 50
0- 1 I — I 1
Pir 6h - -+ o+ 4+ o+ -+ o+ o+ o+ -
Pir 24h - - -+ -+ o+ -+ -+ o+
AcPb24h - + - - + + + - - 4+ + +
Nac 1mM Nac 10mM
B 150- | 1 |
b b b
= 2 2 b b b b
% w 100 —_— = —_
== a a
g: 2 2 2 2
= 50
0- _— 1 L 1 L _—
Nac 6h - -+ o+ o+ + + o+ +
Nac 24h - - -+ -+ 4 + -+ 4+
AcPb24h - + - -+ o+ o+ - - + o+ 4+

Figura 4. Efecto del Piruvato [Pir] (A) y de la N-acetil cisteina [Nac] (B) en la toxicidad por AcPb. % de
Viabilidad (Prom+E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-analisis de Bonferroni. ®*P<0.05 vs grupo control,
®P<0.001 vs grupo de AcPb.
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El Ebs y Tem en ambas concentraciones utilizadas y el Dmtu 2 mM previenen
parcialmente de la muerte celular por AcPb (grupo 5 [6h de preincubacién con
antioxidante + 24h con AcPb]) (Figura 5y 6). El Ebs, el Dmtu y el Tem no protegen en
ninguna de las concentraciones utilizadas, cuando se preincuba o no (grupos 6 y 7)

(Figura 5y 6). El Tem 4 uM al ser coincubado con el AcPb produce mayor muerte
celular que el AcPb solo (Figura 6).

Ebs 0.1uM Ebs 1uM
A 1507 I 1 1 |
b
To b ey b B
§Lj;l| 100 ) iy
=c
%é 2 a a 2
=% 504
0_ — 1 [ Py S—
Ebs 6h - -+ o+ 4+ 4 + + o+ o+
Ebs 24h S S L T
AcPb24h - + - - + + + - - + + +
Dmtu 0.2mM Dmtu 2mM
B 150+ | 1T |
b
o~ b b _E_ b —
w e = e
guiI 100+ )
E § a a @ a
8|c a
=% 504
O_ — — — —
Dmtu 6h - -+ 4+ o+ o+ + 4+ + O+
Dmtuz24h - - - + - + + - + - + 4+
AcPb24h - + - - + + + - - 4+ 4+ 4

Figura 5. Efecto del Ebselan [Ebs] (A) y de la Dimetil tiourea [Dmtu] (B) en la toxicidad por AcPb. % de

Viabilidad (Prom+E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-andlisis de Bonferroni. ®P<0.05 vs grupo control,
®P<0.01 vs grupo de AcPb.
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Figura 6. Efecto del Tempol [Tem] en la toxicidad por AcPb. % de Viabilidad (PromzE.E.) n=9. ANOVA
P<0.0001 y pos-andlisis de Bonferroni. *P<0.05 vs grupo control, °P<0.05 vs grupo de AcPb.

3. Efecto de los antioxidantes sobre la cantidad de peroxinitrito en la toxicidad
por acetato de plomo en células LLCPK1

El grupo con AcPb (grupo 2 [24h con acetato de plomo]) presenta una mayor
concentracion de peroxinitrito respecto al grupo control (grupo 1 [24 h de medio
DMEM/SFB 1%)]), en todos los experimentos realizados.

En los grupos controles de exposicion a antioxidantes (Cur, Asc, Nac 10 mM y Ebs)
(grupos 3 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con DMEM/SFB 1%] y 4 [6h de
preincubacidén con antioxidante + 24h con antioxidante]), se observa una concentracion
de peroxinitrito semejante a la del control, en todos los ensayos realizados. En el grupo
3 de Samc, Dmtu y Tem, se observa un ligero incremento del peroxinitrito. Para estos
mismos antioxidantes, en el grupo donde se preincuba 6 h y luego se incuba 24 h con el
antioxidante (grupo 4), se observa un nivel peroxinitrito igual al control (Figuras 8B, 10B
y 11). En los grupos 3 y 4 de Pir, y Sac se observa un ligero incremento de la
concentracion de peroxinitrito respecto al grupo control. En el grupo 4 de Nac 1 mM, se
observa un ligero incremento del peroxinitrito respecto al grupo control.
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La Cur y el Asc en las concentraciones utilizadas, no evita la formacion de peroxinitrito
(grupo 5 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb]) ni protegen de su
formacion (grupos 6 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb y
antioxidante] y 7 [24h con AcPb y antioxidante]) a las células LLC-PK1 expuestas al
AcPb (Figura 7).
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A | | |
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o 2 a & = 2 a a
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£t b b b b b
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0_ _— 1 1 — 1
Cur 6h - -+ 4+ o+ 4+ -+ 4+ o+ 4
Cur 24h - - -+ -+ o+ -+ -+ o+
AcPb24h - + - - + + + - - 4+ + +

