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1 INTRODUCCION

La Glutation Peroxidasa (GPx) es una enzima vital que protege las células contra el estres
oxidativo al reducir peroxidos utilizando glutation reducido (GSH) como sustrato.
Descubierta inicialmente en eritrocitos bovinos por Millis en 1957, se ha encontrado que GPx
esta presente en diversos tejidos y organismos, siendo crucial para mantener la integridad
celular al neutralizar especies reactivas de oxigeno (ERO)™.

En enfermedades como la artritis reumatoide (AR), donde el estrés oxidativo juega un papel
clave en su desarrollo, se observa una reduccion significativa de los niveles de GPx y GSH
en sangre y liquido sinovial. Esto indica un aumento del estrés oxidativo en las articulaciones
afectadas, exacerbado por la sobreproduccion de ERO y mediadores inflamatorios como el
TNF-o y las interleucinas, que pueden inhibir la actividad de GPx2.

La investigacion sobre GPx en AR no solo busca entender su rol patogénico, sino también
explorar posibles enfoques terapéuticos. Estrategias para aumentar la actividad de GPx o la
disponibilidad de GSH, como la suplementacion con selenio, pueden ser prometedoras para
mejorar la capacidad antioxidante en estos pacientes®.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La AR es una enfermedad autoinmune que aqueja principalmente a las mujeres adultas, la
cual afecta principalmente a articulaciones diartoidiales, deteriorando la capacidad funcional
de las extremidades®. El tratamiento se enfoca en reducir el proceso oxidativo de las células,
ya que se ha detectado la presencia de ERO, mismas que desempafian un papel fundamental
en las enfermedades degenerativas debido a que causan un mal funcionamiento en las
mitocondrias de las células®.Uno de estos tratamientos, consiste en incrementar las
concentraciones de glutation a nivel sistémico, sin embargo, este es una molécula que se ve
afectado por el ambiente &cido del sistema digestivo, causando su degradacion y en
consecuencia no sea aprovechado de la forma esperada por el organismo. Se han buscado
nuevas formas de administracion, una de ellas es el empleo de liposomas que son pequefias
vesiculas esféricas que tienen la capacidad de encapsular sustancias tan diversas como lo son
medicamentos, genes, proteinas entre otros, es decir actlian como mensajeros que transportan
los compuestos quimicos al lugar indicado, protegiendo su carga del exterior y evitando dafar
a los tejidos sanos, por este motivo se plantea utilizarlos como acarreadores para que el
glutation pueda ser administrado por via oral®.



3 OBJETIVOS
3.1 General:
Evaluar el efecto de la administracion oral de glutation liposomal sobre la actividad de
glutation peroxidasa en ratas Wistar macho como alternativa de defensa antioxidante.
3.2 Especificos
3.2.1 Validar la técnica para cuantificacion de glutation peroxidasa siguiendo
los lineamientos establecidos por NOM-177-SSA1-2013 con la finalidad
de tener un metodo preciso y exacto.
3.2.2 Administrar las formulaciones de glutation liposomal y N-acetilcisteina
via oral a ratas Wistar macho para la obtencion de muestras de cerebro e
higado.
3.2.3 Cuantificar la actividad de glutation peroxidasa utilizando la técnica de
espectro espectroscopia de UV-vis y comparar su efecto antioxidante.

4 ANTECEDENTES
4.1 Artritis reumatoide

La AR es una enfermedad sistémica, inflamatoria y crénica que afecta predominantemente
las articulaciones. Su caracteristica distintiva es la activacién de diversas poblaciones
celulares en las articulaciones y la produccion de mediadores proinflamatorios como
citocinas, prostaglandinas y proteasas’. Aunque se clasifica cominmente como una
enfermedad autoinmune, aun no se han identificado los antigenos especificos que
desencadenan la respuesta inmune. Se caracteriza por la alteracion de los mecanismos de
tolerancia inmunoldgica, lo que provoca una respuesta inmune persistente y exagerada. Esta
respuesta se manifiesta a través de la formacion de clones de células T autorreactivas y la
produccion espontanea de autoanticuerpos dirigidos contra estructuras celulares propias o
autoantigenos*. Debido al incremento de leucocitos se provoca la liberacion de citocinas
proinflamatorias y radicales libres. Dichos eventos son los responsables de iniciar un proceso
de inflamacion y atraer otras células inmunoldgicas al sitio afectado. A medida que progresa
la enfermedad, estas especies reactivas desempefian un papel crucial en la destruccion del
cartilago y contribuyen a la sinovitis proliferativa. En este contexto, la interleucina 8 emerge
como un factor relevante, atrayendo neutréfilos al area afectada, estos a su vez, liberan ERO,
contribuyendo al proceso inflamatorio y al dafio articular caracteristico de la AR®. Como
consecuencia se obtiene un efecto sobre la homeostasis del sistema redox en la celula,
causando estrés oxidante, el cual a su vez afecta a la estructura y funcion celular.

