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1 Objetivo General.

Evaluar la capacidad antioxidante de nanoparticulas de Quitosan cargadas con glutation
reducido, utilizando cultivos organotipicos de higado de rata expuestos a etanol, para comprobar
el mejoramiento de la viabilidad celular a través de la utilizacién biomarcadores asociados con el
estrés oxidativo.

1.1 Objetivos Particulares

e Elaborar Nanoparticulas de Quitosan y de Quitosan con Glutatién reducido a través de la
técnica de Gelacién lonotrépica, para mejorar la biodisponibilidad de dicho antioxidante.

e Caracterizacion de las Nanoparticulas utilizando las técnicas de dispersion dinamica de la
luz, y evaluacion del porcentaje de encapsulacion para determinar una estimacién del tamario
promedio y posteriormente elaborar la concentracion a utilizar en los cultivos organotipicos.

e Estimacion de la concentracion citotoxica de Etanol en cultivo organotipico de higado de
rata Wistar para seleccionar la concentracion en la que la viabilidad celular se encuentre
al redor del 70 % la cual sera la utilizada para comprobar la capacidad antioxidante de
nanoparticulas de Quitosan cargadas con glutatién

e Comprobar la capacidad antioxidante de las Nanoparticulas de Quitosan con Glutation
mediante la estimacién de parametros asociados al estrés oxidativo como, cuantificacion
de especies reactivas al acido barbitdrico, cuantificaciébn de proteinas, y prueba de la
actividad de catalasa.

2 Hipotesis

El etanol es un agente xenobidtico cuya actividad esta asociada a la induccion de estrés oxidativo
en tejido hepatico, entonces la citotoxicidad estimada en cultivos organotipicos hepéticos
expuestos a etanol se modificara en la exposicion con nanoparticulas con glutation

3 Justificacion

Las enfermedades hepaticas como cirrosis, carcinoma hepatico, higado graso tienen un origen
similar en las que la principal causa de estas patologias se asocia al consumo excesivo del
etanol, ya que en la biotransformacion de este compuesto se producen diversas especies
reactivas de oxigeno, que causan un incremento en el estrés oxidativo. Considerando que el
glutation es el principal antioxidante en el higado, y que cuando el desequilibrio 6xido reduccién
es amplio, la cantidad de GSH no es suficiente para restaurar el estado redox 6ptimo y que el
tripéptido solo es sintetizado de manera intracelular. En este trabajo consideramos que es
importante el estudio de sistemas innovadores nanoestructurados de Quitosan con GSH que
permitan mejorar la disponibilidad de este antioxidante, permitiendo su localizacion en la célula
desencadenando, su poder antioxidante y podra ser capaz de reducir la citotoxicidad de etanol.
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4 Introduccién

La nanotecnologia es un campo de las ciencias aplicadas dedicado al control y manipulacién de
la materia a una escala menor de un micrometro, es decir, a nivel de atomos y moléculas. Tiene
multiples aplicaciones, y cuando estos conocimientos y tecnologia se aplican a la salud, surge la
nanomedicina.

El objetivo de la nanomedicina se basa en el diagnéstico, terapia y prevencion de enfermedades
cuando se encuentran en etapas poco avanzadas, asi como el desarrollo de una terapia mas
personalizada. Otra de las posibles aplicaciones es la nanoterapia para la liberacién de farmacos.
Esta terapia permitira que al actuar de forma localizada, se podran disminuir las dosis del farmaco
ademas de tener un tratamiento mas personalizado, por lo que los dafios secundarios asociados
al tratamiento serian menores. ®

Impacto del alcohol en la salud

El abuso del alcohol es un problema importante de los paises occidentales. El consumo excesivo
de alcohol puede causar higado graso, fibrosis y hepatitis. En muchos pacientes, el consumo
continuo de alcohol causa cirrosis, o qgue aumenta significativamente el riesgo de desarrollo de
descompensacion hepatica, carcinoma hepatocelular y mortalidad @

La via méas importante del metabolismo del etanol es por la enzima alcohol deshidrogenasa que
en el higado podria inducir la generacion de especies reactivas del oxigeno (EROS) y generar un
desequilibrio en el sistema oxido reduccion del tejido del higado. El estrés oxidativo resultante
puede afectar a componentes celulares tales como lipidos, proteinas dafio al ADNy a la
membrana lipidica, debido al estrés oxidativo podria finalmente conducir a la muerte celular y
dafo tisular. El estrés oxidativo inducido por el alcohol en el tejido hepatico podria promover la
inflamacion hepatica. @ @

Glutation

El glutatién es actualmente uno de los antioxidantes mas estudiados. Esto es probablemente
debido a que se sintetiza enddégenamente en todo el cuerpo y se encuentra basicamente en todas
las células, a veces en concentraciones bastante altas. Las investigaciones han destacado
muchos papeles en los que se utiliza, incluyendo la defensa antioxidante, la desintoxicacion de
xenobidticos electrofilicos, la modulacién de la transduccién de sefales reguladas redox, el
almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion de la proliferacién celular, la sintesis de
desoxirribonucleétidos, leucotrieno y metabolismo de las prostaglandinas. ©®

En el presente trabajo se evalué la capacidad antioxidante de nanoparticulas de Quitosan
cargadas con glutation reducido, sobre cultivos organotipicos de higado de rata los cuales fueron
expuestos en una concentracioén citotdéxica de etanol, dichos cultivos fueron monitoreados a
través de la viabilidad celular antes y después de la exposicién de nanoparticulas, para comprobar
gue estas, ingresan a la célula, libran el glutation y este genera su efecto antioxidante.
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5 Marco Tedrico
6 Historia de la Nanotecnologiay la Nanomedicina.

El ganador del premio Nobel de fisica de 1963, Richard Feynman, dio una conferencia, en 1959,
en la que mencioné la posibilidad de almacenar los 24 tomos de la Enciclopedia Britanica en la
cabeza de un alfiler, de crear micromaquinas capaces de viajar a través del cuerpo humano, de
manipular, &tomo por atomo, la sintesis de materiales de nueva creacion, y algunas otras ideas
que en aquel tiempo eran dificiles de concebir ©

La Nanotecnologia tiene sus fundamentos en ideas y conceptos lanzados a lo largo de la segunda
mitad del siglo XX y que cristalizaron a finales en la década de 1980. El término “Nanotecnologia”
fue acufado por el Profesor Norio Taniguchique en 1974 en una conferencia sobre Ingenieria de
la Produccion. Segun su definicion la Nanotecnologia era la tecnologia necesaria para poder
fabricar objetos o dispositivos con una precision del orden de 1 nm. En la década siguiente se
fue fraguando una definicién que afirmaba que la Nanotecnologia era “la tecnologia donde las
dimensiones o tolerancias son en el rango de 0.1 a 100 nm”

Esta definicion se ha seguido manteniendo por parte de la comunidad cientifica y se conoce como
aproximacion top-down (de arriba hacia abajo, de lo grande a lo pequefio). Un concepto
alternativo irrumpié en 1986 cuando Eric Drexler propuso construir objetos mas grandes a partir
de sus componentes atémicos y moleculares. Esta aproximacion se conoce como bottom-up (de
abajo hacia arriba). En la actualidad se usa la terminologia de Nanotecnologia Molecular para
describir esta aproximacion ®

La nanomedicina se puede definir como la monitorizaciéon, reparacion, construccion y control de
los sistemas bioldgicos humanos utilizando nanodispositivos y nanoestructuras disefiadas a nivel
molecular. Aunque esta definicion todavia parece bastante amplia y abarcadora, esta claro que
esta definicion se basa en el disefio, la sintesis y la evaluacién de los nanomateriales en medicina.
Los materiales nanoestructurados béasicos, las enzimas de ingenieria y los muchos productos de
la biotecnologia seran enormemente Utiles en aplicaciones médicas a corto plazo ©

Una parte de la nanomedicina es el desarrollo de nanomaquinas y nanorobots médicos
controlados o programables. Tales maquinas microscopicas fueron hipotetizadas por primera vez
por el fisico ganador del Premio Nobel Richard Feynman en 1959, y mas tarde fueron descritas
detalladamente por K Eric Drexler en sus populares libros Motores de la creacion (1986) y
Unbounding the Future (1991), y en su mas reciente nanosistemas de libro técnico: Molecular
Machinery, Manufacturing y Computation (1992) %

Si bien a menudo nos centramos en el futuro del campo de la nanomedicina, es igualmente
importante considerar su pasado. A continuacién hay una lista de fechas criticas en el campo de
la nanotecnologia, y el surgimiento de la nanomedicina a partir de la nanotecnologia

e 1959 Richard Feynman ofrece una charla en la que se describe la construccion de
maquinas moleculares con precision atomica, que se cree que es la primera vez que se
propone la nanotecnologia como una iniciativa de investigacion que podria revolucionar
la ciencia.

e 1974 Norio Taniguchi (1974) utiliza el término "nanotecnologia" en el trabajo sobre el
mecanizado de ionizacion por chisporroteo.

e 1986 Se inventa el microscopio de fuerza atébmica que posteriormente ha permitido un
control sin precedentes sobre el disefio y la caracterizacion de nanomateriales.

e 1987 Primer simposio universitario "Explorando la nanotecnologia” el 20 de enero en el
Instituto Tecnoldgico de Massachusetts, Cambridge, MA, EE. UU.

e 1988 Primer curso universitario en la Universidad de Stanford, Palo Alto, CA, EE. UU.
"Nanotecnologia e ingenieria exploratoria".
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e 1990 Se publica la primera revista de nanotecnologia llamada Nanotecnologia.

e 1996 Primera conferencia de nanobiotecnologia realizada por International Business
Communications "Enfoques biolégicos y nuevas aplicaciones para la nanotecnologia
molecular" del 9 al 10 de diciembre de 1996, en San Diego, California, EE. UU.

e 1998 Primer estudio que demuestra un aumento del crecimiento tisular en
nanoestructuras en comparacion con los materiales actualmente utilizados

e 2000 EI presidente de los EE. UU., Clinton, anuncia la Iniciativa Nacional de
Nanotecnologia de los EE. UU.

e 2003 Audiencias del Congreso sobre las implicaciones sociales de la nanotecnologia.

e 2006 Como reflejo del interés mundial en la nanomedicina, se cre6 la primera revista
internacional en nanomedicina: International Journal of Nanomedicine. 9

Gracias a las herramientas proporcionadas por la nanotecnologia, estan surgiendo
grandes avances en el tratamiento de diversas enfermedades, tales como cancer, enfermedades
neurodegenerativas, autoinmunes, cardiovasculares. Probablemente una de las aplicaciones
mas extendidas en el campo de la terapia, se trata del uso de nanoparticulas como vehiculos
transportadores para la liberacién controlada de farmacos. La encapsulacion de determinados
farmacos en sistemas nanométricos ha demostrado en muchos casos mejorar la estabilidad,
solubilidad y biodistribucion del mismo. En algunos casos incluso se puede llegar a dirigir el
farmaco hasta el 6rgano diana donde se quiere actuar de una manera mas efectiva. De esta
manera se consiguen medicamentos mas efectivos y se va a requerir una menor dosis de
farmaco, disminuyendo por tanto los posibles efectos secundarios y mejorando la calidad de vida
del paciente. @9

Con los avances tecnoldgicos de los ultimos afios, las nanoparticulas han demostrado poseer un
enorme potencial para su aplicacion clinica. De esta manera surge una nueva disciplina
denominada nanomedicina, que puede definirse como la rama de la medicina que aplica el
conocimiento y las herramientas de la nanotecnologia para tratar y prevenir enfermedades. 2

7 Definicion de Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NP) son definidas como dispersiones particuladas solidas pueden imitar o
alterar procesos biolégicos por lo que su uso en la medicina podria dar solucion a viejos
problemas asociados con la solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad
de muchos de los medicamentos de uso tradicional **

Las nanoparticulas utilizadas en la administracion de farmacos para terapia o para diagnoéstico
son solidos coloidales que varian su tamafio de 2 nm a 1000 nm. Sin embargo, particulas mayores
de 200 nm no son muy utilizadas debido a que pueden activar el sistema inmunolégico y ser
aclaradas en la sangre por las células Kupffer. Pero deben de ser suficientemente grande para
evadir la filtracién directa por los rifiones (>5 nm). @4

Por lo tanto, las nanoparticulas que oscilan entre los 10 y 100 nm poseen el tamafio mas
adecuado para alcanzar una distribucion éptima en los sistemas in vivo. Ademas, la mayoria de
las nanoparticulas sintetizadas para transportar farmacos tienen una forma esférica
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Figura 1 Escala Nanométrica que relaciona el tamafio de algunos tipos de nanoparticulas y diferentes estructuras
(https://www.ecoportal.net/paises/internacionales/nanoparticulas-un-veneno-que-no-se-ve/)

8 Ventajas del uso de nanoparticulas

Las ventajas de usar nanoparticulas como sistema de entrega de diferentes farmacos son las
siguientes:

1. Tamafio de particula y caracteristicas superficiales de las nanoparticulas pueden manipularse
facilmente para lograr tanto la localizacién pasiva como activa del farmaco después de una
administracién parenteral.

2. Controlan y mantienen la liberacion del farmaco durante el transporte y en el sitio de
localizacién, alterando la distribucion del farmaco y en consecuencia la eliminacion posterior del
mismo por lo que se logra un aumento en la eficacia terapéutica del farmaco y reduccién de
los efectos secundarios.

3. La liberacién controlada y las caracteristicas de degradacion de las particulas, pueden ser
facilmente moduladas por la seleccion de los constituyentes de la matriz. La carga del farmaco
es relativamente alta por lo que pueden ser incorporados en los sistemas nanoparticulados sin
ninguna reaccion quimica; este es un factor importante para preservar la actividad del Farmaco.

4. La orientacién especifica del sitio de accion, se puede lograr mediante la unién de ligandos
dirigidos a la superficie de las patrticulas.

5. Los sistemas se puede usar para varias rutas de administracion incluyendo oral, nasal,
parenteral, intraocular. 6)

9 Tipos de nanoestructuras

Las propiedades fisicas y quimicas de la materia cambian a escala nanométrica, lo que se traduce
en comportamientos diferentes en cuanto a la conductividad eléctrica, conductividad térmica,
resistencia, elasticidad y biocompatibilidad con respecto a las escalas convencionales conocidas
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9.1 Nanoparticulas

Son particulas con un didmetro entre 1 y 1.000 nm, que pueden ser nanoesferas o nanocapsulas
Estan compuestas por polimeros biodegradables y tienen la capacidad de llevar farmacos o
diferentes elementos en su interior, repartirlos y acumularlos en sitios blanco; ademas, tienen una
penetracion directa en redes capilares gracias a su pequefio tamafio *”

Membrana Polimérica

Farmaco

Matriz
Polimérica

N: for: > Nucleo interno
aliestera, Nanocapsula

Figura 2 Principales nanoparticulas poliméricas: Nanoesferas y nanocapsulas 8

9.2 Micelas poliméricas

Son particulas formadas por uniones de polimeros “anfifilico”. Las micelas tienen la capacidad de
encapsular moléculas como lipidos, antimicrobianos, antioxidantes y vitaminas, los cuales no son
solubles o0 son pocos solubles en agua y con ayuda de las micelas logran serlo; ademas, permiten
minimizar su eliminacién por el sistema reticuloendotelial. Pueden ser usadas potencialmente en
el tratamiento de tumores, pues su rica irrigacion facilita que estas particulas liposolubles
traspasen las membranas celulares con mayor facilidad y en mayor cantidad hacia dichos blancos
terapéuticos 9

Figura 3 Micela polimérica 0
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9.3 Liposomas

Son vesiculas artificiales, individuales o multilaminares (a base de lecitinas u otros lipidos) en
escala nanomeétrica formadas por hidratacion de fosfolipidos que, al igual que las micelas, pueden
incorporar en su interior diferentes componentes, aun en mayores cantidades. La composicion
de las membranas puede ser muy diversa, lo cual es una ventaja a la hora de encapsular
moléculas hidrofilicas o hidrofébicas. Se utilizan para la entrega de moléculas o complejos
biolégicos moleculares, como en la administracion de farmacos y la transferencia de genes. Los
liposomas también se han utilizado para estudiar las membranas y sus proteinas. ¢

Figura 4 Micela polimérica 29

Una ventaja adicional, valorada ultimamente, es la adicion de ligandos a la superficie de la micela,
lo que genera especificidad hacia los diferentes blancos. Una preparacion que se ha desarrollado
recientemente es la union de farmacos insolubles en agua, localizandolo en el centro hidréfobo,
y la colocacion de ligandos en el manto hidrofilico, lo que ha mejorado la captacién del
medicamento por el blanco terapéutico, disminuyendo la necesidad de este para un mismo efecto
deseado. @??

9.4 Quantum dots
Son cristales fluorescentes que pertenecen a la escala nanométrica y producen luz cuando son

excitados. Esta caracteristica los hace muy utiles cumpliendo la funcién de marcador biolégico
(23)

Figura 5 Quantum dots @4
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9.5 Dendrimeros

Son estructuras poliméricas, pero a diferencia de las micelas, sus unidades de transporte no se
encuentran en el centro, sino que estan conformados por un sistema de ramificaciones perfectas,
el cual utiliza para el transporte de diferentes componentes; estas ramificaciones le permiten tener
una mayor capacidad de carga. Gracias a ello, ademas de ser utilizado en el campo de la
oncologia, se ha potenciado también como elemento de transporte de medio de contraste y otros
elementos radioterapéuticos.