B 5 Asc 0.2mM Asc 2mM
7 | 11 |
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Asc 6h - -+ 4+ o+ F + + o+ 4
Asc 24h - - -+ -+ o+ -+ -+ F
AcPb24h - + - - 4+ + + - - + + 4+

Figura 7. Efecto de la curcumina [Cur] (A) y del acido ascorbico [Asc] (B) en la cantidad de peroxinitrito
en la toxicidad por AcPb. Peroxinitrito [uM] (PromzE.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-analisis de
Bonferroni. ®P<0.05 vs grupo control, °P<0.001 vs grupo de AcPb.

La Sac 2 mM protege parcialmente contra la formacién del peroxinitrito cuando se

preincuba y luego se coincuba con Sac 2 mM y AcPb (grupo 6). La Sac no evita (grupo
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5 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb]) la formacién de peroxinitrito

con ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 8A).

La Samc protege parcialmente contra la formacion de peroxinitrito cuando se coincuban
las células con Samc y AcPb (grupo 7) (Figura 8B). La Samc no previene (grupo 5 [6h
de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb]) la formacion de peroxinitrito con

ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 8B).
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Figura 8. Efecto de la S-alil cisteina [Sac] (A) y de la S-alil-mercaptocisteina [Samc] (B) en la cantidad de
peroxinitrito en la toxicidad por AcPb. Peroxinitrito [uM] (Prom+E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-

analisis de Bonferroni. ®P<0.01 vs grupo control, °P<0.01 vs grupo de AcPb.

20



El Pir y el Nac 10 mM protegen parcialmente de la formacidn de peroxinitritos cuando se
preincuba o no y luego se coincuba con el antioxidante y el AcPb (grupos 6y 7) (Figura
9. El Pir y el Nac no evitan (grupo 5 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con

AcPb]) la formacién de peroxinitrito con ninguna de las concentraciones utilizadas

(Figura 9).
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Figura 9. Efecto del Piruvato [Pir] (A) y de la N-acetil cisteina [Nac] (B) en la cantidad de peroxinitrito en
la toxicidad por AcPb. Peroxinitrito [uM] (PromzE.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-analisis de Bonferroni.

®P<0.001 vs grupo control, °P<0.001 vs grupo de AcPb.
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El Ebs 1uM, el Dmtu 2 mM y el Tem a ambas concentraciones utilizadas evitan
parcialmente la formacién de peroxinitrito (grupo 5 [6h de preincubacién con
antioxidante + 24h con AcPb]) (Figuras 10y 11). El Ebs, el Dmtu y el Tem no protegen
(grupos 6 [6h de preincubacion con antioxidante + 24h con AcPb y antioxidante] y 7
[24h con AcPb y antioxidante]) de la formacidén peroxinitrito con ninguna de las

concentraciones utilizadas (Figuras 10y 11).
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Figura 10. Efecto del Ebselan [Ebs] (A) y de la Dimetil tiourea [Dmtu] (B) en la cantidad de peroxinitrito en
la toxicidad por AcPb. Peroxinitrito [uM] (Prom+E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-analisis de Bonferroni.
?P<0.001 vs grupo control, °P<0.05 vs grupo de AcPb.
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Figura 11. Efecto del Tempol [Tem] en la cantidad de peroxinitrito en la toxicidad por AcPb. Peroxinitrito

[uM] (Prom#E.E.) n=9. ANOVA P<0.0001 y pos-andlisis de Bonferroni. *P<0.01 vs grupo control,

®P<0.001 vs grupo de AcPb.
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VIil. ANALISIS DE RESULTADOS

La solubilidad del acetato de plomo en el medio impidi6 que se probaran
concentraciones mayores de 2 mM, por tal motivo, las curvas dosis respuestas no
presentan la parte final de la curva.