4.2 Estres Oxidativo.
El estrés oxidativo (EO) es un estado caracterizado por un desequilibrio entre las moléculas
prooxidantes, que incluyen especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERON), y las defensas
antioxidantes, favoreciendo a las primeros y con implicaciones negativas en la homeostasis



del organismo debido al dafo celular, tisular y sisttmico. Las ERON son generadas por
diversos procesos tanto enddgenos como exogenos, y sus efectos negativos son
contrarrestados por las defensas antioxidantes. EI EO se produce cuando existe un
desequilibrio entre la produccion de ERON vy estas defensas antioxidantes. Este desempefia
un papel crucial en el desarrollo de la patogénesis de muchas enfermedades y en el proceso
de envejecimiento. En un estado de estrés oxidativo, se observa un aumento en la
concentracion de especies reactivas, lo que puede desencadenar una sefializacion intracelular
alterada, llevando a la desregulacion de la respuesta inflamatoria®.

Este fendmeno se ha asociado con més de 100 enfermedades cronico-degenerativas entre
ellas la artritis reumatoide®®. El estrés oxidativo es altamente favorecido por la produccion
de los radicales libres, que se definen quimicamente como atomos o moléculas con un
electrén no apareado en su ultimo orbital, lo que los hace altamente reactivos y propensos a
oxidar lipidos de membrana, carbohidratos, proteinas e incluso ADN, Aunque se generan
naturalmente durante el metabolismo y la respiracion celular, también pueden surgir en
respuesta a factores exdgenos como los rayos UV, radiaciones ionizantes, contaminacion
ambiental, humo de cigarrillo y ejercicio intenso!. Los principales tipos de radicales libres
son las especies reactivas de oxigeno (EROs), como el ion radical superdxido, peroxido de
hidrégeno (no radical pero muy oxidante) y radical hidroxilo (el méas reactivo). La cadena de
reacciones que lleva a su formacion puede generar agua como producto final si se
desintoxican correctamente, pero bajo condiciones desfavorables como la presencia de iones
metalicos o deficiencias en donadores de electrones, pueden acumularse y causar dafio
celular®?,

Para contrarrestar los efectos nocivos de las especies oxidantes, el organismo emplea
sistemas antioxidantes que actuan tanto dentro como fuera de las células. Los antioxidantes
primarios, como las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GPx), previenen la formacion de radicales libres y los transforman en
compuestos menos dafiinos. Por otro lado, los antioxidantes secundarios intervienen una vez
formados los radicales para evitar su propagacion y convertirlos en formas menos reactivas®®.
Cuando hay un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros, se
desarrolla estrés oxidativo. Este estado bioquimico puede evaluarse mediante la medicién de
productos de oxidacion de biomoléculas, como los lipoperdxidos, que se cuantifican
espectrofotométricamente mediante métodos como el del acido tiobarbittrico (TBA)®.

5.3 Mecanismos de defensa antioxidante enzimaticos

constituyen la primera linea de defensa contra el estrés oxidativo, y su funcién es prevenir el
dafio oxidativo interactuando directamente con las especies reactivas de oxigeno (ERO).
Estas enzimas actlan como catalizadores y son recicladas de manera eficiente después de su
accion. Entre las enzimas que forman parte de este sistema antioxidante enzimatico se
encuentran el superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y el glutation peroxidasa (GPx).