Niucleo

Unidades de
ramificacion

Grupo funcional
de la superficie

Figura 6 Estructura general de un dendrimero @

9.6 Nanotubos de carbono

Son estructuras tubulares compuestas por atomos de carbono de didmetro nanométrico que se
componen también de varias laminas de diferentes materiales enrolladas sobre si mismas. A su
vez, los nanotubos pueden ser monocapa (un solo tubo) o multicapas (varios tubos), uno dentro
de otro. Esta configuracién le da a la estructura mayor dureza y flexibilidad, a comparacién de los
materiales conocidos actualmente, tanto asi que puede tener mayor dureza y resistencia que un
diamante, a pesar de tener la misma compaosicién quimica. Los nanotubos pueden utilizarse como
nanopinzas o nanoestructuras.

e Nanopinzas: la unién de dos nanotubos gque se someten a cambios de voltaje genera
una modificacion estructural que, segun su disposicion, crea movimientos de apertura o
cierre, dando opcion de modificar particulas a nanoescala con estas pinzas.

e Nanoestructuras: dada las caracteristicas fisicas generadas por los nanotubos, se ha
logrado el desarrollo de materiales como mallas y materiales quirargicos de alta
resistencia y durabilidad, bajo la manipulacién y unién de los nanotubos. %
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Figura 7 Diversas estructuras de Carbono @7

10 Métodos de preparacion de nanoparticulas

Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias, las
aproximaciones de arriba hacia abajo (Top-Down) y las de abajo hacia arriba (bottom-up). La
primera consiste en la division de sélidos masicos en porciones mas pequefas. Este enfoque
puede involucrar la molienda o el desgaste, métodos quimicos, y la volatilizacién de un sélido
seguido por la condensacién de los componentes volatilizados. La segunda aproximacion, de
abajo hacia arriba, consiste en la fabricacion de nanoparticulas a través de la condensacién de
atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa o en solucion. Este Ultimo enfoque es
mucho mas popular en la sintesis de nanoparticulas. El soporte da estabilidad a las
nanoparticulas, ademas de que les puede conferir propiedades especificas

La aproximacién de arriba hacia abajo, requieren de instrumentacion compleja y complicada, lo
cual los hace costosos, por tanto, muchas veces se prefieren los métodos que utilizan la
aproximacion de abajo hacia arriba. Existen diversos métodos que utilizan la aproximacion de
abajo hacia arriba para la sintesis de nanoparticulas, los mas empleados son aquellos que utilizan
procedimientos quimicos. Por lo general, inician con la reduccién de los iones metalicos a atomos
metalicos, seguido por la agregacion controlada de estos &tomos. EI método quimico es el mas
conveniente para la obtencion de nanoparticulas uniformes y pequefias. @9

10.1 Nanoemulsiones con el método de alta energia.

En la produccién de emulsiones muy finas formadas por procesos "top-down" (reduccién del
tamafo mediante procesos mecanicos), se requieren altas densidades energéticas, aplicandose
fuerzas externas a las mezclas agua- aceite -tensoactivo para deformar, romper grandes gotas
para reducirlas de tamafo. Especificamente, en los métodos “top-down”, el tamano y la
polidispersidad de las gotas de las nanoemulsiones dependen de la energia aplicada durante el
proceso de emulsificacion, del tiempo durante el cual se aplica la energia, y de los componentes
gue la forman, especialmente de la relacion surfactante/fase dispersa. Entre los equipos de
dispersibn mas eficaces para producir nanoemulsiones estan los homogeneizadores de alta
presién, molinos coloidales y los generadores de ultrasonido. La energia que suministran estos
equipos produce suficiente cizalla para romper las gotas de la emulsion en otras mas pequefias.
Dentro de las caracteristicas esperadas se encueran: una alta eficiencia de encapsulacion,
turbidez baja, alta biodisponibilidad y una alta estabilidad fisica. ®
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En el caso de ultrasonido, este proceso ha ganado interés y popularidad entre los diferentes
sectores industriales debido a su eficiencia energética, bajo costo de produccién, y por ser un
sistema de manejo de control de variables relativamente facil. Algunos ejemplos son la
elaboracion de nanoemulsiones dirigidas a encapsular componentes bioactivos, nutracéuticos,
aditivos, sabores, compuestos vitaminicos, productos de interés farmacéuticos.

La emulsificacion por ultrasonido involucra la produccién de ondas acusticas (frecuencias
mayores de 20 kHz) que se propagan a través del liquido alternando ciclos de alta presion y baja
presion (cavitacion) seguidos de la disrupcion de las gotas bajo por el efecto de cavitacion
desarrollado en el medio liquido.

10.2 Emulsificacion por evaporizacion del disolvente.

Se prepara una solucion del polimero y del compuesto activo en un solvente organico volatil
inmiscible o parcialmente miscible en agua, como el diclorometano o el acetato de etilo.
Posteriormente, la fase organica es emulsificada en agua mediante una agitacion intensa, que se
puede realizar por medio de un homogeneizador, por microfluidizacion o por ultrasonido; en
algunas ocasiones se emplea la presencia de un tensoactivo para estabilizar la emulsion.
Finalmente, el solvente organico se evapora (algunas veces a presiones reducidas, de acuerdo
a la estabilidad del principio activo que se esté atrapando), lo que causa que el polimero insoluble
en agua, precipite, formando nanoparticulas con el compuesto activo incluido. Estas se recuperan
por centrifugacion o filtracién y se resuspenden en agua para una posterior liofilizaciéon con el
objetivo de almacenarlas. En esta metodologia la cantidad de compuesto activo que se puede
atrapar se ve limitada tanto por la cantidad que se puede solubilizar en el solvente a emplear,
como por la afinidad del compuesto activo por el agua, ya que los compuestos que son altamente
hidrofilos pueden migrar hacia el agua, disminuyendo la cantidad que se atrapa dentro de las
nanoparticulas. 9

10.3 Sintesis de Nanoparticulas por Salting-Out

No utiliza disolventes clorados. Mediante esta técnica, se forma una emulsidon agua/aceite que
contiene polimeros, agua, acetona, acetato de magnesio, estabilizador (tensoactivo) y el
componente activo. Posteriormente se afiade agua hasta que el volumen es suficiente para
permitir la difusion de la acetona en el medio acuoso, lo que resulta en la formacién de
nanoparticulas. Esta suspension se purifica por filtracién de flujo transversal y liofilizacion. Sin
embargo, una desventaja de este procedimiento es que usa sales que son incompatibles con
muchos compuestos bioactivos. GV

10.4 Sintesis de Nanoparticulas por polimerizacion interfacial

Utiliza las ventajas de ciertos polimeros con rapida velocidad de polimerizacién. Utilizando ciertos
monomeros que se disuelven junto con el farmaco en eter de petréleo y etanol absoluto, se forma
una mezcla que luego lentamente es extruida a través de una aguja sobre una solucién acuosa
del surfactante. En este caso las nanoparticulas se forman espontdneamente por polimerizacion
del monémero después de iniciar el contacto con los iones presentes en el agua. La suspensiéon
coloidal resultante puede concentrarse por evaporaciéon a presion reducida. Algunos de los
polimeros utilizados en la obtencién de NP por este método son, poli (isobutilcianoacrilato)
(PECA), y poli (isohexilcianoacrilato). El polimero utilizado para formular las nanoparticulas
también afecta de manera importante a la estructura, propiedades y aplicaciones de las
particulas. Es asi que no existe un polimero Unico para todos los farmacos. Para cada farmaco,
hay que evaluar las propiedades del sistema (del farmaco y de las particulas formadas), y
determinar si es o no la formulacion éptima para una determinada via de administracion. La
concentracion y peso molecular del polimero a utilizar también afectaran a la formaciéon de
nanoparticulas. El peso molecular del polimero tiene efecto inverso sobre de tamafio y la
eficiencia de encapsulacion. Nanoparticulas, de aproximadamente 100 nm, se pueden preparar
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con polimeros de bajo peso molecular, sin embargo, a expensas de la reduccién de la eficiencia
de encapsulacion del farmaco. Un aumento de la concentracién de polimeros aumenta la
eficiencia de encapsulacion pero también el tamario de las nanoparticulas. ¢

10.5 Gelacién lonotropica.

Las nanoparticulas se forman de acuerdo a una aproximacion de tipo ‘bottom-up’ como resultado
de procesos de auto-asociacion o entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas
poliméricas se ordenan en estructuras nanoscoOpicas ya sea por interacciones inter o
intramoleculares de tipo covalente o no covalente. En estas nanoparticulas o nanoesferas el
farmaco puede ser atrapado o ligado a la matriz polimérica sélida. Entre las ventajas de este
sistema cabe destacar que evita el uso de altas temperaturas, solventes organicos o procesos
drasticos como la sonicacion, que unido a la naturaleza policatiénica del quitosano le confieren a
estos sistemas la capacidad para asociar de forma eficiente y preservar la estabilidad y
bioactividad de macromoléculas terapéuticas contra su degradacion.

El mecanismo propuesto para la formacién de nanoparticulas de quitosano-Tripolifosfato (TPP)
plantea que la gelificacion ionotrépica del quitosano ocurre por interacciones electrostaticas entre
productos de la disociacion del TPP en solucion acuosa (P3010 ~° y HP3010 ™), con los grupos —
NHs * del quitosano. El tamafio de particula de este sistema es muy sensible al pH y la fuerza
i6nica. A su vez, el efecto de otras condiciones preparativas y de las caracteristicas intrinsecas
del quitosano ha sido estudiado, con atencion a la composicion; peso molecular y grado de
acetilacion del quitosano. En general, el tamafio de particula en este sistema se ha observado
gue varia en un rango de 100 a 350 nm; el potencial zeta entre +20 y +50 mV e invariablemente
poseen una morfologia esférica de acuerdo a evidencia de microscopia de transmision
electronica y de fuerza atémica. Dichas caracteristicas, confieren a las nanoparticulas de
quitosano propiedades Optimas para la interaccion con diversos epitelios. ¢

10.6 Método de doble o multiple emulsién

Este método ha hecho posible encapsular compuestos hidréfilos. En primer lugar, un farmaco
hidrofilo y un surfactante se disuelven en agua. La emulsién primaria es preparada por la
dispersion de la fase acuosa en un disolvente organico que contiene un polimero disuelto. Se
trata entonces de una reemulsificacion con una nueva fase acuosa que contiene también
surfactante. Luego, el procedimiento de eliminacién de disolvente y recoleccion de las
nanoparticulas es similar a la técnica de emulsion simple. G

11 Caracterizacion de nanoparticulas

Para caracterizar los hanomateriales se han empleado diversas técnicas experimentales que
proporcionan informacion complementaria. La nanometrologia es la ciencia de las mediciones
realizadas en la escala de 10-9 unidades de medicion. Tradicionalmente esta disciplina ha sido
enfocada como tecnologia de manufactura de precision, sin embargo actualmente su papel ha
cambiado a un rol clave en el desarrollo de tecnologias emergentes aplicadas en campos de
suma importancia que incluyen: medicina, electrénica, energia, espacio, militar y otras. En
paralelo, las necesidades de medicion en esta escala han mostrado que el desarrollo de nuevas
técnicas de medicién con un enfoque cientifico interdisciplinario es clave para caracterizar las
propiedades de los sistemas en esta escala. Por lo tanto, el reto que presenta la hanotecnologia
para asegurar su potencial econémico es el desarrollo de medios seguros y cuantizables que
soporten la necesidad de medicién que esta nueva revolucion industrial requiere 3




11.1 Tamafo de particula

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio de particula son caracteristicas importantes
de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su distribucién in vivo, su destino
bioldgico, su toxicidad, su capacidad de direccion, ademas de influencias en la carga de farmaco
y en la estabilidad de las nanoparticulas. 9

11.2 Dispersién de luz dindmica.

Es una técnica no invasiva y bien establecida para medir el tamafio y distribucion de tamafio de
moléculas y particulas tipicamente en la region submicrométrica, y con la ultima tecnologia,
inferiores a 1 nm. Las aplicaciones tipicas de la dispersion de luz dinamica son la caracterizacion
de particulas, emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un liquido. El
movimiento Browniano de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz laser se
disperse en diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene
la velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamafio de particula utilizando la relacién
de Stokes-Einstein ¢4

A diferencia de la dispersion de luz estatica, para determinar el tamafio de las particulas la
dispersién de luz dinamica no tiene en cuenta la dependencia del angulo, sino la variacién de la
intensidad de dispersién en el tiempo. Al alcanzar las numerosas particulas que hay en una
suspension, la luz laser se dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa una direccién,
los haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una
intensidad de dispersion determinada.

Como consecuencia del movimiento Browniano, en donde las posiciones relativas de las
particulas varian constantemente entre si, cosa que también provoca cambios en las condiciones
de interferencia y en la propia intensidad de dispersion. Si las particulas se mueven rapidamente
(particulas pequefias), también se acelera la variacion de la intensidad de dispersion. Por el
contrario, las particulas lentas (grandes) llevan a variaciones mas lentas. ©°
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Figura 8 Dispersion de la luz ¢4




11.3 Microscopia

En la escala de nan6metros, técnicas de microscopia tradicional no pueden resolver las particulas
gue necesitamos observar. Por lo que acudimos a métodos mas poderosos como microscopia
electrénica de barrido (SEM, scanning electron microscopy en inglés, o MEB) o microscopia
electrénico de transmision (TEM, transmission electron microscopy en inglés, o MET) para ver
con claridad el mundo de nanoparticulas.

11.4 Microscopia electronica de barrido

El rayo de electrones con energia alta se produce proyectando electrones de un filamento, por el
uso de calor o un campo eléctrico, y luego acelerando los electrones a una alta energia. Cuando
el rayo de electrones hace contacto con la muestra, un numero alto de electrones secundarios de
energia baja son expulsados de la superficie de la muestra, y son acelerados a un detector. El
rayo mueve lentamente adelante y atras en la muestra para barrer el area de la muestra. (Este
movimiento es lo que da la técnica su nombre.) Durante el proceso de barrido, un detector mide
la cantidad de electrones que cada regién de la muestra emite, y usa esas mediciones para
construir una imagen. Regiones con rasgos mas proximos al detector tienen méas electrones
secundarios expulsados que van al detector, que corresponde a un area de colores mas claros
en la imagen construida. En cambio, las regiones que tienen valles son mas lejas del detector, y
apareceran mas oscuras porgue menos electrones secundarios llegan al detector de eses areas.

11.5 Microscopia electréonica de Transmision

El detector en TEM se localiza debajo de la muestra en vez de encima de la muestra. Eso requiere
gue el rayo de electrones pasa a través de (o transmite a través de) una muestra muy delgada.
Cuando el rayo de electrones pasa por la muestra, unos electrones hacen contacto con atomos
o electrones dentro del material y dispersan lejos del detector. El resto del rayo de electrones
hace contacto con el detector, haciendo algo que es esencialmente una imagen de la sombra de
la muestra. La ventaja por esta técnica en comparacion a SEM es la potencia por una resolucion
mucho mas alta. G®
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Figura 9 Diferencias entre Microscopia electronica de Transmision y Microscopia electrénica de barrido.
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11.6 Potencial Z.

El potencial zeta es una propiedad de los materiales que miden el potencial electrocinético en
sistemas coloidales. Desde un punto de vista fisico, el potencial zeta es el potencial eléctrico en
la doble capa interfacial; es decir que es el punto donde se unen la capa difusa y la de Stern. El
potencial zeta es la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa estacionaria
unido a la particula dispersada. Este valor puede ser medido de una manera muy simple, mientras
que la carga de la superficie y su potencial, no pueden medirse en los fluidos. ©”

La importancia del potencial zeta es: que su valor puede estar relacionado con la estabilidad de
las dispersiones coloidales. El potencial zeta indica el grado de repulsion entre particulas
adyacentes, cargadas en una dispersion. Para las moléculas y particulas que son lo
suficientemente pequefios, un alto potencial zeta le confiere estabilidad, es decir, la solucién o
dispersion se resistira a la agregacion. Cuando el potencial es bajo, se tiene atraccion entre las
particulas, y se forman floculos, en lugar de dispersion. Por lo tanto, los coloides de alto potencial
zeta se estabilizan eléctricamente, mientras que, los coloides con bajos potenciales zeta tienden
a coagular o flocular. También la estabilidad de las dispersiones depende del balance entre las
cargas(el)ectrostéticas repulsivas en la particula coloidal y las fuerzas de atraccion de van der
Waals ©8

11.6.1 Modelo de la doble capa

Se usa el modelo de la doble capa para visualizar la atmésfera i6nica en la proximidad del coloide
cargado y para explicar como actuan las fuerzas eléctricas de repulsion. Es posible entender este
modelo como una secuencia de etapas que ocurren alrededor de un coloide negativo. Los
contraiones de la capa de Stern y de la capa difusa son los que juntos se llaman la doble capa.
El espesor de esta doble capa depende del tipo y concentracion de los iones de la solucion. ¢
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12 Nanotoxicologia

La nanotoxicologia es una disciplina emergente que se puede definir como ciencia de ingenieria
nanodispositivos y hanoestucturas que se ocupan de sus efectos en organismos vivos. Estudios
recientes muestran la habilidad de los nanomateriales para pasar a través de las barreras
bioldgicas, alcanzar el torrente sanguineo y transportarse hacia 6rganos primarios y secundarios.
Dependiendo de las rutas de exposicion (inhalacion, ingestion o dérmica), los nanomateriales
muestran diversos patrones de biodistribucion, provocando diversos efectos como fibrosis, dafios
en el ADN y cancer. La nanotoxicologia actual se centra en estudios in vitro, estudios de
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toxicodinamica y estudios in vivo. La nanotoxicologia actual se basa en el paradigma de
exposicion dosis respuesta de las NP, segun el cual, la exposicion a NP con diversas
caracteristicas fisicoguimicas mediante la inhalacion, ingestion o a través de la piel puede derivar
en su distribucion a otros sistemas del organismo distintos del de entrada. “°
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Figura 11 Representacion del estudio de la nanotoxicologia. “9

13 Biomarcadores de exposicion.

Un marcador de exposicion puede ser un compuesto exdgeno (0 un metabolito) dentro del
organismo que refleja la exposicion de éste a un xenobidtico. El andlisis se realiza en fluidos
corporales (sangre y orina). En el caso de téxicos acumulativos, la dosis interna puede también
reflejar la cifra de agente toxico almacenado en uno o varios compartimentos corporales. Por
ejemplo, la concentracion de bifenilos policlorados (PCBs) en sangre refleja la cifra acumulada
en los principales o6rganos de depdsito (tejido graso). Bernard y Lauwerys dividen los
biomarcadores de exposicién en dos subgrupos: selectivos y no selectivos, basandose en la
especificidad de las pruebas de deteccidn. Los biomarcadores selectivos se basan en la medida
directa del toxico o sus metabolitos en fluidos biolégicos (p. ej. plomo en sangre) y los no
selectivos constituyen un grupo de indicadores inespecificos de exposicion (p.ej. tioéteres en
orina como indicadores de exposicion a sustancias electrdfilas y, por tanto, reflejo de la absorcion
de sustancias mutagénicas y cancerigenas). 4

14 Biomarcadores de Efecto

El biomarcador de respuesta o efecto es indicativo de cambios bioquimicos en un organismo
como resultado de la exposicidn a xenobidticos. Incluyen modificaciones en la composicion
celular sanguinea, alteraciones en actividades enzimaticas, aparicion de aductos del ADN,
incrementos localizados de ARN-m, aumento de determinadas proteinas, e incluso aparicion de
anticuerpos especificos (autoanticuerpos) contra un xenobiético o frente a fracciones celulares
(ndcleo, membrana, etc.).