El método para medir viabilidad por cristal violeta fue el que se utilizé en los ensayos
con antioxidantes, debido a que presentd menores variaciones en todas las
concentraciones probadas. Estas variaciones probablemente ocurran por la generacion
de ERO por parte del acetato de plomo, las cuales pueden reaccionar con el MTT. Se
decidié utilizar una concentraciéon de 1.5 mM de acetato de plomo que genera una
toxicidad de aproximadamente 30%, es decir que la viabilidad respecto al control es del
70%.

Los antioxidantes curcumina y acido ascérbico no generan prevencién ni proteccién, lo
cual correlaciona con la cantidad de peroxinitrito presente. Es decir, la cantidad de
peroxinitrito no se modifica con respecto a la generada por el AcPb. A pesar de que
estos antioxidantes pueden eliminar ERO, el hecho de no conferir proteccion, sugiere
que se forman otros radicales derivados o0 no de los antioxidantes, que pueden
contribuir al dafo por el acetato de plomo.

Los antioxidantes s-alil cisteina y s-alil mercaptocisteina son capaces de proteger
parcialmente y piruvato y n-acetil cisteina protegen totalmente a las células LLC-PK1 de
la toxicidad por el acetato de plomo, pero no previenen el dafo. Es decir, necesita estar
presente el antioxidante para conferir un beneficio. Esto sugiere que no es suficiente el
antioxidante que pueda tomar la célula durante la preincubacion. El antioxidante debe
estar presente para reaccionar con los radicales que se forman durante la exposicion
con el acetato de plomo. Esta proteccion corresponde con la disminucion del

peroxinitrito.
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La proteccion total que observamos (utilizando piruvato y N-acetil-cisteina) indica que el
estrés oxidativo es un factor importante en la toxicidad por el acetato de plomo. Ademas
sugiere que los radicales H.O,, OH®, y O, se encuentran involucrados en esta

toxicidad.

Los antioxidantes Ebselen, DMTU y tempol son capaces de prevenir parcialmente la
muerte de las células y la formaciéon de peroxinitrito en la toxicidad por el acetato de
plomo. Esto sugiere que la cantidad de antioxidante captada por la célula en la
preincubacién evita parcialmente que los radicales que se forman dafen la célula. Se
ha descrito que Ebselen, DMTU y tempol son antioxidantes especificos contra H.O,,
OH’, y O," respectivamente. Lo cual sugiere que estos radicales se forman durante la
toxicidad con acetato de plomo. Cuando las células son expuestas a 24 h adicionales
con el antioxidante no produce proteccion, porque la coincubacion del antioxidante con
el acetato de plomo también es téxica. Probablemente la preincubaciéon de las células

con una combinacion estos antioxidantes pueda generar una prevencion mayor.

Este estudio es importante porque existe poca informacién sobre la participacion del
estrés oxidativo y los radicales que se forman por el plomo. El efecto del plomo en riidn
ha sido poco estudiado. El conocimiento sobre las caracteristicas del dafno que se
genera y las posibilidades que existen para evitar o disminuir el dafio que produce el

plomo contribuird para prevenirlo.
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IX. CONCLUSIONES

Se establecié el modelo de toxicidad por acetato de plomo en células LLCPK1. La CLsg
es de 1.2 uM por el método de reduccién de MTT y de 2 uM por el método tincién con

cristal violeta.

Los antioxidantes Ebselen, DMTU y tempol previenen parcialmente de la muerte celular

y del estrés oxidativo por acetato de plomo en las células LLCPK1.

Los antioxidantes S-alil cisteina y S-alil mercaptocisteina protegen parcialmente de la
muerte celular y del estrés oxidativo por acetato de plomo en las células LLCPK1.

Los antioxidantes piruvato y N-acetil cisteina protegen totalmente de la muerte celular y
del estrés oxidativo por acetato de plomo en las células LLCPK1.

El estrés oxidativo es un factor importante en el dafio generado in vitro por el acetato de

plomo y las ERO H.0,, OH®, y O," se encuentran directamente involucradas.
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