5.4 Sistema Glutation
La GPx (glutation peroxidasa) es una enzima clave del sistema de glutation, ya que regula la
conversion del glutation reducido (GSH) en glutation oxidado (GSSG). Ademaés de la GPX,
la glutation reductasa (GR) y la glutation-S-transferasa (GST) también desempefian un papel
importante en este sistema. Este sistema de glutation es esencial para mantener el equilibrio
redox en las células y es conocido actualmente como el "Sistema Detoxificante y
Antioxidante del Glutation™ o simplemente "Sistema GSH"*°,

5.5 Glutation

El glutation es el tiol antioxidante celular mas abundante, presente en concentraciones
mmols. Se trata de un tripéptido compuesto por los aminoacidos glutamato, cisteinay glicina.
El glutation desempefia funciones antioxidantes importantes y actta como cofactor esencial
para enzimas como el glutation peroxidasas y glutation S-transferasas, que protegen contra
radicales libres y peroxidos. Ademas, actia como donante de electrones al reducir enlaces
disulfuro en proteinas citoplasmaticas de cisteinas, transformandose en su forma oxidada
Ilamada disulfuro de glutation (GSSH). En las células, la forma reducida de glutation (GSH)
es mas abundante que su forma oxidada'® 7.

5.6 Glutation peroxidasa Gpx.

La Glutation Peroxidasa (GPx) fue identificada en eritrocitos bovinos por Millis en 1957 y
posteriormente encontrada en otros tejidos, incluyendo eritrocitos humanos, pulmones y
higados de ratas, asi como en musculos, piel y hepatopancreas de peces, sugiriendo que es
una enzima presente en diversos organismos®e..Existen al menos tres variantes de GPx que
dependen del selenio: la forma intracelular o celular (GPx-c), la forma extracelular o
plasmatica (GPx-p) y la forma especifica para fosfolipoperdxidos (GPx-PH), que suele estar
asociada a membranas. Aunque estas variantes comparten la misma funcién, presentan
diferencias estructurales®®.

5.6.1 Estructura de GPx
La GPx-cy la GPx-p son enzimas tetraméricas, compuestas por cuatro subunidades idénticas,
cada una con un atomo de selenio unido covalentemente a una molécula de cisteina. Las
secuencias de aminoéacidos de las subunidades de GPx-c difieren de las de GPx-p. Ademas,
GPx-p es una proteina glicosilada con puentes disulfuros intramoleculares. EI peso molecular
de GPx-c es de 22 kD, mientras que el de GPx-p es de 25 kD, cada una con aproximadamente
221 aminoécidos por subunidad. Las subunidades individuales no tienen actividad catalitica.
Por otro lado, GPx-PH es una enzima monomérica también con un atomo de selenio, que si
posee actividad catalitica y un peso molecular de 18 kD?°. GPx-c se localiza en la mitocondria
y el citosol de las células hepaticas, en el citosol de eritrocitos formando complejos con la
hemoglobina, y en el lisosoma de neutréfilos, macrofagos y otras células fagociticas del
sistema inmune. Se han observado diferencias entre sexos en cuanto a la actividad de la



enzima, los niveles de ARNm y las concentraciones de selenio en el higado de ratas y ratones,
con una mayor actividad en el sexo femenino?..

5.6.2 Funcion de GPx
La funcion principal de esta enzima es neutralizar los perdxidos, un tipo especifico de
radicales libres. Para lograr esto, utiliza glutation en su forma reducida como un donante de
electrones??. De esta manera, la Glutation Peroxidasa transforma los peréxidos en sustancias
menos dafiinas, como agua. Durante este proceso, el glutation se oxida, pero nuestro cuerpo
puede regenerarlo de nuevo a su forma reducida para que pueda seguir protegiendo nuestras
células contra el dafio oxidativo®.

Las Glutation Peroxidasas (GPx) son un grupo de enzimas vitales que desempefian un papel
fundamental en la proteccion celular contra el estrés oxidativo. Aungue todas tienen una
funcion antioxidante similar, cada tipo tiene caracteristicas especificas?*:

e Glutation Peroxidasa 1 (GPx1): Es la mé&s comun y se encuentra en la mayoria de las
células del cuerpo. Su funcion principal es neutralizar peroxidos de hidrogeno y
lipidos peroxidados, convirtiéndolos en productos menos dafiinos.

e Glutation Peroxidasa 2 (GPx2): Se expresa principalmente en el revestimiento del
tracto gastrointestinal y protege estas células del dafio oxidativo, siendo crucial para
la salud intestinal.

e Glutation Peroxidasa 3 (GPx3): Predomina en el plasma y se encuentra en
concentraciones elevadas en los rifiones, donde desempefia un papel vital en la
proteccién contra el estrés oxidativo.

e Glutation Peroxidasa 4 (GPx4): Destaca por su capacidad Unica para reducir lipidos
peroxidados en membranas celulares y lipoproteinas circulantes, esencial para
mantener la integridad celular.