15 Biomarcadores de susceptibiidad

Sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un xenobiético o grupo de
compuestos téxicos. Se deben generalmente a factores genéticos, reconocibles por estudios de
ADN y sus fragmentos de restriccion (RFLPs), clonado de genes e investigacion de polimorfismos
de actividades enzimaticas. Podemos distinguir dos tipos: marcadores de polimorfismos de
sistemas activadores, y marcadores de polimorfismos de sistemas detoxificadores. Los
marcadores de polimorfismos de sistemas activadores permiten la medida de actividad de los
enzimas del citocromo P-450. Los marcadores de polimorfismos de sistemas detoxificadores son
medidas de actividad de enzimas tales como la glutation-S-transferasa, la acetiltransferasa, la
sulfotransferasa, la glucuroniltransferasa o la paraoxonasa. “?




16 Citotoxicidad

La citotoxicidad se define como una alteracion de las funciones celulares bésicas que conlleva a
gue se produzca un dafio que pueda ser detectado. A partir de aqui, diferentes autores han
descrito pruebas in vitro para predecir los efectos téxicos de las drogas y los compuestos
guimicos, utilizando como modelos experimentales, cultivos primarios y 6rganos aislados como
lineas celulares establecidas.

En la actualidad, la toxicologia alcanza enorme trascendencia social debido al importante nimero
de sustancias quimicas comercializadas y su posible impacto sobre la salud publica y ambiental.
Ello ha conducido al desarrollo de estrategias de evaluacion de riesgos con fines normativos: es
el caso de la llamada “toxicologia reguladora”, rama dentro de la toxicologia que se dedica a la
legalizacién y armonizacion de todos los protocolos e informes de sustancias toxicas a partir de
normativas legales, disposiciones ministeriales por propia iniciativa o como cumplimiento de
recomendaciones o directrices de organismos internacionales los cuales producen un extenso
cuerpo legal de raiz toxicoldgica, ampliamente conocidas. Como justificacion de la toxicologia
alternativa, se suele dar el alto costo de los estudios in vitro y la presiéon de las sociedades de
proteccion de los animales de experimentacion. Dentro de la bateria de ensayos in vitro como
métodos de toxicologia alternativa Utiles y necesarios para el registro o solicitud de ensayos
clinicos de una sustancia dada se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de
detectar mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de
interferencia con estructura y/o propiedades esenciales para la supervivencia celular,
proliferacion y/o funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad de la membrana y del
citoesqueleto, metabolismo, sintesis y degradacioén, liberacion de constituyentes celulares o
productos, regulacion iénica y division celular. 3

17 Estrés Oxidativo

El oxigeno es un elemento que presenta un perfil con doble efecto fisioldgico; es esencial para el
desarrollo de la vida aerobia y posee efectos tdxicos inherentes a su estructura. Del oxigeno se
derivan moléculas inestables denominadas radicales libres que pueden causar dafio a nivel
celular, cuando se pierde el equilibrio entre dichas moléculas y el sistema de defensa antioxidante
gue poseen los seres vivos, generando asi lo que se denomina estrés oxidativo. Dicho
mecanismo posee una estrecha relacion con el desarrollo y evolucién de una gran variedad de
procesos degenerativos, enfermedades y sindromes. Su estudio se ha centrado principalmente
en el conocimiento de los mecanismos de su génesis y las formas de; atenuar, disminuir o
contrarrestarlas, por medio de los sistemas de defensa antioxidante que posee la célulay la forma
de controlar los radicales libres que se generan de forma normal en el organismo resultado de
algunos procesos celulares como el relacionado con el metabolismo oxidativo de la mitocondria,
proceso necesario para la obtencion de ATP. ¢4

17.1 Radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres se definen como atomos o moléculas que tienen un electrén desapareado el
cual les confiere inestabilidad éstos se forman normalmente durante el metabolismo celular,
Gerschman hablé por primera vez sobre la teoria de la toxicidad del oxigeno en 1945 en la cual
proponia que la toxicidad del oxigeno se debia a formas de oxigeno reducidas parcialmente.

Luego, Denham Harman propuso que los radicales libres jugaban un papel importante en el
envejecimiento. En 1969, McCord y Fridovih descubrieron la enzima superéxido dismutasa (SOD)
y dieron evidencia suficiente sobre la importancia de los radicales libres. En 1977, Mittal y Murad
mostraron evidencia de que el radical hidroxilo (-OH) activaba la formacion de segundos
mensajeros importantes para la célula, proponiendo la existencia de una coevolucion entre la
produccion de radicales libres y los procesos celulares. Se mostrd que a bajas concentraciones,
los radicales puede tener efectos benéficos en la célula jugando un papel importante en la
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respuesta a agentes infecciosos, vias de sefializacion celular, la senescencia y la apoptosis
celular y la induccion a la respuesta mitogénica, ademas de una sobre produccion de estos
radicales libres o especies reactivas de oxigeno (EROs) que producen estrés oxidativo, un
proceso deletéreo el cual puede producir cambios en la estructura celular (lipidos y membranas),
proteinas y ADN y puede inducir y mantener la oncogénesis de células cancerosas. “%

Aunque la vida media de los radicales libres es realmente corta, desde milisegundos a
nanosegundos, en cada reaccion de oxidacion con otro atomo o molécula, un radical libre puede
generar nuevas formas con diferente nivel de estabilidad y toxicidad.

En los organismos de metabolismo aerébico las especies reactivas de mayor importancia, son
aguéllas que se forman durante el metabolismo del oxigeno, y se denomina EROs. Es importante
considerar que el término EROs incluye una variedad de radicales libres propiamente dichos y
otros atomos o moléculas que no son radicales libres, pero que se consideran EROs por su alta
reactividad en el medio que les confiere la capacidad de generar EROs, como es el caso del
perdxido de hidrogeno (H202). Ademas, existen otras familias derivadas del nitrdgeno (especies
reactivas del nitrogeno [RNS]), del azufre (especies reactivas del azufre) que pueden o ser
originadas por la interaccion del atomo o molécula con algunas EROs o incrementar la produccién
de estas Ultimas “®

Tabla 1 Clasificacion y abreviatura de los radicales libres “9):

Clasificacion Radical libre Abreviatura
Oxigeno singulete 07}
lon superoxido Ox*-

Especies reactivas de Oxigeno | Radical hidroxilo OH*
Peréxido de hidrogeno H.0:

Radicales alcoxi y peroxi RO* y ROO*

Radical hidroperoxilo ROOH*

Oxido nitrico NO*

Especies reactivas del nitrégeno | Diéxido nitrico NO2*
Peroxinitrito ONOO*

Especies reactivas del azufre Radical tiilo RS*

Especificamente las EROs son radicales libres derivados del oxigeno, el oxigeno molecular o
dioxigeno es considerado ERO primario, este interactia con otras moléculas y genera EROs
secundarios como el perdxido de hidrogeno el cual se produce en su mayoria en la mitocondria
en los complejos | y Il de la cadena transportadora de electrones y produce iones libres de hierro,
este hierro libre puede participar en 10 reacciones tipo Fenton y Habber Weiss produciendo
radicales hidroxilo (-OH) altamente reactivos. También existen otros radicales derivados del
oxigeno como lo son los radicales peroxilo (ROO-) como por ejemplo el hidroperoxil (HOO-) el
cual inicia la peroxidacién de acidos grasos. El consumo de oxigeno en los peroxisomas produce
peréxido de hidrogeno H;O; el cual es usado para oxidar algunas enzimas este es contrarrestado
por la catalasa para evitar toxicidad por acumulacién de H,O si se dafia éste mecanismo el H,0O;
va al citosol y causa estrés oxidativo. Las RNS son especies reactivas derivadas del nitrégeno,
el NO- es una molécula que contiene un electréon desapareado y se produce en tejidos biolégicos
por accion de la Oxido nitrico sintasa (NOSs) para metabolizar arginina y citrulina. ElI NO- es
importante en diversos procesos fisiolégicos incluyendo neurotransmision, regulacion de la
presion sanguinea, mecanismos de defensa, relajacion muscular y regulacién inmune “%




17.1.1 Formacién de Radicales libres

Los radicales libres se pueden formar a partir de diversos mecanismos, siendo la adicion de un
electron a una molécula estable el mas comun. Una vez que estos son formados, buscan el modo
de conseguir una configuracion electronica estable, razén por la cual interactian con otras
moléculas a través de reacciones de 6xido reduccién (redox). En dichas circunstancias, hay una
transferencia de electrones que necesariamente implican la reduccién (ganancia de electrones)
y oxidacién (pérdida de electrones) de las moléculas participantes. Dicho mecanismo genera que
la produccién de radicales libres sea una reaccion en cadena, ya que al reaccionar un radical libre
con una molécula no radical inevitablemente esta Ultima pasa a ser un radical libre. Dicha reaccién
en cadena solamente se detendra cuando dos radicales libres se encuentren y reaccionen entre
si. Estas reacciones bioquimicas se encuentran clasificadas en tres grupos:

e Reacciones de iniciacion: Es la formacién de un radical libre a partir de no radicales.
AB+C— A +D+E
e Reacciones de propagacion: Consisten en la formacién de un radical libre cuando
reacciona una molécula estable con un radical libre
A« + CD — AC + De
Reacciones de terminacion. Hace referencia a la reaccién quimica entre dos radicales
libres, en donde sus electrones desapareados son cancelados y se genera un producto
estable.
Ae+ D — AD

(47)

La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones enzimaticas, pero del 2-5
% escapa a esta reduccion bivalente y elige la monovalente, y de ello resulta la formaciéon de
radicales libres de oxigeno (RLO), que no son mas que atomos o moléculas que poseen un
numero impar de electrones en su 6rbita mas externa, y que también se generan cuando ocurre
una adicién a un doble enlace. Son muy inestables y pueden reaccionar con otras moléculas,
entregando o recibiendo un electron. Ultimamente prefiere llamarsele EROs, para agrupar a
algunos compuestos que como el peroxido de hidrégeno, no constituyen un verdadero radical.

Estas EROs son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al cuerpo humano
mediante reacciones bioquimicas de REDOX, que ocurren como parte normal del metabolismo
celular o por la exposicién a factores ambientales y se forman de la siguiente manera: La
reduccién univalente del O, produce el radical superoxido (O27) cuya fuente mas importante es la
NADPH oxidasa durante el estallido respiratorio. La reaccién univalente subsecuente, genera el
peréxido de hidrogeno (H20-) a través de la enzima superéxido dismutasa (SOD), que no es un
RLO, pero tiene una alta capacidad oxidante por via de la reaccién de Fenton, y forma el radical
hidroxilo (OH) que es varios miles de veces mas reactivo que el O,y deriva facilmente a la
formacion de nuevos radicales libres. “®
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Figura 12 Representacion metabdlica de las especies reactivas del oxigeno. (Imagen con modificacion) “®

17.2 Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica, importante en inflamacién y funciones mitocondriales, es un proceso
complejo que consiste en tres estados: iniciacion, propagacion y terminacion. Para cada estado
hay métodos disponibles que permiten cuantificar el avance del proceso y, de esta manera,
evidenciar su existencia. Por ejemplo, debido a que la peroxidacion lipidica causa pérdida de
sustancias, como cadenas de 4cidos grasos insaturados, la medicién del contenido de lipidos
puede indicar peroxidacion de estos compuestos. Ademas, debido a que el oxigeno es consumido
durante el estado de propagacion, las mediciones de su captacion por electrodos de oxigeno
puede servir como una herramienta para evaluar el progreso de la oxidacion. “9

Otro enfoque consiste en la medicion de la formacién de perdxido durante el proceso. Entre los
muchos métodos desarrollados para ese proposito, algunos determinan la concentracién de
peréxido total, mientras que otros determinan la concentracién de peroxido, lo que puede indicar
gue el acido graso sufre el proceso del peroxidacién. Mediante la sustraccion de un hidrégeno
por una especie reactiva de oxigeno y nitrégeno ocurre una reestructuracion del acido graso,
dando lugar a un radical libre que se caracteriza por la formacién de un dieno conjugado, el cual
se puede monitorear facilmente por métodos espectroscépicos ©°

17.3 Métodos de evaluacion del estrés oxidativo

Un gran problema dentro del estudio de los radicales libres y del estrés oxidativo han sido las
mediciones in vivo de los radicales libre, debido a que estos poseen una vida media bastante
corta. Sin embargo, la Unica técnica que permite la medicion de RL de forma directa es el electron
spin resonance (ESR). Por esto, se han implementado otras técnicas que permiten ver el dafio
causado por los RL y la actividad de ciertos parametros dentro del estrés oxidativo como son;
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cuantificacion

de

proteinas

totales, (técnica de Lowry y método de Bradford),
guimioluminiscencia, sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), actividad de SOD,
determinacion de catalasa, determinacion de la enzima Glutation peroxidasa, medicion de
Glutation S- Transferasa, medicion de glutation y determinacion de nitritos y nitratos y
cuantificacion de isoprostanos. ¢V

Tabla 2 Biomarcadores de estrés oxidativo y sus métodos de deteccion Especies Reactivas de oxigeno y Nitrogeno

(57).

Tipo de medicion

Marcadores

Pruebas y métodos de
deteccion

e Electrén spin

o
S resonante -
= ERO Espectroscopia
5 e Fluorescencia -

_ 'S Citometria de flujo-
Especies | © espectrofluorometria
reactivas =
de oxigeno ERN Método del ion electrodo
y nitrégeno

- . Colorimétrico, fluorométrico,
a) Malonildialdehido (MDA) ELISA, HPLC
b) Sustancias reactivas del Colorimétrico, fluorométrico
° acido tiobarbittrico (TBARS) '
. 3 c) 4-Hidroxinonenal (HNE) GC-MS, HPLC
§ - d) F2 isoprostanos (8-iso- Colorimétrico,
= PGF2) fluorométrico, ELISA
;E e) Hidroperoxidacion lipidica -
;8 Hexanoil-Lys aducto (HEL) ELISA, HPLC
2 f) Lipoproteina de baja
[
= densidad oxidada HPLC, ELISA
a) Carbonilo Colorimétrico, ELISA
Proteina | b) 3-Nitrotirosina GC-MS, HPLC, ELISA
c¢) Tiolproteina Colorimétrico, ELISA
a) 8-Hidroxi-2'deoxiguanosina
ADN (8-OHdG) HPLC, LC, MC, ELISA

b) Ruptura del ADN

Ensayo Cometa, citometria
de flujo




Tabla 3 Biomarcadores de estrés oxidativo y sus métodos de deteccion Especies Antioxidantes 7

Pruebas y
Tipo de medicion Marcadores meétodos de
deteccion
Actmqlad de Superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, | Colorimétrico,
enzimas 2 . :
o catalasa, glutation reductasa, xantina oxidasa ELISA
antioxidantes
Colorimétrico,
Glutatiéon fluorométrico,
HPLC
Antioxidante o
Antioxidantes
no

enzimaticos

Acido ascérbico, a tocoferol, § caroteno, licopeno

Colorimétrico

Zn, Se, Mn, Cu, Fe

Fotometria de
llama

Capacidad antioxidante

a) Total Antioxidant Status (TAS)

Colorimétrico

b) Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

Colorimétrico

c¢) Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Colorimétrico

d) Asymmetric Dimethylarginie (ADMA)

Colorimétrico




Tabla 4 Principales métodos usados para identificar a una célula muerta y diferenciarla de una célula moribunda ©8:

Caracteristicas de la célula que se desea
determinar

Método a emplear

Identificacion

de

una célula muerta

La pérdida de Ila
integridad de la
membrana plasmatica

Técnicas de microscopia: Marcaje
con Azul de tripan

Técnicas espectrofotométricas:
Ensayo de LDH

Microscopia de Fluorescencia y
Citometria de flujo: Marcaje con
Yoduro de propidio

La fragmentacion de la
célula (incluido su
nacleo)

Técnicas de microscopia:
Visualizacién en microscopio éptico,
Marcaje fluorescente Hoechst

La fagocitosis de la
célula

Técnicas de microscopia:
Visualizacién en microscopio 6ptico
Microscopia de Fluorescencia y
Citometria de flujo: Marcaje de

Identificacion
una célula
viabilidad
comprometida

de
con

La activacion masiva de
proteasas «de muerte»
(Ej. caspasas)

célula fagocitica y de célula
fagocitada
Técnicas espectrofotométricas:

Andlisis de actividad enzimatica
Microscopia de Fluorescencia vy
Citometria de flujo: Deteccion de

Pérdida del potencial
membranal mitocondrial
(o actividad mitocondrial)

caspasa activa, Analisis de
actividad enziméatica
Técnicas espectrofotométricas:

Reduccién de sales de tetrazolio
Citometria de flujo: Marcaje con
TMRE

Permeabilizacién de la
membrana mitocondrial

Microscopia de Fluorescencia vy
Citometria de flujo: Marcaje con
TMRE, Marcaje de proteinas del
espacio intermembranal de las
mitocondrias

Exposicion extracelular
de fosfatidilserina

Microscopia de Fluorescencia y
Citometria de flujo: Marcaje con
Anexina-V




17.3.1 Evaluacién de proteinas método de Bradford

Es un método para medir algunas de las EROs, pero indirectamente, mediante los productos
terminales de su accion oxidante sobre las proteinas. Los grupos carbonilo de las proteinas se
generan por oxidacion de varias cadenas de aminoécidos, por la formacién de aductos de la
reaccion de Michael entre residuos de lisina, histidina y cisteina y aldehidos a,B-insaturados, asi
como por glicosidacion/glicoxidacién de grupos amino de lisina que forman productos finales
avanzados de glicosidacion.

La formacién de compuestos carbonilicos es el marcador mas general y ampliamente usado para

la comprobacion de oxidacion severa de proteinas tanto in vitro como in vivo. La técnica de
Bradford es ampliamente usada ya que es simple, rapida, barata y sensible. Es necesario
construir una curva de calibracion para determinar la concentracion de las muestras. El método
se basa en la unién especifica del colorante azul de Coomassie brillante G250 (CBBG) a los
residuos de Arg, Trp, Tyr, His y Phe de las proteinas. EI CBBG se une a los residuos de las
proteinas produciendo una absorbancia maxima a 595 nm, mientras que el colorante libre tiene
una absorbancia maxima a 470 nm. A diferencia del método de Lowry (otra técnica colorimétrica
para determinar proteinas) que es muy sensible a la composicion de la solucién que acompafa
a las proteinas, el método de Bradford solo es afectado por algunos detergentes. Una de las
desventajas de este método es que el colorante CBBG se une fuertemente a las celdas de cuarzo.
Por esto se recomienda usar celdas de vidrio o de polipropileno. Al usar celdas de polipropileno
se facilita su limpieza con un poco de alcohol. ¢?

17.3.2 Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

En el Gltimo estado del proceso de peroxidacion, los peréxidos son descompuestos a aldehidos
como el malondialdehido (MDA), el que puede detectarse por reaccion colorimétrica con el acido
tiobarbitarico. También pueden evaluarse los productos finales de otros aldehidos como el
hexanal. Todas ellas son llamadas especies reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS,
Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Este método es uno de los mas ampliamente usados
para detectar la peroxidacion en todo el organismo. ©%

Esta determinacion se fundamenta en la suposicion de que el malondialdehido es uno de los
productos formados durante la oxidacién de lipidos. El &cido tiobarbittrico reacciona con el
malondialdehido formando una red cromdéfora, la intensidad de ésta sera proporcional al grado
de oxidacion de los aceites y grasas. Este método mide un producto secundario de la oxidacién
de los lipidos: el malondialdehido. Involucra la reaccién del malondialdehido con el TBA para
proporcionar un producto coloreado. La muestra a menudo es destilada para eliminar
interferencias y luego se hace reaccionar con el TBA. Reaccion de los aldehidos
(malondialdehido) con el TBA para producir un compuesto rosa, que se mide por una curva
estandar utilizando un espectrofotometro. ¢4

HS N OH s N OH HO N SH
= o /O N =
2 | + H~, calor |
N » H N — N e N
OH MDA OH OH
TBA Cromodforo rosa

Figura 13 Reaccion del MDA (Malondialdehido) con Acido Tiobarbittrico (TBA) para producir un derivado de color
rosa. ()




17.3.3 Cuantificacién de Glutation por el método de Ellman

El glutation reducido se puede rociar con reactivo de Ellman (acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico)
el cual se fundamenta en la propiedad del reactivo Ellman de oxidar los SH libres,
interaccionando con el grupo tiol para dar acido tionitrobenzoico en una reaccién equimolar para
cada residuo de cisteina en una solucion estabilizadora de dihidrogenofosfato de sodio. Es una
reaccion cuantificable que mide el nimero de cisteina presente en una muestra. Como resultado
se obtiene la formacién de un complejo amarillo que absorbe luz en la region visible del espectro,
con maxima absorcién a una longitud de onda de 412 nm. ©®

DTNBZ 0 Sulfhydryl
Molecule
Ro

0 0

0 0 .
0\ /S N\. ) S j

N S 0
0
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R—S, 0 0
— S N’ + HS N’
0 0

Mixed Disulfide TNB?

Figura 14 Reaccion de formacion de color del reactivo de Ellman con grupos sulfhidrilo. EI DTNB reacciona con
grupos sulfhidrilo, como las cisteinas peptidicas, para formar disulfuros mixtos y TNB, cuyo color amarillo se puede
medir a 412 nm con un lector de placas o un espectrofotometro. 6

18 Sistema de defensa contra las especies reactivas de oxigeno.

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan EROs. Esta situacion
es incompatible con la vida, a menos que existan en las células mecanismos de defensa que las
neutralicen. A estas defensas se les denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier
sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que cualquier otra
molécula para interaccionar con un radical libre. El antioxidante, al colisionar con un RLO le cede
un electrén, que se oxida a su vez y se transforma en un RLO débil no téxico. No todos actian
de esta forma, en el caso de las enzimas catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan
substratos que a su vez reaccionan con los RLO

Un antioxidante es cualquier sustancia que retarda o previene la oxidacién de un sustrato
oxidable, que puede ser; lipido, proteina, DNA, o cualquier otro tipo de molécula El sistema de
defensa antioxidante se encuentra formado por elementos tanto enzimaticos como ho
enzimaticos, que actlian conjuntamente para asi proteger a la célula. EI componente de tipo
enzimatico se considera como la primera linea de defensa primaria, y se encarga de evitar el
acumulo de EROs como; el anién superéxido y el perdéxido de hidrégeno, catalizando la
transferencia de electrones de un sustrato hacia los RL. “4




18.1 Sistema de defensa antioxidante enzimatico
18.1.1 Superoxido dismutasa

La enzima superoxido dismutasa (SOD) es la que cataliza la dismutacion de O; - a especies
menos reactivas (02 y H20>). En células de mamiferos existen dos tipos de SOD descritas: la
enzima Cu-Zn localizada en el citosol y la enzima que contiene manganeso en su sitio activo y se
encuentra en la matriz mitocondrial principalmente. Aungue esta Ultima enzima esta bajo control
de procesos reguladores inducidos, por ejemplo, por interleucina 6 y los glucocorticoides, ambas
enzimas catalizan la reaccion de dismutacion con la misma eficiencia. ¢

18.1.2 Catalasa

El peroxido de hidrogeno es producido por una reduccion divalente del oxigeno molecular o por
dismutacion del O2 «-. El peréxido de hidrégeno (H-O2) parece ser un buen candidato para
explicar algunas de los efectos producidos por las especies reactivas del oxigeno. De hecho, el
H.0, es una molécula estable, no es un radical, y se puede difundir a través de membranas
biolégicas. La catalasa (CAT) es una enzima presente en las plantas, animales y bacterias
aerdbicas; esté localizada en los peroxisomas y es muy eficiente en la conversion de perdxido de
hidrogeno a agua y a oxigeno molecular. Cada molécula de esta enzima es capaz de convertir 6
millones de moléculas de H,O; a agua y oxigeno por cada minuto. La reaccion catalitica utiliza
dos moléculas de H.0- sin utilizacién de otro tipo de sustrato. ©°

18.1.3 Glutation peroxidasa.

Abreviada como (GPx) es una selenoproteina, que como agente reductor, cataliza la reduccién
del peréxido de hidrégeno y otros hidroperéxidos organicos en agua y alcohol, re spectivamente.
Esta enzima posee cuatro isoformas:

e GSH — Px celular: o clasica, se encuentra en todas las células y reduce el peréxido de
hidrogeno e hidroperéxidos organicos libres y los convierte como se menciono
anteriormente en agua y alcohol

e GSH — Px plasmatica o extracelular: es caracterizada a partir de plasma humano y se
sintetiza en las células proximales al rifidn

e GSH - Px fosfolipido hidroperéxido: su funcién es proteger contra la lipoperoxidacion
mediante la reduccion de 4cidos grasos en las membranas celulares, previene también la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad

e GSH- Px gastrointestinal: reduce los hidroperdxidos de colesterol y protege contra la
toxicidad generada por la ingestion de hidroperdxidos lipidicos.

18.2 Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes de tipo no enzimaticos son un conjunto de moléculas tanto hidréfobas como
hidrofilicas que tienen como funcién; capturar RL y generar moléculas menos nocivas para la
célula, mediante la adiciéon de un electrén al RL con el objetivo de estabilizarlo.

18.2.1 Vitamina C.

Se encuentra a nivel intra y extracelular en la forma de ascorbato, actia directamente sobre los
radicales superéxido, hidroxilo y algunos hidroperéxidos lipidicos, ademas de actuar sobre el
tocoferoxilo, transformandolo a vitamina E. Sin embargo, el ascorbato puede llegar a ser un
potente prooxidante cuando se encuentran presentes excesivas concentraciones de iones hierro
y cobre. ¢V




18.2.2 Flavonoidespolifendlicos.

Dentro de los flavonoidespolifendlicos se encuentran un amplio grupo de compuestos fendlicos
(catecinas, cianidinas, quercetinas) que actian como quelantes de metales y que ademas,
capturan de forma in vitro ERO y ERN. Pueden ser de tipo lipo e hidrosolubles y se ubican tanto
intra como extracelularmente. Dentro de este grupo se encuentran la vitamina E, la vitamina A, la

ubiquinona (coenzima Q), la albumina, el &cido lipoico, el fibrindgeno, la bilirrubina y la glucosa.
(62)

18.2.3 Glutation.

Es un tripéptido que presenta una distribucion tisular variable y es considerado el compuesto tiol
de bajo peso molecular, de mayor abundancia en las células de los mamiferos. Actta sobre el
peroxido de hidrogeno, superdxido y el radical hidroxilo. “4

Respiracion celular
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- Daiioa
S0D
0!~ + 02" + 2H* — H,0, CAT H,0 tejidos
\ /GSHD/
Metabolismo F GSH GSSG

células, enzimas

\ Dienos
HO*

conjugados
5 GSHR jug

Dano a proteinas
yADN

NADPH NADP

Q. Fe, Cu
Acidos Grasos > RO* Oy . ROOH

Poliinsaturados /——\/

Flavonoide Flayonoide .
-C-OH c.o* Tocoferol tocoferl

coH GO
D Msoﬁrbioo

Figura 15 vias de produccién de radicales libres y los principales sistemas antioxidantes, enziméticos y no
enzimaticos. O2 «-: radical anién superéxido, HO-: radical hidréxilo, RO-: radical alquilo, ROO-: radical peroxilo,
ROOH: hidroperoxido, Fe: hierro, Cu: cobre, GSH: glutation reducido, GSSG: glutation oxidado, GSH-Px: glutatién
peroxidasa, GSHR: glutation reductasa, NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato, CAT: catalasa, SOD:
Superdxido Dismutasa. ¢
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19.1

19.2

19.3

Cultivos celulares.

Abarcan al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las células in vitro,
conservando al maximo sus propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas.

Cultivos primarios.

Se denominan asi a aquellos cultivos preparados directamente a partir de un tejido u érgano.
Pueden iniciarse con o sin fraccionamiento previo para separar los distintos tipos celulares. En
estos cultivos las células estén vivas, conservan sus caracteristicas originales y su proliferacion
es limitada. Pueden ser removidas del recipiente de cultivo para formar cultivos secundarios

Cultivos secundarios

En estas condiciones las células suelen multiplicarse hasta cubrir la superficie del recipiente de
cultivo, formando una monocapa (capa de una célula de espesor). Como consecuencia del
contacto entre las células se detiene temporalmente su proliferacién, hasta que se las subcultiva
a un recipiente con medio fresco. Asi, podran subcultivarse durante semanas o meses. En este
estadio, las células frecuentemente mostraran distintas propiedades segun su origen. 63

Cultivos continuos o lineas celulares.

La mayoria de las células de los vertebrados dejan de dividirse luego de un determinado nimero
de divisiones en cultivo, por un proceso llamado senescencia celular. Las lineas celulares son
muy utiles en la investigacion celular, como fuente de un gran niumero de células uniformes, que
pueden ser conservadas y almacenadas en nitrégeno liquido (a -196 °C) por un periodo muy
largo de tiempo, reteniendo su viabilidad y siendo un buen modelo experimental para las primeras
etapas de una investigacion. A pesar de la gran similitud que las células de una linea tienen entre
si, no son idénticas. La uniformidad genética en una linea celular puede mejorarse por clonado
celular, a través del cual se aisla una sola célula, la que prolifera para formar una colonia de
células clonales.

Linea celular continua: Linea celular que ha demostrado posibilidades de ser subcultivada in
vitro por lo menos 70 veces (270 subcultivos) indefinidamente.

Linea celular finita: Linea celular que tiene un numero limitado de posibles subcultivos
(alrededor de 50) ©4

Pedazo de
tejido

28

Disgregacion Celula en
mecanica suspension

CULTIVO PRIMARIO CULTIVO

Cuando las células o tejidos SECUNPARIO
procedentes de un ser vivo Cuando el cultivo procede
crecen sin haber pasado de una fase previa de

previamente por una fase de crecimiento in vitro
crecimiento in vitro. ¢
LINEA CELULAR

Figura 16 Esquema cultivo celular: cultivo primario y cultivo secundario ©3:




20 Cultivo de 6rganos

Implica que la arquitectura caracteristica del tejido “in vivo” se mantiene al menos en parte. Para
ello el 6rgano se mantiene en un medio del que obtiene los nutrientes y al que puede liberar los
desechos y en el que mantiene su estructura tridimensional, en general esférica. Este tipo de
cultivo permite mantener los tipos celulares diferenciados y es por ello una buena réplica del tejido
de origen, pero por el contrario no permite su propagacion pues el crecimiento, de producirse, se
limita a la periferia y es debido fundamentalmente a los tipos celulares embrionarios. La
imposibilidad de propagar obliga a partir en cada nuevo experimento de nuevo material animal lo
que conlleva una elevada heterogeneidad. %

21 Explantes primarios

Constituidos por fragmentos pequefios de tejidos u érganos que se adhieren a una superficie en
la que generalmente crecen las células mas periféricas del explante. ©5

22 Cultivos organotipicos

Los cultivos organotipicos han sido muy utiles en el uso de modelos in vitro para estudiar el tejido
en condiciones normales y patolégicas porque permite un acceso facil y repetido de las células y
un control preciso del medio extracelular. Y Consiste en cultivar las células en un ambiente
tridimensional a diferencia de las placas de cultivo bidimensionales. Este tipo de cultivo 3D es
bioquimica y fisiologicamente similar al tejido vivo. La heterogeneidad estructural se pierde en la
mayoria, de los cultivos celulares, porque obviamente no mantienen las relaciones entre las
células, o sea su conectividad. Las preparaciones organotipicas son una alternativa en la
experimentacion basica para el estudio de un tejido conservando de manera aproximada el
contexto tisular, bajo condiciones de temperatura regulada y oxigenacion permanente. 9

23 Medios de Cultivo

Para el cultivo celular se utilizan placas con medios liquidos que contienen pequefias cantidades
de una serie de moléculas necesarias para la supervivencia y multiplicacion celular: sales,
glucosa, aminoacidos y vitaminas. Ademas, la mayoria de los medios incluyen una mezcla poco
definida de macromoléculas adicionadas bajo la forma de suero fetal bovino 0 equino, o extracto
crudo de embriones de pollo. Dichos medios se utilizan en la actualidad para los cultivos de rutina,
y por lo tanto es dificil saber qué macromoléculas requiere un determinado tipo celular para
funcionar y multiplicarse. Como consecuencia, se han desarrollado numerosos medios
quimicamente definidos, denominados “libres de suero”, que poseen, ademas de las pequenas
moléculas mencionadas, varias proteinas especificas necesarias para la supervivencia y
proliferacibn, como los factores de crecimiento. Los medios de cultivo son generalmente
tamponados para mantener un pH alrededor de 7,4 y tienen, ademas, indicadores de pH, como
el rojo fenol, que cambian de color a medida que aparecen catabolitos acidos como resultado del
metabolismo celular. Suelen agregarse también antibiéticos y antimicéticos para impedir la
contaminacién con microorganismos. Los cultivos crecen usualmente en contenedores de
plastico o vidrio con una superficie apropiada para la adhesién celular, y se mantienen en una
estufa a 37°C en una atmosfera de 5% de CO», 95% aire. (3

24 Higado de rata

La rata de laboratorio Rattus norvegicus albinus (Wistar) ha sido usada como modelo para
investigaciones médicas, bioldgicas y de diversa indole desde hace mucho tiempo. Es la especie
mas empleada en investigacion biomédica teniendo en cuenta el volumen de informacion
existente acerca de ella. Es interesante el hecho de que no existen descripciones detalladas de
la anatomia del higado y sus ligamentos que lo fijan a la pared pese a que existen varios articulos
y libros sobre su morfologia.




24.1 Anatomia

El higado se ubicaba sobre la cara caudal del diafragma extendiéndose a ambos lados del plano

mediano desde el arco costal derecho hasta el izquierdo. Presenta las caras: parietal (craneal)
de forma convexa relacionada al musculo diafragma y una cara visceral (caudal) céncava
relacionada al estbmago y parte craneal del duodeno ¢?

Figura 17 Cara visceral del higado. 1. Lobulo lateral derecho; 2. Lébulo medial derecho;
4. Lobulo lateral izquierdo; 5. Lobulo medial izquierdo; 6. Proceso caudado del I6bulo caudado 67

24.2 Fisiologia celular

La gran capacidad metabdlica del hepatocito reside en sus actividades enzimaticas, aportadas
principalmente por: las mitocondrias, con enzimas implicadas en la cadena respiratoria, la
fosforilacion oxidativa, la oxidacion de los acidos grasos, el ciclo del acido citrico, el control del
metabolismo hidrico y el equilibrio iénico; los ribosomas, con enzimas encargadas de la sintesis
de proteinas, muchas de ellas las propias enzimas; el reticulo endoplasmico (RE) liso, que
contiene gran cantidad de enzimas monooxigenasas dependientes del citocromo P450 y
monooxigenasas dependientes de flavina adenina dinucle6tido (FAD), y asociados al RE estan
los peroxisomas con alto contenido en enzimas peroxidasas.

Las funciones del higado nos pueden dar una idea de la importancia que tiene este 6rgano y de
la necesidad de su correcta nutricién para que funcione bien:

a) Formaciéon y secrecion de la bilis, compuesta por acidos biliares, pigmentos biliares
(glucuronidos), colesterol, fosfolipidos (lecitina), agua y electrolitos. Es de gran importancia en la
digestion y absorcién de las grasas.

b) Funciones anabdlicas o de sintesis:

e i) Sintesis de proteinas: albumina, proteinas transportadoras, factores de coagulacion,
hormonas, y factores de crecimiento, son liberadas al plasma por el higado.

e i) Sintesis de acidos grasos, lipoproteinas, colesterol y fosfolipidos.
e iii) Sintesis de glucosa a partir de aminoacidos y lipidos.

e iv) Sintesis de vitaminas.

v) Sintesis de urea eliminando el amoniaco presente en la sangre.
¢) Funciones inmunolégicas: realizadas principalmente por las células de Kupffer.

d) Almacenamiento: glucosa en forma de glucégeno, de vitaminas liposolubles (A, D, E) y otras
hidrosolubles (K, B12), de metales (hierro y cobre).

El higado tiene un papel vital para el organismo humano, presentando multiplicidad funcional
metabdlica, digestiva, hemostética, inmunoldgica y de reservorio. La arquitectura hepética se
conforma de una serie de células. Las cuales tienen funciones especificas. ¢®




24.3 Hepatocitos

Los hepatocitos son células poliédricas de 20 nm de longitud por 30 im de anchura, con nacleo

central redondeado u ovalado, pudiendo en 25% de los casos ser binucleados. Presentan
membrana hepatocitaria, citoesqueleto con microfilamentos, microtibulos y filamentos
intermediarios de citoqueratina y organelas como las mitocondrias, reticulo endoplasmatico
rugoso y liso, aparato de Golgi, lisosomas y peroxisomas. El citoesqueleto tiene papel funcional
en el transporte de sustancias y en la dinamica de los canaliculos biliares. Las mitocondrias
participan en la fosforilacion oxidativa y la oxidacion de acidos grasos. El reticulo endoplasmatico
rugoso se encarga de la sintesis de albumina, fibrinbgeno y diversas proteinas mediadoras de
reacciones inflamatorias y de la coagulacién sanguinea. En el reticulo endoplasmatico liso se da
depdsito de glicogeno, conjugacion de bilirrubina, esterificacion de acidos grasos, glicogenolisis,
desiodacion de tiroxina, sintesis de colesterol y de acidos biliares, metabolismo de lipidos y de
sustancias liposolubles, de esteroides y de farmacos como fenobarbitiricos, alcohol y tabaco. El
complejo de Golgi realiza el transporte de lipidos hacia el plasma, tiene actividad fosfatasica acida
catabdlica, produce glicoproteina y promueve la adicién de carbohidrato a las lipoproteinas. Los
lisosomas presentan actividad fosfatasica acida ademas de poseer 30 enzimas hidroliticas
responsables del catabolismo de cuerpos extrafios, elementos sanguineos envejecidos y
depositar hierro. Los peroxisomas metabolizan las purinas, los lipidos, el alcohol y el peréxido de
hidrog(en)o, participan en la gluconeogenesis, en la beta-oxidacion de los acidos grasos de cadena
larga. (8

24.4 Los sinusoides

Tienen un diametro de 105 a 110 im y ocupan de 6 a 8% de la superficie endotelial. Realizan
endocitosis, intervienen en la sintesis de la matriz extracelular, con produccion de colageno IV,
fibronectina, colageno Ill. Producen mediadores de reacciones inflamatorias tales como
interleucinas 1y 6, prostaciclinas y prostaglandinas E2 y vasorreguladores como el monéxido de

nitrégeno, que representa un papel fundamental en el desarrollo de fibrosis e hipertension portal.
(68)

24.5 Células de Kupffer

Las células de Kupffer son células macrofagicas, moviles, ligadas a las células endoteliales,
pueden representar 80 a 90 % de la poblacion macrofagica fija del organismo, con funciones
inmunitarias de fagocitosis de agentes infecciosos y de células tumorales. Sintetizan citocinas,
eicosanoides y derivados reactivos de oxigeno. 8

24.6 Células Estrelladas o Células de Ito

Son células perisinusoidales, tienen papel de depésito de grasa y, principalmente de vitamina A,
siendo el principal almacenador de esta vitamina. Sintetizan y modulan la degradacion de la
matriz extracelular, produciendo colageno, glicoproteinas y proteoglicanos. Regulan el flujo
sanguineo sinusoidal por su capacidad contractil en respuesta a diversos agentes como
tromboxano A2, prostaglandinas F2, sustancia P y endotelinas 1 ©®

24.7 Células de Pit

Son de estirpe linfoide, de tipo NK y se trata de linfocitos residentes en el higado que se sitdan
en la luz del sinusoide préoximas a las células endoteliales y células de Kupffer. Poseen una
actividad de tipo citotéxica no dependiente de anticuerpo (natural killer), mas intensa que la
detectada en las células NK periféricas. ©®




24.8 Matriz Extracelular

Situada en el espacio porta, en continuidad con el tejido conjuntivo de la cdpsula de Glisson, en
el espacio de Disse perisinusoidal y en las venas centrolobulillares. Estd compuesta de colageno,
proteoglicanos y glicoproteinas. La interaccién entre las células y la matriz extracelular es esencial
para el mantenimiento de la homeostasia. Esta interaccion es extremamente compleja y fragil y
representa un papel fundamental en la fibrosis y en la oncogene3|s hepatica. ©®
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Figura 18 Arquitectura del ltejido hepatico.
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25 Capacidad de Detoxificacion

Algunas moléculas que no son hidrosolubles sufren ciertas reacciones enzimaticas para poder
excretarlas. Entre las moléculas endogenas tenemos la bilirrubina, y las hormonas esteroideas
(estrégenos, cortisol y aldosterona) y tiroideas (tiroxina), y entre las exdgenas tenemos farmacos,
toxicos ambientales, aditivos alimentarios. que son denominados xenobidticos. La
biotransformacién se realiza por enzimas que metabolizan estos compuestos enddégenos y
exégenos, dando productos mas hidrosolubles. Estas enzimas se pueden clasificar en dos
grandes grupos, segun participen en reacciones de la fase | o de la fase II. Las reacciones mas
representativas de la fase | son de oxidacién, reduccién e hidrélisis catalizadas por enzimas del
Citocromo P450, mientras que las de la fase Il son de conjugacion con diferentes moléculas (acido
glucurdnico, aminodcidos, glutatiéon, sulfato, metilo y acetilo). Estas enzimas se localizan en el
RE, donde los xenobioticos se metabolizan secuencialmente, ya que muchos metabolitos de la
fase | se someten a reacciones de conjugacion ©°

Es destacable la capacidad de regeneracién del higado, pero no a partir de células madre, si no
a partir de los diferentes tipos de células adultas, hepatocitos, endoteliales, de Ito, de Kupffer, que
permanecen sanas. Sin embargo, cuando estas células estan dafiadas por alguna sustancia
téxica, carencia nutricional, virus, su capacidad de proliferacién se reduce, pudiendo llegar a sufrir
cirrosis, con proliferacion excesiva de tejido conectivo que retrae el higado y dificulta el paso de
la sangre a través del mismo 9
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25.1 Capacidad antioxidante del higado

El estrés oxidativo esta relacionado con la patogénesis de las enfermedades hepaticas. El higado
es el responsable de la detoxificacion de los xenobiéticos y durante la fase | se producen
moléculas muy reactivas, aunque es el metabolismo energético el gran productor de radicales
libres, principalmente EROs. Para atacar a estos EROS hay que destacar a las
diferentes vitaminas y al &cido alfa-lipdico (AAL) como potentes antioxidantes. La accion
beneficiosa del AAL puede residir en su capacidad para reducir la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa, restaurar el contenido de glutation y mejorar la expresion
mitocondrial de las enzimas antioxidantes clave, incluyendo la glutatién reductasa. ElI AAL es
capaz de bloquear potente y directamente los radicales libres, y de actuar como regenerador
(reductor) de otras moléculas antioxidantes como las vitaminas C y E, el glutatién o la coenzima
Q10 que han sido oxidadas

En cuanto a los antioxidantes enddgenos, la glicina y cisteina son dos de los tres aminoacidos
gue intervienen en la sintesis de glutation, el antioxidante enddégeno por excelencia. El otro es el
acido glutdmico, uno de los aminoacidos no esenciales més abundantes en el organismo humano.
Asegurar los niveles de glutation es una garantia en el control del estrés oxidativo

Un micronutriente de gran importancia en el control del estrés oxidativo es el Selenio, el cual se
integra en enzimas y otras proteinas ligado al aminoacido cisteina (selenocisteina). Hay varias
selenoproteinas que intervienen en el control del equilibrio redox (reduccién-oxidacion), una de
las mas importantes es la glutatién peroxidasa-4 (GPx-4) cuya actividad es reducir el glutation
gue resulta oxidado al reducir los hidroperéxidos de fosfolipidos de membrana. Otro enzima de
esta familia, la glutation peroxidasa-1 (GPx-1), se relaciona con la detoxificacion de lipoperéxidos
y peréxidos de hidrégeno. Sus niveles dependen de la disponibilidad de selenio, y se localiza en
el citoplasma y las mitocondrias de toda clase de células "

25.2 Higado detoxificador:

Dentro de las reacciones de conjugacion gue tienen lugar durante la fase Il, son muy importantes
las que se producen por conjugacion con glutation, y con aminoacidos como la taurina y la glicina.
De especial importancia es la intervencion del pull hepatico de taurina sobre la eliminacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) a través de los acidos biliares, evitando la disminucién del
pull hepético de cisteina

Para activar la expresion de las enzimas glucuronosiltransferasas son importantes los
fitoquimicos, muy beneficiosos como flavonas, curcumina, las cuales van a catalizar la
glucuronizacion de muchas moléculas nocivas, como la bilirrubina, durante la fase Il. Para
adyuvar a esta actividad, es importante la goma arabiga (GA) que es el producto natural de mayor
contenido en acido glucurédnico . Aunque no es esta la Unica actividad que ejerce la GA sobre el
metabolismo hepético, ya que recientemente se ha demostrado su capacidad para promover la
eliminacion intestinal de los acidos biliares y reducir el nivel en plasma de colesterol total,
triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LDL) (¥

La silimarina (aportada por el Cardo mariano) ha sido utilizada como tratamiento protector en
enfermedades hepaticas agudas y cronicas. Ademas, ayuda a las células hepaticas mediante
una accion multifactorial, que incluye su unién a las membranas celulares para impedir la
penetracion de las toxinas hepatotdxicas en ellas, incrementar la actividad SOD, incrementar los
niveles tisulares de glutation, inhibir la peroxidacion lipidica, incrementar la sintesis protéica y
estimular la regeneracion celular. La actividad hepatoprotectora de silimarina puede ser explicada
por sus propiedades antioxidantes derivadas de la naturaleza fendlica de sus flavolignanos, que
se ha demostrado que inhiben la produccién de leucotrienos, lo que puede explicar su actividad
anti- inflamatoria y antifibrética




26 Etanol

El etanoles un liquido transparente e incoloro que se absorbe rapidamente en el tracto
gastrointestinal y se distribuye por todo el cuerpo. Tiene actividad bactericida y se usa a menudo
como desinfectante topico. Se usa ampliamente como solvente y conservante en preparaciones
farmacéuticas, ademas de ser el ingrediente principal de las bebidas alcohélicas. De hecho,
el etanol tiene un uso generalizado como disolvente de sustancias destinadas al contacto
humano o al consumo, incluidos aromas, aromatizantes, colorantes y medicamentos. El
etanol tiene un efecto depresivo sobre el sistema nervioso central. El etanol tiene un modo de
accion complejo y afecta a multiples sistemas en el cerebro, sobre todo actia como un agonista
para los receptores GABA. La muerte por consumo de etanol es posible cuando el nivel de
alcohol en la sangre alcanza 0.4%. Un nivel en sangre de 0.5% o mas es comuinmente
fatal. Niveles de incluso menos de 0. 1% pueden causar intoxicacion, y la pérdida de conocimiento
a menudo ocurre en 0. 3-0. 4%.

Figura 19 Estructura quimica del etanol (76

26.1 Toxicidad del etanol

Actualmente se identifica al acetaldehido, como primer producto de la oxidacién celular del etanol,
como uno de los efectores primarios que desencadena parte de los efectos toxicos. Esta molécula
altamente reactiva es capaz de inactivar a los grupos sulfhidrilo de las enzimas, ademas de
producir aductos con proteinas y fosfolipidos de la membrana, alterando su estructura y por ende,
su funcion. 7

Las concentraciones sanguineas de alcohol logradas en situaciones usuales de la vida social,
oscilan entre 50 y 75 mg por 100 ml de sangre. Con esta concentracion el estado subjetivo suele
ser de tranquilidad agradable y un ligero grado de sedacién. Suelen aparecer signos de
borrachera por concentraciones de 100 a 200 mg por 100 ml y se observan intoxicaciones
intensas con niveles superiores a 200 mg por 100 ml.; con concentraciones de 400 mg por 100
mililitros se produce estupor, coma o0 ambos; y las concentraciones superiores a 500 mg por 100
ml. de sangre suelen causar la muerte. (®

26.1.1 Intoxicacion Aguda

La intoxicacion etilica aguda consta con las siguientes fases: pseudoexcitacién por desinhibicién,
hipnosis, narcosis y pardalisis respiratoria. Se trata manteniendo la respiracion, la presién arterial,
la glucemia, y la temperatura corporal hasta que el etanol se elimine completamente del
organismo. La piridoxina intravenosa antagoniza parcialmente los efectos neurolégicos del etanol,
este efecto es mas evidente en un derivado suyo el pidolato de piridoxina 0 metadoxina con el
que se han realizado varios ensayos clinicos controlados en el alcoholismo agudo y crénico.

26.1.2 Intoxicaciéon crénica

La intoxicacion etilica crénica es un caso particular de la dependencia de hipnéticos. Consta con
alteraciones digestivas, trastornos nutritivos por carencias vitaminicas y proteicas, alteraciones
hepaticas, hipomagnesemia, alteraciones neuroldgicas. °

26.2 Toxicocinética — Absorcion

El etanol se absorbe por difusion pasiva a favor de gradiente, por via oral, pulmonar, o cutanea
y escasamente en boca eso6fago, y en estdbmago: 20-25 %, y en Intestino Delgado: 75-80 %. El
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pico (nivel maximo) se alcanza a la hora, aproximadamente. Si hay alimentos se precisan 2-6
horas para que sea completa.

Modifican la absorcion la presencia de alimentos, las comidas copiosas o con alto contenido en
proteinas, la disminucion/incremento en la capacidad de absorcion gastrica y el retraso y/o
aceleracion en el vaciamiento gastrico. )

26.3 Toxicocinética- Distribuciéon

Debido a las diferencias genéticas entre hombres y mujeres, el volumen de distribucion del etanol
sera diferente en cada caso (0.7 L/kg en hombres respecto a 0.6 L/kg en mujeres). Este hecho,
junto con la tendencia media de un menor peso corporal de las mujeres provoca mayores niveles
de etanol en sangre en éstas ante un mismo consumo de etanol. De forma similar, el incremento
en la grasa corporal que se observa con la edad en varones produce que ante una ingestion de
la misma cantidad de etanol, las concentraciones séricas de etanol sean mayores en personas
de mayor edad. El etanol cruza sin dificultad la barrera placentaria y la barrera hematoenecefalica.
Con idéntica facilidad, el etanol accede a los pulmones desde el torrente sanguineo y se vaporiza
en el aire a una velocidad constante, siendo por ello posible determinar la concentracion sérica
de este alcohol desde los niveles contenidos en el aire exhalado. ¢V

26.4 Toxicocinética-Biotransformacion.

El etanol se biotransforma por oxidacién no microsémica en el citosol y por via microsémica. La
enzima alcohol deshidrogenasa transforma el etanol en acetaldehido. La enzima acetaldehido
deshidrogenasa transforma el acetaldehido en acido acético que en forma de acetil CoA la cual
entra en el ciclo de Krebs, y sirve para la formacion de cuerpos ceténicos, sintesis de colesterol
y derivados (hormonas corticosuprarrenales y sexuales, vitamina D, acidos biliares), sintesis de
acidos grasos y reacciones de conjugacion de farmacos (N-acetilacion de sulfonamidas,
isoniacida, acido p-aminosalicilico). &

La alcohol deshidrogenasa cataliza la conversion reversible de los alcoholes a sus
correspondientes aldehidos y cetonas utilizando NAD (Nicotinamida-Adenina-Dinucle6tido) como
cofactor. Existen también otros dos sistemas enzimaticos hepaticos que posibilitan esta misma
reaccion y que adquieren relevancia ante niveles muy elevados de alcohol o alguna deficiencia
en el sistema principal. Estos dos sistemas son el llamado sistema microsomal oxidativo del
etanol (MEOS) y el mediado por el complejo catalasa-peroxido de hidrégeno (Compuesto |).

La rapidez en la Biotransformacion del etanol dependera fundamentalmente de la integridad de
los sistemas enzimaticos (mas activos en bebedores habituales sanos) y de la predisposicion
genética (acetiladores rapidos/lentos). El incremento de los niveles de acetaldehido y la deplecién
de glutation y de S-adenosilmetionina interviene en la formacion de radicales libres y la
consiguiente citotoxicidad. Se atribuye a la degradacion de la Vitamina B6 por el acetaldehido y
a sus consecuencias sobre el sistema GABAérgico la aparicion de temblores y convulsiones. @V
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Figura 20 Biotransformacion del etanol en el hepatocito. ©-
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26.5 Toxicocinética — Excrecion

El 5-10% se elimina por aliento, orina, sudor o leche materna (sin Biotransformar). La deteccién
en orina se da de 30-220 min. Los niveles de alcoholuria pueden ser menores, similares o
superiores a los de alcoholemia, segun la fase. ©°

e Aclaramiento renal: 86.4 a 154.2 mg/kg/h.

e Aclaramiento total: 0,186 g/L por hora
27 Sistemas enzimaticos implicados en el metabolismo hepético del etanol.
27.1 Alcohol Deshidrogenasa

En los seres humanos, pero también en roedores, la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) es
un sistema que implica varios genes y alelos que dan lugar a diferentes subtipos de enzimas. Los
distintos isoenzimas se han agrupado en tres clases: ADH clase | (contiene las subunidades (a,
B, v), ADH clase Il (subunidad 1) y ADH clase lll (subunidad x). Para las subunidades By y se ha
descrito polimorfismo, de tal forma que la existencia en la ADH2 de diferentes alelos para la
subunidad B (B1, B2, B3) y en la ADH3 alelos para la subunidad y (y1, y2, y3), produce diferencias
en las propiedades cinéticas de cada isoenzima. No obstante, y debido a su baja afinidad por el
sustrato, la clase Il de ADH no parece patrticipar en la oxidacion del etanol, incluso aunque se
alcancen altas concentraciones en plasma. ¢

La presencia de la subunidad 31 es muy comun entre la poblacién caucasiana; la subunidad 32
se encuentra mayoritariamente en poblaciones orientales y la subunidad B3 se ha descrito en
algunas poblaciones africanas. La isoenzima de la ADH2 que contiene la subunidad B2 fue
identificada como una ADH atipica por Von Wartburg et al en 1965 y si se compara con la ADH2
tipica (s6lo B1), esta oxida el etanol mas rapidamente. Al menos, los individuos con dicha isoforma
de la enzima acumularian mayores niveles de acetaldehido tras el consumo de etanol. &




27.2 MEOS (P450 CYP2E1)

MEQOS (sistema microsomal de oxidacién del etanol), localizado en el reticulo endoplasmético de
las células. Este sistema enzimatico es miembro de la familia de los citocromos microsomales
P450, y la denominacién actual mas extendida para este sistema es P450 CYP2E1, que
corresponde a la proteina purificada El citocromo 2E1 puede ser inducido por la administracion
cronica de alcohol en higado. Esta induccion estd asociada con una oxidacion del alcohol en
todos estos tejidos, y de este modo, parece estar ligada a la sintesis de acetaldehido. Sin
embargo, su induccion puede llevar a hepatotoxicidad, debido a que muchos téxicos potenciales
requieren del metabolismo microsomal para ejercer sus efectos deletéreos sobre la célula. ©¥

27.3 Catalasa- alcohol peroxidasa

Se encuentra en todos los organismos aerdbicos y todo indica que su funcién es degradar
rapidamente peréxido de hidrogeno. La catalasa es uno de los mas activos catalizadores
producidos por la naturaleza. Es Unica entre las enzimas que degradan H.O- porque lo hace de
una manera muy eficiente energéticamente por ello se ha propuesto como sistema regulador de
la homeostasis de peroxido de hidrogeno en la célula. Dependiendo de la concentracion de
perdxido, ejerce una funcién dual. A bajas concentraciones actia de modo que una variedad de
donadores de hidrégeno, como el etanol, el metanol o el acido ascorbico, pueden ser oxidados.
A altas concentraciones de sustrato, la catalasa descompone el per6xido de hidrégeno
rapidamente sirviéndose de una reaccion catalatica en la cual el H,O, actla tanto como aceptor,
como donador de moléculas de hidrogeno @

Las pruebas espectrofotométricas y cinéticas sugieren que la catalasa utiliza un mecanismo de
dos pasos en la reaccion peroxidatica y en la catalatica. En el primer paso el hierro del grupo
hemo de la catalasa interacciona con el peroxido de hidrogeno para formar peréxido de hidrégeno
rico en hierro.

CAT-Fe-OH + H20:2 » CAT-Fe-OOH + H.0

Este peréxido de hierro intermediario (CATFe-OOH) es denominado Compuesto |, puede ser
detectado in vitro e in vivo. A bajas concentraciones de H2O2, el compuesto | puede ser reducido
por donores de hidrégeno como el etanol.

CAT-Fe-OOH + C2HsOH » CAT-Fe-OH + H,0+ CH3CHO

Parece ser, que en diferentes 6érganos de los mamiferos la catalasa funciona de esta manera. En
organos como el higado, donde hay altas concentraciones de catalasa, se encuentran también
bajos niveles de H20,. Si la actividad de la catalasa se inhibe, las concentraciones de peréxido
aumentan en el higado. Las contribuciones de la catalasa al metabolismo hepético del etanol
pudieran verse seriamente comprometidas, ya que los niveles de peréxido de hidrégeno
presentes en el organismo pudieran ser insuficientes para posibilitar el nivel de funcionamiento
hepatico-
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28 Glutation

El glutatién (GSH) es una molécula Unica que participa en aspectos esenciales de la homeostasis
celular, teniendo un rol central en la defensa contra el dafio oxidativo. El GSH (L-g-glutamil-L-
cisteinil-glicina) es un tripéptido hidrosoluble formado por los aminoacidos acido glutamico,
cisteina y glicina que se encuentra presente en el citoplasma de todas las células. La forma
oxidada de la molécula, GSSG, se encuentra principalmente en forma extracelular. Las
concentraciones de GSH y GSSG vy su relacion molar son indicadores de la funcionalidad celular

y su alteracion esta relacionada con varios procesos patoldgicos en el hombre. @9
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Figura 22 Estructura quimica del glutation €7




Esta molécula es un antioxidante celular esencial, que esta presente en todos los 6rganos y
tejidos, especialmente en el higado, donde se encuentran las mayores concentraciones. La
molécula se encuentra libre y unida a proteinas. La concentracion total de glutation (GSHt) es la
suma de la fraccion de glutation libre y la fraccion de glutation unida a proteinas. A su vez, la
fraccion libre esta integrada por la forma tiol reducida llamada glutation reducido (GSH) y la forma
oxidada o disulfuro. La forma reducida GSH es la forma activa de la molécula, es la mas
abundante y se la encuentra en el interior de las células en concentraciones milimolares en el
rango de 0,1 a 10 mM, en tanto que extracelularmente se encuentran niveles micromolares de
GSH. EIl grupo activo de la molécula esta representado por el grupo tiol (-SH) del residuo de
cisteina

Dentro de las células, GSH se encuentra predominantemente en su forma reducida, excepto en
el lumen del reticulo endoplasmatico donde existe s6lo en su forma oxidada (GSSG). Entre un 10
a un 15% del GSH intracelular se encuentra en la mitocondria donde alcanza una concentracion
de 10 a 12 mM en tanto que en el citosol la concentracién es de 7 mM. Esta diferencia de
concentracién se debe a que en el interior de la mitocondria no se encuentra la enzima catalasa,
por lo tanto, GSH es el encargado de inactivar el peréxido de hidrégeno generado durante los

procesos oxidativos que ocurren en la matriz mitocondrial. (s8)

La concentracion de GSH en el compartimento mitocondrial es mas importante para la
supervivencia celular ain mas que el GSH que se encuentra en el citosol. Considerando el
volumen de la matriz extracelular, la concentracién de GSH mitocondrial es similar a la que se
encuentra en el citosol. Las mitocondrias no poseen las enzimas que permiten la sintesis de GSH,
por esta razoén, todo el GSH que se encuentra en el compartimento mitocondrial proviene del
citosol. Existe un sistema de transporte que permite el pasaje de GSH desde el citosol hacia la
mitocondria. A pH fisiolégico, GSH se encuentra como una molécula anidnica cargada
negativamente. Bajo estas condiciones, puede atravesar liboremente la membrana mitocondrial
externa, en tanto que en la membrana mitocondrial interna el pasaje del tripéptido se produce a
través de dos transportadores de aniones:

e El transportador dicarboxilato (DIC).
e transportador 2-oxoglutarato (OGC).

El primero incorpora GSH dentro de la mitocondria por intercambio de fosfato inorganico y el
segundo por intercambio de 2-oxoglutarato

Si bien la mayor cantidad de GSH presente en la célula se encuentra repartido en el citoplasma
y la mitocondria, el reticulo endoplasmatico representa un reservorio de pequefias
concentraciones de la forma oxidada de glutation (GSSG). Existe un transporte preferencial de
GSSG desde el citosol hacia el reticulo endoplasmatico. La forma oxidada actia como fuente de
equivalentes de oxidacion para crear el ambiente necesario para el ensamble y la secrecion de
proteinas. ©®




Figura 23 Transporte mitocondrial de GSH. El anién GS- atraviesa liboremente la membrana mitocondrial externa. El

pasaje de GSH desde la membrana mitocondrial interna hacia la matriz se realiza mediante dos transportadores de

aniones. El transportador dicarboxilato (DIC) que intercambia fosfato inorganico (Pi) por GSH y el transportador 2-
oxoglutarato (OGC) que intercambia 2-oxoglutarato (2-OG) por GSH. 9

El higado es el 6rgano que posee las concentraciones mas altas de GSH y es un érgano central
en dos aspectos importantes para la biosintesis de GSH:

1. Los hepatocitos son las Unicas células que tienen la habilidad de utilizar metionina para la
sintesis de GSH a través de la via de la transulfuracién, en la cual la metionina es convertida a
cisteina y luego esta ultima es utilizada en la sintesis de GSH.

2. La sintesis hepatica de GSH depende de la velocidad de exportacién de GSH al plasma, bilis
y mitocondria mediante los distintos sistemas de transporte.

La alta concentracion de GSH en el higado se relaciona con la funcién de este 6rgano en la
detoxificacidén y eliminacién de compuestos xenobidticos. Los sustratos para la conjugacion con
GSH incluyen un gran niamero de compuestos electrofilicos o bien de sustancias que han sido
transformadas durante las reacciones de fase | en moléculas electrofilicas. La distribucion de
GSH dentro del higado es heterogénea, los hepatocitos periportales contienen el doble de la
concentracion de GSH que los de la zona centrolobulillar. ©®

28.1 Mecanismos de transporte de GSH en el hepatocito

Las células son impermeables a GSH; hasta la fecha no ha sido identificado ningun transportador
gue permita el ingreso de GSH al espacio intracelular. Todo el GSH que se encuentra dentro
de las células es sintetizado a partir de sus aminoacidos precursores, para los cuales hay
sistemas de transporte hacia el interior celular. Por lo tanto, entran aminoacidos precursores y se
exporta GSH, GSSG y conjugados de GSH.

Los aminoéacidos cisteina y glicina ingresan al hepatocito a través del transportador ACS
dependiente de Na+. El aminoacido glicina también puede ingresar por el transportador Gly
dependiente de Na+ y CI'. En el hepatocito el glutamato ingresa transportado por el transportador
anioénico Xag. ®

La caracterizacion e identificacién molecular de los trasportadores para el flujo de salida de GSH
permanecen poco definidas. Han sido identificados dos mecanismos transportadores en la
membrana plasmatica de los hepatocitos, uno de ellos es mediado por la proteina de resistencia
multiple, (Mrpl y Mrp2); el otro es mediado por el transportador de solutos organicos (Oatl) que
intercambia solutos organicos hacia el interior de la célula y libera GSH. En el hepatocito, el
transporte de GSH y sus conjugados hacia la bilis es mediado principalmente por Mrp2 en tanto
que Mrpl y Oatpl contribuyen al transporte de GSH hacia la sangre. ©®
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Figura 24 Mecanismos de transporte GSH y de &cido glutamico (Glu), cisteina (Cis) y glicina (Gly) en el
hepatocito. La figura muestra el ingreso de los aminoacidos desde el espacio extracelular por medio de transporte
activo. GSH es exportado tanto al espacio sinusoidal como al canaliculo biliar, por los transportados Mrpl, Mrp2y el

transportador de solutos organicos (Oatpl). ©®):

28.2 Detoxificacion de xenobidticos por GSH

La molécula tiene dos caracteristicas estructurales que le permiten llevar a cabo sus funciones.
Una de ellas es la unién y-glutamil entre los aminoacidos glutamato y cisteina. Esta particular
union se produce entre el grupo amino de la cisteina y el y-carboxilo del glutamato, en lugar del
enlace a-carboxilo que se encuentra en las proteinas. Como consecuencia, el enlace promueve
la estabilidad intracelular ya que el tripéptido s6lo puede ser degradado extracelularmente por la
enzima GGT. La otra caracteristica es la presencia del grupo sulfhidrilo del residuo de cisteina.
Este grupo es altamente reactivo, facilitando la participacion de GSH en un gran nimero y en una
gran variedad de funciones

La funcién mas importante del GSH es la detoxificacion de xenobidticos y sus metabolitos. El
tripéptido tiene un rol importante en la detoxificacion de una gran variedad de compuestos,
conjugandose con estos para luego ser excretados por orina o heces bajo la forma de derivados
de acidos mercapturicos. Estos compuestos se caracterizan por ser electrofilicos y forman
conjugados con GSH en reacciones espontaneas 0 bien en reacciones enzimaticas que estan
mediadas por la enzima GSH

28.2.1 Glutation S-transferasa

La glutation S-transferasa-pi (GSTpi), un miembro de esta familia de enzimas de fase Il de
detoxificacién, cataliza la reacciéon de detoxificacion intracelular, en la que se incluye la
inactivacion de carcindgenos electrofilicos 9

El tripéptido tiene un rol importante en la detoxificacion de una gran variedad de compuestos,
conjugandose con estos para luego ser excretados por orina o heces bajo la forma de derivados
de é&cidos mercaptaricos. Estos compuestos se caracterizan por ser electrofilicos y forman
conjugados con GSH en reacciones espontaneas o bien en reacciones enzimaticas que estan
mediadas por la enzima GSH-S-transferasa




Los conjugados formados son excretados fuera de la célula y hacia la bilis en el caso de los
hepatocitos. Luego de su excrecion, en el espacio extracelular actia sobre ellos la enzima GGT
liberando la fraccion cisteinil-glicina-conjugado sobre la que actia la enzima DP, el cisteinil
conjugado resultante es acetilado y liberado como &cido mercapttrico ©©

28.2.2 Glutatién como indicador de estrés oxidativo

Debido a que las concentraciones sanguineas de glutation reflejan el estado del glutation en
otros tejidos menos accesibles, las mediciones del glutation reducido (GSH) y el glutation disulfuro
(GSSG) en sangre se consideran esenciales como indice del estado del GSH en todo el cuerpo
y es un indicador util del estado de estrés oxidativo en humanos.
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Figura 25 Conjugacién con GSH y detoxificacion de xenobiéticos a través de la via del &cido mercaptdrico. X es un
compuesto electrofilico que puede conjugarse con GSH en una reaccién catalizada por la enzima GSH S-transferasa.
La fraccién y glutamil luego es desdoblada por la ectoenzima GGT, liberando el conjugado cisteinilglicina, el cual
luego es hidrolizado por DP, resultando en la formacion del cisteinil conjugado. Luego se continta con la N-
acetilacion formando acido mercapturico. ©6)

28.3 Funcién antioxidante.

Los intermediarios formados tales como el anién superéxido (O2) vy el peréxido de hidrégeno
(H20.) pueden llevar a la formacién de formas téxicas del oxigeno que causan peroxidaciéon
lipidica y dafo celular. GSH reacciona con los intermediarios reactivos del nitrdgeno.

El peréxido de hidrogeno formado durante el metabolismo aerébico es metabolizado formando
GSSG. La reaccion ocurre por la accion de la enzima glutatién peroxidasa, tanto en el citosol
como en la mitocondria y también por la enzima catalasa que esta ausente en la mitocondria. El
GSSG formado luego es reducido para formar nuevamente GSH por accion de la enzima GSH
reductasa usando NADPH, formando asi un ciclo de 6xido-reduccion. Los peréxidos organicos
(ROOH) pueden ser reducidos por dos enzimas, la glutatibn peroxidasa o la enzima GSHS-
transferasa. En condiciones de estrés oxidativo severo, la habilidad de la célula para reducir
GSSG a GSH se encuentra superada, tendiendo entonces a la acumulaciéon de GSSG. Para evitar
un cambio en el equilibrio redox intracelular, GSSG es activamente transportado fuera de la célula
o bien reacciona con los sulfidrilos de las proteinas para formar disulfuros mixtos (PSSH) ©%
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Figura 26 Funcién antioxidante de GSH. 1) El peréxido de hidrogeno formado por el metabolismo aerébico es
metabolizado por la enzima GSH peroxidasa formando GSSG. 2) GSSG formado en la reaccién anterior es reducido
por la enzima GSH reductasa utilizando NADPH como cofactor. 3) Los peréxidos organicos formados pueden ser
reducidos por GSH peroxidasa. 4) El GSSG formado durante el estrés oxidativo que no puede ser reducido a GSH es
exportado de la célula para mantener el equilibrio redox. @)




29 Materiales y Métodos
Elaboracion de nanoparticulas de Quitosan - Glutation reducido.

Para la elaboracion de las nanoparticulas de quitosan — Glutatién reducido se utiliz6 la
técnica de gelacion ionotrépica, Primero en una soluciéon de 20 mL de acido acético
glacial al 1 % con un pH de 4.2 se adiciono tripolifosfato (TPP) al 0.1 % y se dej6 agitar
por 30 minutos (Solucion A). En otros 20 mL de soluciéon de acido acético al 1 % con pH
de 4.2, se dej6 humectar por 10 minutos Pluronic F-68 al 1 %, trascurrido el tiempo
de humectacion, se disolvié quitosan al 3 % y Glutation reducido al 1 %, una vez
adicionado el Glutation reducido, la solucion formada se mantuvo a una temperatura
menor a 10 °C y se dejé en agitacién constante por 30 minutos (Solucién B).

El siguiente paso es de vital importancia para la formacion de las nanoparticulas de
quitosan - Glutation reducido, en la solucién B que permanece en agitacion, se adiciona
la soluciéon A en un promedio de 1 gota por segundo, una vez que se adiciono toda la
solucion de TPP, se dej6é en agitacion constante por un tiempo de 1 hora. Para saber que
las nanoparticulas se habian formado, se observé que la solucién tenia una tonalidad
blanca y de aspecto turbio.

Con lafinalidad de homogenizar el tamafio de particula, la solucion de nanoparticulas se
filtré por papel filtro, posteriormente se utilizo un embudo de vidrio borosilicato del sistema
de filtracion milipore, junto con una membrana de nitrocelulosa de 0.65 uM. Por ultimo
para que las nanoparticulas fueran estériles, y bajo condiciones de esterilidad, se utilizé
el mismo sistema de filtracion de milipore pero con una membrana de nitrocelulosa de
0.45 uM.

Las nanopatrticulas se recibieron en un tubo falcon, nuevo y esteéril, y se guardaron bajo
refrigeracién a 4 °C

29.1 Elaboracion de nanoparticulas control de Quitosan

En la formacién de nanoparticulas de quitosan, como un sistema de control, se utilizé la
misma técnica que la elaboracion de nanoparticulas de Quitosan - Glutation reducido,
solo que en la solucién B no se adiciona el Glutation reducido, por lo que estas
nanoparticulas, no estan cargadas. Y también se mantendran en condiciones de
esterilidad.




29.2 Caracterizacion de Nanoparticulas

29.2.1 Concentracion de Nanoparticulas y Determinacion de la eficiencia de
encapsulacién (EE)

Se tomarén 5 mL de sistema nanoparticulado, (NP-Q y NP-Q-GSH) y se colocaron en un tubo
para ultracentrifuga el cual contenia 5 mL de glicerol, posteriormente se adicionaron 20 mL de
solucién de acido acético al 1 % y se ultracentrifugo a 42,000 G por un tiempo de 1 h. Al finalizar
el tiempo, se extrajo el anillo que se formo en la interfase.

Una vez finalizada la centrifugacion se determind el GSH encapsulado. La cuantificacion se
realiz6 en el sobrenadante, en el cual se encuentra una cierta cantidad de GSH libre, se tomaron
50 uL de sobrenadante y se adiciono en una placa de 96 pozos, posteriormente se adiciono 150
uL de bufer de reaccion (preparado con el reactivo de Ellman) y se tomé la lectura
espectrofotométrica a 450 nm

La eficiencia de encapsulacion se realizé6 mediante la siguiente ecuacion.

Cantidad de GSH dentro de las NP

- - * 100
Cantidad teorica de GSH en las NP

EE (%) =

29.2.2 Determinacion del tamafo de particula

El tamafio de particula se determind realizando una dilucibn 5:1000 uL de sistema
nanoparticulado (NP-Q y NP-Q-GSH) el cual se ley6 en el equipo nano sight NS 300 obteniendo
el tamafio de particula promedio asi como la poli dispersion del tamafio de las nanoparticulas. Y
se obtuvo la cantidad de nanoparticulas por mililitro.

30 Exposicion Tratamientos en cultivos organotipicos de higado de rata en
base al esquema experimental.
30.1.1 Preparacioén de cultivos organotipicos

Para la realizacion de esta experimentacion se utilizaron 6 ratas Wistar de aproximadamente 4
semanas de edad, el sacrificd fue por medio de dislocacién cervical, se extrajo el higado del cual
se seleccion6 el I6bulo medial derecho.

Del I6bulo seleccionado, se realizé un corte de 25 mm? de area, posteriormente se colocé en el
equipo Vibratomo ajustado a 250 micras de grosor.

Figura 27 Cortes de tejido hepético

Con la finalidad de poder limpiar el exceso de eritrocitos que puedan quedar presentes en el
tejido, los cortes realizados seran trasvasados en una serie de las siguientes soluciones

e Bufer Hk (20 °C)
e Bufer PBS (Temperatura ambiente)
e Bufer PBS (37 °C)




Una vez colocados en el ultimo enjuague, los cortes se colocan respecto al esquema

experimental correspondiente.

30.1.2 Determinacién de concentracion de resazurina en cultivo organotipico de
higado de rata

Se trasvasaron 18 cortes de tejido hepatico en Medio DMEM 1 X y se incubaron1ha37°Cy5

% de CO. bajo el siguiente esquema de experimentacion en 800 pL volumen final. Una vez
pasado el tiempo se observé la coloracién rosa para poder realizar la lectura espectrofotométrica

a 595 nm.
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30.1.3 Viabilidad de Tejido.

Se trasvasaron 24 cortes de tejido hepético en 800 uL de Medio DMEM 1 X e incubara 37 °Cy
5 % de CO; bajo el siguiente esquema de experimentacién. Una vez transcurrido el tiempo de

exposicion realizar la técnica de resazurina descrita
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30.1.4 Técnica de resazurina

Después del tiempo de exposicion se realizé la lectura de citotoxicidad celular a través del
siguiente procedimiento:

Retirar el medio de cultivo

Adicionar medio de cultivo junto con resazurina al 0.03 %
Incubar 1 h

Tomar 200 pL de medio y colocarlos en una placa de 96 pozos
Leer la absorbancia a 595 nm

Realizar los calculos para obtener el porcentaje de citotoxicidad

30.2 Curva de citotoxicidad de Etanol

Se trasvasaron 72 cortes de tejido hepatico en 800 pL volumen final utilizando medio DMEM 1
X e incubar por 24 h a 37 °Cy 5 % de CO bajo el siguiente esquema de experimentacion.
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30.3 Curva de citotoxicidad de Nanoparticulas de Quitosan y Quitosan-Glutation
reducido

Se Trasvasaron 30 cortes de tejido hepético en 800 puL volumen final, utilizando Medio DMEM
1 X e incubaron por 24 h a 37 °Cy 5 % de CO. bajo el siguiente esquema de experimentacion.
Utilizando las concentracion de Nanoparticulas de Quitosan-Glutation reducido de 0.06 mM (DB)
y 0.6 mM (DA), reportadas en el laboratorio 9 de toxicologia celular de la unidad de Investigacion
multidisciplinar, y se utilizé el mismo volumen de las nanoparticulas de Quitosan-Glutation
Reducido basandose en la cantidad de nanoparticulas por mililitro.
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30.4 Exposicion de Nanoparticulas después de la exposicién de etanol

Se Trasvasaron 36 cortes de tejido hepético en 800 uL volumen final utilizando Medio DMEM 1
X e incubaron por 24 ha 37 °Cy 5 % de CO; bajo el siguiente esquema de experimentacion.

Después de las 24 h de exposicién en etanol, se reemplazé el medio de cultivo utilizando
nuevamente Medio DMEM 1 X y nanoparticulas de Quitosan y Quitosan-Glutation Reducido, y
se incubaron por 4 ha 37 °C y 5 % de CO: bajo el siguiente esquema de experimentacion.
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Tabla 5 Tratamientos utilizados para la evaluacion de la capacidad antioxidante de NP- NQ-GSH

Tratamientos Concentracion utilizada

Control negativo -

Control positivo Et-OH 100 mM

EtOH-NQ DB Volumen adicionado de acuerdo a la cantidad de NP de GSH
EtOH-NQ DA adicionado

EtOH-NQ-GSH DB 0.06 mM

EtOH-NQ-GSH DA 0.6 mM

Control negativo ——

Control positivo
(Etanol 100 mM)

EtOH-NP-QDB Después del
tiempo de
EtOH-NP-Q DA =—— exposicion se

realizé6 la lectura
— de citotoxicidad

EtOH-NP-Q-GSH DB—— utilizando la
t i i i 7 -
¥ técnica de
resazurina
EtOH-NP-Q-GSH DA— .
anteriormente.
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30.5 Evaluacion de los marcadores para estrés oxidativo.

30.6 Tratamiento de la muestra

e Se colocd cada uno de los tejidos en 300 pL de Bufer de Lisis.
e Luego se sobnico el tejido a 3 pulsos de 10 seg al 97 %
e Se centrifugo a 12 000 RPM por 15 minutos

30.6.1 Determinacion de Proteinas

e Se colocaron 10 pL del sobrenadante junto con 190 uL de Buffer PBS

e De la solucién anterior se tomaron 10 uL y se depositaron en una placa de 96 pozos
e Se adicionaron 190 L del reactivo de Bradford diluido ( 1mL Bradford :4 mL Agua)

e Incubar de 5-10 min a temperatura ambiente

e Y se tomo la lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 595 nm




30.6.2 Determinacion de actividad enziméatica Catalasa

e Enun tubo de ensaye se adicionaron 100 pL de triton 100 X al 1 %
e Se Adicionaron 100 pL de sobrenadante

e Posteriormente se incubo el tubo a 37 °C por 15 min

e Se adicionar 100 pL de H,O; al 30 %

e Seincubo por 3 mina 37 °C

e Por ultimo, se midi6 la altura de la espuma formada y se cuantifico

30.6.3 Determinacion de GSH

Se Tomaron 75 uL de sobrenadante y se depositaron en un tubo ependorf

Se adicionaron 7.5 uL de Acido sulfosalicilico al 5 % y se Incubo por 15 min
Posteriormente se centrifugo a 12 000 RPM por 15 min

Se Recuperaron 50 pL de sobrenadante y se colocaron en una placa de 96 pozos.
Luego se adicionaron 150 uL del Reactivo de Ellman

Se Incubar por 15 min a 37 °C

Y se tomo la lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 450 nm

30.6.4 Determinacion de especies reactivas al acido tiobarbitarico

Se tomaron 75 uL de sobrenadante y se depositaron en un tubo ependorf

Se adicionaron 75 yL de HCIO4 al 2.5 %

Y se Incubo por 15 min a 37 °C

Luego se centrifugo a 12 000 RPM por 15 min

Se recuperaron 150 pL de sobrenadante y se colocaron en un tubo nuevo
Después se adicionaron 150 uL de Acido Tiobarbiturico al 0.67 %

Se Incubo a 90 °C durante 30 min

Posteriormente se dejar enfriar y colocaron 200 uL en una placa de 96 pozos
Y se tomod la lectura de absorbancia en el espectrofotbmetro a 535 nm

30.7 Analisis estadistico

Para la realizacion de este proyecto se manejé por 2 experimentos independientes cada uno por
sextuplicado teniendo una n = 12. Los datos fueron analizados utilizando el andlisis estadistico
LSD al 95 % de confianza. Las letras iguales en los graficos indican que no hay diferencias
significativas.




31 Resultados y Discusion
31.1 Caracterizacién de Nanoparticulas.
31.1.1 Tamafo
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Gréfico 1 Tamafio de Nanoparticula de Quitosan con Glutation
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Gréfico 2 Tamafo de Nanoparticulas de Quitosan

Media: 185.9 nm
Moda: 147.9

Concentracion: 2.47 x 108
particulas / mL

Media: 145.3 nm
Moda: 139.1

Concentracién: 1.95 x 108
particulas / mL



31.1.2 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion.
Concentracién de NP-GSH preparadas

214.2 mg de GSH pesados 1 mmol de GSH 1000 mL

= 17.42 mM
40 mL de NP ¥ 30732mgdeGSH ™~ 11 m

Absorbancia de las NP-Q-GSH a 405 nm: 0.8147143
Absorbancia del blanco a 405 nm: 0.1411429
Diferencia: 0.6735714

Ecuacion de larecta: y=0.0081 X + 0.1068

0.6735714 — 0.1068

Concentracion no encapsulada = 0.0081 = 0.0699 mM

La eficiencia de encapsulacion se realizé6 mediante la siguiente ecuacion.

Cantidad de GSH dentro de las NP

- - * 100
Cantidad teorica de GSH en las NP

EE (%) =

17.3501

EE (%) = 747 * 100 = 99.5987 % de encapsulacion

Las Nanoparticulas de Quitosan y Quitosan con Glutatién, fueron desarrolladas bajo la técnica
de Gelacion ionotrépica la cual ocurre de acuerdo a una aproximacion de tipo ‘bottom-up’ como
resultado de procesos de auto-asociacién o entrecruzamiento, en este caso la principal razon de
la formacion son las interacciones electrostaticas entre productos de la disociacion del
Tripolifosfato (P3O10 ° y HP3O10 ™), el cual en solucion acuosa actlla como agente entrecruzante
con los grupos —NHs; * del Quitosan, y con la utilizacién de Pluronic F-68 como agente
estabilizador y protector de la intercalacidon del Glutation entre las cadenas del Quitosan.

El tamafio de particula de este sistema es muy sensible al pH y a la fuerza idnica, por este motivo
durante el proceso de la elaboracién de las nanoparticulas se debe de ajustar el pH a un valor
de 4 - 4.5 ya que en este intervalo el Quitosan favorece la formacion de la nanoparticula ademas

de que el Glutation es estable ante la degradacion. 2

Quitosan @ @

S-fp-h =

Figura 28 Formacion de las Nanoparticulas de Quitosan - GSH




Para calcular el porcentaje de encapsulacion de GSH, se cuantifico la concentracién del tripeptido
mediante la técnica del reactivo de Ellman, en donde el acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico se
encarga de oxidar los grupos SH libres, e interacciona con el grupo tiol de la molécula de cisteina
de la estructura quimica del GSH, formando un complejo de color amarillo. Es asi como se
demostré que el porcentaje de encapsulacion fue del 99.5987 % lo cual indica que las NP-Q-GSH
cumplieron con una concentracion de 17.3501 mM. ©©:

La determinacién del tamafio de particula, se realizd con el equipo Nanosight NS 300, el cual a
través del movimiento browniano de las nanoparticulas y la utilizacion de la dispersion de la luz,
se observé que las NP-Q tienen un tamafio promedio de 145.3 nm mientras que las de NP-Q-
GSH cuentan con un tamafio aproximado de 185.9 nmy a pesar de las dispersiones de tamafio
gue presentan ambas nanopatrticulas, estas cuentan con un tamafo ideal para poder atravesar
las membranas celulares y poder liberar el GSH, ya que el tamafio de las nanoparticulas no debe
de ser mayor de 200 nm debido a que pueden activar el sistema inmunolégico y ser aclaradas
en la sangre por las células Kupffer pero tampoco deben de ser menores a 5 nm para evadir la
filtracion directa por los rifiones 4 4 @9

Con base a la caracterizacion de las nanoparticulas, se calculd la cantidad de nanoparticulas
utilizadas en los diferentes tratamientos. Tomando en cuenta que para las NP-Q se utilizé el
mismo volumen adicionado de la cantidad de NP-Q-GSH, justificando en base a la relacion
cantidad de nanoparticulas existentes por mL, por lo que fue necesario calcular la cantidad de
Nanoparticulas que se depositaron en los diferentes tratamientos descritos a continuacion:

Tabla 6 Concentraciones de los diferentes tratamientos utilizados

Tratamientos Concentracion utilizada Cantidad de Nanoparticulas
control - -

NP-Q CB Volumen adicionado de acuerdo a 5.85 x 108 particulas / mL
NP-Q CA la cantidad de NP de GSH 5.85 x 10° particulas / mL
NP-Q-GSH CB 0.06 mM 7.41 x 108 particulas / mL
NP-Q-GSH CA 0.6 mM 7.41 x 10° particulas / mL
Et-OH 100 mM -




31.2 Evaluacion de la capacidad Antioxidante de Nanoparticulas en cultivo
Organotipico de higado de rata Wistar
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Gréfico 3 Viabilidad del cultivo organotipico de higado de rata Wistar, expuesto a diferentes horas de incubacion.
Promedio de experimentos independientes Utilizando LSD al 95 % de confianza.

De acuerdo al grafico No 3 Se realiz6 la determinacion del tiempo de vida del cultivo organotipico
optimo para el desarrollo de los estudios de citotoxicidad, después de 1 hora se muestra una
disminucion en la viabilidad del tejido, esto sucede porque el tiempo es corto para que el tejido
se adapte al medio de cultivo asi como a las condiciones de incubacion.

Mientras que a las 24 h se observa que la viabilidad aumenta y este se tomé como el tiempo
maximo en donde podemos tener un cultivo viable y util para conocer la respuesta del higado in
situ expuesto a diferentes concentraciones de etanol. Los resultados muestran que después de
las 36 h la viabilidad del tejido disminuye significativamente, por lo que a las 48 h de incubacién
el tejido ya no se encuentra metabdlicamente activo comprometiendo ampliamente su viabilidad.

Para la estimacion de la citotoxicidad se ultilizo la técnica de rezasurina el cual es un indicador
redox que permite detectar la viabilidad de las células por la conversién de una tincién, en el que
el colorante azul se vuelve rosa fluorescente a un color rojo altamente fluorescente en respuesta
a una reduccion quimica del medio de cultivo resultado del crecimiento celular causado
principalmente en las mitocondrias de las células vivas. 3
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Gréfico 4 Curva de citotoxicidad de cultivo organotipico de higado de rata Wistar, expuesto a diferentes
concentraciones de etanol, por 24 horas de incubacion Primer experimento independiente. Utilizando LSD al 95 % de
confianza.
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Gréfico 5 Efecto citotéxico en el cultivo organotipico de higado de rata Wistar inducido por etanol durante 24 horas.
Promedio de experimentos independientes con un rango especifico de concentracién de Etanol. Utilizando LSD al 95

% de confianza.

Al observar la grafica No 4 Se demuestra que la viabilidad del cultivo organotipico disminuye con
forme aumenta la concentracién de Etanol, el objetivo fue disminuir la viabilidad celular en un 70
% ya gue este porcentaje es el ideal para poder evaluar estudios de citotoxicidad. Obteniendo un
margen de concentracion de 100 mM a 180 mM donde no se aprecian diferencias significativas
entre estas concentraciones de etanol, ademas el porcentaje de viabilidad disminuye alrededor
del 70 % y se decidié realizar una segunda curva de citotoxicidad la cual se observa en el grafico
No 5 en el que tampoco existen diferencias significativas entre la concentraciéon de 100 mM a 140
mM, sin embargo a partir de la concentracién de 160 mM se observa que el porcentaje de
citotoxicidad empieza a disminuir por debajo del 70 %, por lo que se descartd utilizar
concentraciones mas elevadas de etanol. Es asi como se decidi6 utilizar la concentracion de 100
mM como la ideal para generar el estrés oxidativo y evaluar el efecto antioxidante de las
nanoparticulas preparadas a base de Quitosan y glutation sobre la citotoxicidad del etanol
inducida en el cultivo organotipico de higado de rata.
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Gréfico 6 Citotoxicidad de cultivo organotipico de higado de rata Wistar, expuesto a diferentes concentraciones de
nanoparticulas de Quitosan, por 24 horas de incubacién (Promedio de experimentos independientes). Utilizando
LSD al 95 % de confianza.
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Gréfico 7 Viabilidad de cultivo organotipico de higado de rata wistar, expuesto a diferentes concentraciones de NP-Q-
GSH por 24 horas de incubacion (Promedio de experimento independiente). Utilizando LSD al 95 % de confianza.




Para demostrar que las NP-Q vy las NP-Q-GSH no son citotdxicas, se realizaron experimentos
dosis-efecto para conocer la capacidad citotéxica de ambas nanoparticulas, utilizando las
concentraciones trabajadas en otros proyectos de investigacion dentro del laboratorio 9 de
Toxicologia celular de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan

En la grafica 6 se observa que las NP-Q en ambas concentraciones disminuyen
considerablemente la viabilidad del cultivo, sin embargo los resultados muestran que la capacidad
citotoxica de las nanoparticulas no representan un gran impacto en los procesos metabélicos
celulares, ya que esta disminucion se debe al método de solubilizacién del Quitosan, recordando
gue se utiliza un medio acido (pH 4 -4.5) ademas de la utilizacién de un agente entrecruzante
como el TPP que puede conllevar ciertos niveles de citotoxicidad, justo como se demuestra en la
concentraciéon de 0.6 mM

Pero al observar la gréafica No 7 se aprecia que a pesar de que las NP-Q disminuyen la viabilidad
del cultivo, al estar cargadas con GSH estas mejoran notablemente la viabilidad celular, ademas
no hay diferencias significativas entre el grupo control y la concentracion de 0.06 mM de NP-Q-
GSH. Y demostrando que en la concentracion de 0.6 mM el cultivo organotipico demuestra tener
una mayor actividad metabdlica debido a la cantidad de GSH suministrado, esto sugiere que el
glutation presente en las nanoparticulas puede modificar el estado 6xido reduccién de los cultivos
organotipicos en presencia de etanol. Generando una estimacion de que estas nanoparticulas
logran atravesar la membranas celulares, teniendo un rol central en la defensa contra el dafio
oxidativo causado por el medio &cido y el agente entrecruzante de las NP-Q ©4) (88) (94
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Gréfico 8 Evaluacion de la capacidad antioxidante de NP-Q-GSH, expuestos por 24 horas de incubacion (Promedio de
experimentos independientes). Utilizando LSD al 95 % de confianza.

Una vez demostrado que las Nanoparticulas no son citotoxicas, se realizo la evaluacion de la
capacidad antioxidante de las NP-Q-GSH. Todos los sistemas a excepcién del control negativo,
fueron sometidos a la exposicion de etanol por 24 h, tiempo suficiente para que sucediera el
proceso de biotransformacién del etanol y generar estrés oxidativo en el cultivo organotipico
hepatico.




El proceso de biotransformaciéon del etanol se desarrolla en el hepatocito, y en el existen tres
sistemas enzimaticos capaces de oxidar el etanol a Acetaldehido: el sistema de la via alcohol-
deshidrogenasa (ADH), el sistema microsomal oxidativo (CYP2E1) y la via de la catalasa.

El sistema enzimético de la via ADH es la principal via de oxidacion del alcohol, en condiciones
normales biotransforma  cerca del 80-90% del alcohol y se localiza en el citosol de los
hepatocitos. La actividad de la ADH se basa en transferir el hidrogeno del sustrato al cofactor
NAD+, transformandolo en NADH y produciendo acetaldehido. CYP2EL1 localizado en el reticulo
endoplasmatico, actia principalmente cuando se encuentra saturada la capacidad de la ADH y
es capaz de oxidar el etanol utilizando NADPH y oxigeno molecular. Su hiperestimulacion
produce un exceso de radicales libres anion superéxido (O2), peroxido de hidrégeno (H20,),
radical hidroxilo (OH") y el consiguiente estrés oxidativo. Se calcula que esta via contribuye en un
10% en la biotransformacién del alcohol. ©°
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Figura 29 Sefializacion de la Biotransformacion de Etanol ®)




Si bien el hepatocito es la principal célula que actia directamente en la biotransformacién del
etanol, eso no excluye que el etanol tenga actividad sobre otras células hepaticas, es por eso que
al estar evaluando la citotoxicidad en un cultivo organotipico, es importante conocer que otras
vias pueden ser susceptibles a la exposicion a etanol. Por lo que se ha comprobado que las
células de Kupffer también pueden ser activadas por la oxidacion del etanol mediante CYP2E1,
ya que refuerza la activacion del factor nuclear B (NFkB) desencadenando la siguiente cascada
de sefalizacion en donde el etanol sobre las células hepaticas, y ejerce una mayor
permeabilidad al paso del lipolisacarido (LPS) y se una a una proteina de unién (LPB) y esta
tltima impide la transferencia de LPS en los receptores de membrana CD14 en la célula de
Kupffer, por lo que ocurre una translocacion de NFkB, y este induce a la transcripcion de citosinas
e interleucinas como la IL-1, IL-6 e IL-8, ademas de que esta translocacion también genera la
transcripcién del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), Factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) el cual induce apoptosis al hepatocito, y del factor transformante de crecimiento beta
(TGF- B) (Figura 30) que es el responsable de la activacién de la célula estrellada para la
produccion de proteinas de matriz extracelular en exceso como colageno tipo I, lo cual favorece
el proceso profibrogénico generando la formacion de diversas patologias como hepatitis o cirrosis
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Figura 30 Efecto del etanol sobre células hepaticas ©7)

De acuerdo a la comunicacién celular se planteé la formacién de EROs en hepatocitos, CYP2E1
es la fuente mas alta de produccion de EROs, en casos de intoxicacion etilica crénica se tiene un
especial alto indice en la actividad de la NADPH oxidasa, permitiendo de este modo la produccion
de grandes cantidades de radical Oz "y H2O,.




Es por esto que el granincremento en la relacion NADH:NAD+ en el higado durante la oxidacion
del etanol tiene consecuencias profundas, ademas limita la velocidad de la biotransformacion del
alcohol. Y las enzimas que necesitan NAD+ son inhibidas, de este modo se acumula lactato, y
aminora la actividad del ciclo del acido tricarboxilico y se acumula acetil coenzima A (acetil CoA),
gue es producida en abundancia a partir del 4cido acético derivado del etanol. El incremento
combinado de NADH y de acetil CoA estimula la sintesis de acidos grasos y el almacenamiento
y acumulacion de triacilglicéridos, surgen cuerpos cetdnicos y tal situacion exacerba la acidosis
lactica. (Figura 29) EIl metabolismo del etanol por la via de CYP2E1 genera abundante NADP+y
con ello limita la disponibilidad de NADPH para la regeneracion de glutation reducido (GSH), esta
disminucion de la concentracién de GSH va unida a la consecuente disminucién de la actividad
de la enzima antioxidante Glutation peroxidasa que a su vez utiliza el GSH como cofactor, lo que
favorece la oxidacion y produccion de EROs lo cual intensifica el estrés oxidativo. 8 (°8)

Al observar el grafico 8 se aprecia que el control positivo (Et-OH) disminuyo su viabilidad al 76 %
indicando la generaciéon de una citotoxicidad que al ser comparada con la columnade  NP-Q-
CB no existen diferencias significativas, a pesar de que disminuyo un poco la viabilidad esta
afecta relativamente en un estado critico, sin embargo al compararla con la columna de NP-Q-
CA se demuestra que presentan diferencias significativas con respecto a la columna de Et-OH ya
gue la viabilidad celular disminuye, esto sucede porgue el cultivo al ser sometido 24 h en etanol
sufrié un dafo citotéxico del cual no pudo reponerse, ya que posterior a la incubacién con alcohol
se adiciono una cantidad alta de nanoparticulas y como se observo en la grafica No 6 por la
utilizacién de un medio acido y del agente entrecruzante como el TPP conlleva a ciertos niveles
de citotoxicidad, justificando dicha disminucion de viabilidad ©4

Al observar la columna de NP-Q-GSH CB se demuestra que a concentraciones bajas de GSH,
la viabilidad mejor6 en un 9% en comparacion al control positivo (Et-OH) y en el caso de las NP-
Q-GSH CA la viabilidad tuvo un incremento del 19 %, esto indica que con las NP-Q-
GSH, los efectos antioxidantes son significativos cuando el cultivo esta expuesto a
concentraciones altas, libernado el GSH y generando su capacidad antioxidante ante la formacién
de EROs.

Recordando que el motivo principal del desarrollo de este proyecto de investigacion es mejorar
la biodisponibilidad del GSH, ya que en gran parte este disminuye por la biotransformacién del
etanol descrito anteriormente, ademas de que GSH no es permeable a las células, todo el GSH
gue se encuentra dentro de las células es sintetizado a partir de sus aminoacidos precursores,
por lo que se demuestra que con el desarrollo de NP — Q — GSH permite el paso de GSH al
interior de la célula desencadenando su actividad antioxidante ©9
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Gréfico 9 Evaluacion de la Actividad de Catalasa (Promedio de experimentos independiente). Utilizando LSD al 95
% de confianza.

Cuando hay un exceso de H,O; proveniente de la biotransformacién del etanol, este se acumula
en la célula y se activa la via de catalasa, localizada en los peroxisomas, en la que se oxida el
etanol usando una molécula de H,O,, por lo que cataliza la dismutacion del H,O, en H.O y Oy
evitando asi que se forme el radical OH y el O.. En altas concentraciones de H,O, la catalasa
descompone el peréxido de hidrégeno rapidamente sirviéndose de una reaccion catalitica en la
cual el H,0, actlia tanto como aceptor, como donador de moléculas de hidrogeno. Generando en
su Ultima etapa acetaldehido. ©4
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Figura 31 Biotransformacion por Via de catalasa ©4:

Como se puede observar en la gréfica No 9 el control positivo (Et-OH) no presenta demasiada
actividad con respecto al control negativo, y que como se ha explicado con anterioridad, la via de
la catalasa solo se encarga de biotransformar aproximadamente el 10 % del Etanol, por lo que
esta disminucion podria deberse a que gran parte del etanol se esté biotransformando ya sea
por la via del ADH o CYP2E1, sin embargo al analizar las columnas de Et-OH-NP-Q y Et-OH-NP-
Q-GSH se observa un aumento de la actividad de la catalasa, probablemente esto sucedio por
el aumento de la cantidad de GSH, lo que género que el sustrato H,O» no se encuentre saturado

61



ya que este peroxido de hidrogeno formado durante el metabolismo aerdbico también es
metabolizado por GSH formando Glutation oxidado (GSSG) por la accién de la enzima glutation
peroxidasa, tanto en el citosol como en la mitocondria, lo que demuestra que la catalasa que
esta ausente en la mitocondria se encarga de metabolizar una parte de este H,O5, lo que explica
el incremento de la actividad de catalasa. @2 (€5 (%8) (%9)
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Gréfico 10 Evaluacion de la Actividad de GSH (Promedio de experimentos independiente). Utilizando LSD al 95 %
de confianza

De acuerdo al grafico 10 se observa que practicamente no hay diferencias significativas entre
las columnas de Et-OH, Et-OH-NQ-CB y Et-OH-NQ-CA con respecto al control negativo, esto
sucede porque los niveles hepaticos de GSH se agotan 6 horas después de la intoxicacion de
Etanol en animales jovenes, (recordando que se utilizaron ratas wistar de aproximadamente 4
semanas de edad) y como ya se explicé la biotransformacion del etanol por la via de CYP2E1
genera abundante NADP+ y con ello limita la disponibilidad de NADPH para la regeneracion GSH,
esta disminucion de la concentracibn de GSH va unida a la consecuente disminucién de la
actividad de la enzima antioxidante Glutation peroxidasa que a su vez utiliza el GSH como
cofactor, lo que favorece la oxidacion y produccién de EROs lo cual intensifica el estrés oxidativo.
Asi mismo ocurre un mecanismo de agotamiento de GSH inducido por EtOH el cual puede
implicar la conjugacion directa de GSH con el acetaldehido, (primer producto de la
biotransformacion del etanol), y esta union se da especificamente en la cisteina, eliminando asi
el GSH activo de las células del higado. Los niveles reducidos de GSH alteran el estado redox
de la célula al disminuir la relacion GSH / GSSG y / o aumentar la formacion de EROS. (100 (103)

En el grafico No 10 en la columna de ET-OH-NQ-GSH-CB y ET-OH-NQ-GSH-CA se muestra un
incremento en la cantidad de GSH con respecto a todos los tratamientos, por lo que se demuestra
gue se evita el agotamiento de los niveles de GSH por etanol, ademas de gque haciendo una
relacién con la grafica No. 8 se observa que en estas columnas, la viabilidad del cultivo aumento,
lo que indica que la Cantidad de GSH ingresada a través de las nanoparticulas es suficiente para
poder realizar su capacidad antioxidante. Recordando que la presencia del grupo sulfhidrilo del
residuo de cisteina es altamente reactivo, facilitando la participacion de GSH en una gran
variedad de funciones antioxidantes. 9
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Figura 32 Estructuras de GSH a) GlutatiOn reducido (GSH), su grupo activo es el grupo SH del residuo de Cistelna
(cIrculo).b) GlutatiOn oxidado, formado por dos molEculas de GSH unidas por un enlace disulfuro (clrculo). (GSSG).
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Por lo que los radicales libres formados por la biotransformacion del etanol se inactivan por el
GSH por la accion de la enzima glutation peroxidasa, tanto en el citosol como en la mitocondria
formando conjugados para luego ser excretados en la billis bajo la forma de derivados de acidos
mercaptaricos. Ademas también se forma GSSG el cual luego es reducido para formar
nuevamente GSH por acciéon de la enzima GSH reductasa usando NADPH, formando asi un ciclo
de Oxido-reducciéon. En condiciones de estrés oxidativo severo, la habilidad de la célula para
reducir GSSG a GSH se encuentra superada, tendiendo entonces a la acumulacion de GSSG.
Para evitar un cambio en el equilibrio redox intracelular, GSSG es activamente transportado fuera
de la célula o bien reacciona con los sulfhidrilos de las proteinas para formar disulfuros mixtos
(PSSH). (©8) (91) (100)
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Gréfico 11 Evaluacion de la Actividad de TBAR (Promedio de experimentos independiente). Utilizando LSD al 95 %
de confianza.

Al analizar el grafico 11 se observa que en las columnas de Et-OH-NPQ-CB, Et-OH-NQ CAy Et-
OH hay un incremento en la cantidad de TBAR con respecto al control negativo, ya que las
Nanoparticulas de Quitosan generan un cierto dafio a la membrana celular por las condiciones
del medio acido en el que son preparadas ademas de que el incremento de TBAR también se
justifica por que las EROs generadas por la biotransformacion de etanol en el hepatocito, provoca
la peroxidacion de lipidos de membrana y enseguida, el radical libre lipidico sufre la adicion de
oxigeno para formar un hidroperéxido de lipido y luego descomponerse llevando al hepatocito a
la muerte. Los peroxidos organicos (ROOH) pueden ser reducidos por dos enzimas, la glutation
peroxidasa o la enzima GSHS-transferasa. Por lo que se podrian formar aductos de proteinas
con el acetaldehido proveniente directamente de la biotransformacion del etanol y también con

64



otros aldehidos reactivos formados en la descomposicion de los peroxidos de lipidos. La
descomposicion de los hidroperéxidos da lugar a la formacion de aldehidos reactivos, tales como
el malondialdehido (MDA) y el 4- hidroxinonenal (4-HNE). EIl acetaldehido proveniente
directamente del metabolismo del etanol, constituye también una sustancia toxica para el
hepatocito, ya que forma aductos de proteinas, que junto con el MDAy el 4-HNE, son reconocidos
como neoantigenos. Los aductos de proteinas se forman a través de enlaces covalentes entre
las cadenas laterales de las proteinas y la sustancia reactiva, en este caso acetaldehido, MDA y
4HNE. Las proteinas identificadas como aductos incluyen a la tubulina, las lipoproteinas de baja
densidad, y otras proteinas de membrana del hepatocito. Ademas de promover la respuesta
inmune, los aductos de proteinas no son funcionales, y hacen que disminuya la secrecion de ellas
debido a su cambio conformacional, haciendo que el hepatocito adquiera un aspecto redondeado
de tamario aumentado, concomitante a la acumulacion de lipidos. ©7 00
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Figura 34 Aductos de proteinas ©7

Mientras que en la columna Et-OH-NQ-GSH-CB del Grafico 11 se observa que no hay diferencias
significativas con respecto al control negativo y en Et-OH-NQ-GSH-CA se aprecia que el valor
de TBAR es menor, por lo que se demuestra que con las NP-Q-GSH disminuye la presencia de
peroxidacion de lipidos de membrana, ya que las EROs generadas por el etanol, estan siendo
conjugadas con el GSH, y esto provoca que no exista la formacién de hidroperéxidos, por lo tanto
también se previene la formacién de aductos con las proteinas y aldehidos reactivos,
correlacionando con la grafica No 10 se confirma que el GSH dentro de las nanoparticulas es
suficiente para prevenir la peroxidacion por lo que tiene sentido lo expresado en el grafico 8 ya
gue al prevenir la formacién de peréxidos y su descomposicion, se mejora la viabilidad del cultivo
organotipico. 7 (8)




32 Conclusiones

Se demostré que con la utilizacién de Nanoparticulas de Quitosan al encapsularlas con GSH se
mejora la biodisponibilidad de este antioxidante, ya que este no puede ingresar a la célula por si
solo. Es por esto que para evaluar la capacidad antioxidante se utilizaron cultivos organotipicos
de higado de rata, que permiten realizar estudios de citotoxicidad, con mayor precision ya que
estos tejidos guardan toda la estructura asi como su comunicacién celular, lo que es ideal para
evaluar las de vias de sefializacion celular que se activan con respecto a diferentes estimulos.

Se utilizé Etanol como agente xenobiotico el cual se determind que a una concentracion de
100 Mm la viabilidad celular se encuentra aproximadamente en un valor del 75 % siendo un gran
citotdxico hepatico que a través de sus diferentes vias de biotransformacion desencadena EROs
gue son causantes del estrés oxidativo celular y esto produce diversas patologias causadas por
el aumento de EROs.

Se comprobd que las propiedades de las nanoparticulas elaboradas, como porcentaje de
encapsulacion y dispersion dinamica de la luz corresponden a un buen método de encapsulacion
de GSH por la técnica de gelacion ionotropica, ya que a pesar de la polidispersion del tamafio
de particula, se demostré6 que el GSH se encapsulo, por lo que una vez administradas las
nanoparticulas de Quitosan — GSH posteriores a la exposicion de etanol, se mejor6 la viabilidad
celular, lo que es indicativo de que las nanoparticulas entran a las células liberando el GSH y
desencadenando su actividad antioxidante

Se demostré que la via de catalasa se activa con mayor potencia cuando se administra GSH, ya
gue al no encontrarse saturado el sustrato H.0> puede compartir este con GSH para poder
biotransformar el etanol. En cuestiéon de GSH y TBARS guarda una estrecha relacién ya que en
la primera se ve una disminucion de GSH en los tratamientos con Etanol y con Et-OH-NP-Q ya
qgue el etanol genera la disminucién de GSH por lo que el aumento de las EROs desencadena
problemas de peroxidaciéon de lipidos de membrana asi como su posible descomposicién de los
hidroperéxidos generando la posible formacion de aductos, por lo que esto se ve reflejado en las
pruebas de TBARS en donde se ve claramente que la peroxidacion de lipidos esta aumentada
en los tratamientos con Etanol y con Et-OH-NP-Q. Mientras que con Etanol y con NP-Q —GSH,
el aumento de GSH mejora la viabilidad celular asi como prevenir la peroxidacién de lipidos de
membrana.

Se acepta que las nanoparticulas mejoraron la biodisponibilidad del GSH ante el estrés oxidativo
provocado por etanol, sin embargo se deben de realizar pruebas especificas para comprobar la
efectividad del efecto antioxidante de las nanoparticulas de Quitosan con glutation

33 Perspectivas

Para poder hacer una correlacion mas especifica se sugiere realizar otras pruebas enzimaticas
como ADL, CYP2EL1, asi como GPX, especies reactivas de oxigeno y pruebas de funcionamiento
hepatico ademas de realizar estudios de microscopia para comprobar que las nanoparticulas
ingresan dentro del espacio intracelular.
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