GPx requieren glutation para funcionar correctamente, subrayando la importancia de
mantener niveles adecuados de glutation en el cuerpo para proteger nuestras células del dafio
oxidativo?,

5.7 Los liposomas.
Son vesiculas esféricas compuestas por una bicapa lipidica en medios acuosos. Los lipidos
que componen esta bicapa pueden ser de origen natural o sintético, y se caracterizan por tener
una parte hidrofila en la cabeza y una parte lipdfila en la cola. El tamafio de los liposomas
puede variar desde unos 20 nanOmetros hasta algunas decenas de micrémetros. Estas
estructuras pueden encapsular farmacos hidrofilicos en su interior y farmacos hidrofébicos
en la parte externa de la bicapa lipidica para su transporte y liberacion controlada®®. Los
sistemas liposomales, al ser dispositivos artificiales compuestos por una o varias capas de
fosfolipidos, tienen una estructura molecular que permite la adaptacion de agentes activos



mediante mecanismos especificos. Esto brinda una prometedora capacidad para la
administracion de farmacos mediante la creacion de enlaces quimicos entre los lipidos y
fragmentos de anticuerpos o ligandos?”.

6 MATERIALESY METODOS.

Se utilizaron 18 ratas Wistar macho con un peso entre 250 — 270 g y fueron alojadas en un
ambiente controlado, a una temperatura de 22 + 5 °C y HR 55 £ 5%. Se les proporcion0
comida y agua ad libitum. Los animales fueron divididos en 3 grupos siguiendo las
recomendaciones del comité de ética para el manejo de animales de laboratorio de la unidad
de produccion y experimentacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo
Ibarra Ibarra, asi como la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. El nimero de
unidades experimentales se mantuvo al minimo posible (n= 6).

Disefio experimental: a cada animal se le design6 un ndmero de identificacion que se
consigno en el espacio "Roedor n°, grupo n". Los grupos se distribuyeron de la siguiente
manera:

e Grupo A: Animales tratados con N-acetilcisteina (NAC) por dos semanas como
precursor de GSH. Se administraron 266 mg/kg de NAC por via oral (p.o.), preparado
con agua destilada mediante una sonda.

e Grupo B: Animales tratados con 500 mg/kg de glutation liposomal por via oral
durante dos semanas (producto de referencia).

e Grupo C: Animales tratados con Glutafixx (500 mg/kg de glutation, producto de
prueba nacional) por dos semanas.

Los tratamientos se administraron p.o. con una sonda de acero inoxidable curva calibre
16x3>’ con punta roma. Cada grupo recibid el tratamiento durante 14 dias y fueron
sacrificados el dia 15 por decapitacion. Se obtuvieron muestras de sangre, cerebro e higado,
las cuales se almacenaron a -70 °C hasta su analisis.

Validacion del ensayo de determinacion de actividad enzimatica de GPx: Se elabor6 un
protocolo para verificar los métodos segun los requisitos establecidos por la NOM-177-
SSA1-2013, incluyendo la evaluacion de la linealidad, exactitud, precision, precision
intermedia y estabilidad.

Determinacioén de la actividad enzimatica GPx

La actividad de la enzima GPx se midid utilizando un método de oxidacion de GSH. Los
datos fueron corregidos por el contenido de proteina, determinado mediante la técnica de
Lowry. Se tomd una alicuota de muestra que contenia 500 pg de proteina y se agregd una



solucion amortiguadora de fosfatos que contenia 5 mM de EDTA (pH=7), GSH (2.0 mM) y
NaN3 (0.01 M). Tras una incubacion a 37°C durante 5 min, se afladieron 250 pL. de H202
(1.25 mM) y se incubaron nuevamente durante 3 min. Se tom6 una alicuota de 250 pL y se
diluy6 con una solucion de &cido metaforforico. Después de centrifugar las muestras a 1500
g durante 30 min, se tomd una alicuota del sobrenadante y se diluyd en solucion
amortiguadora en una relacion 1:1. Se afiadieron 25 pL de acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico
y se incubaron durante 2 min a temperatura ambiente. Las muestras se leyeron a 412 nm en
un lector de placas Biotek Instruments Inc. Los resultados se obtuvieron por extrapolacion
de una curva de calibracion con 6 concentraciones crecientes de una mezcla de GSH + EDTA
(pH = 7.0) + &cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico. Los resultados se expresaron como pmol
GSH/500 pg proteina/30 min.

Se realizd un estudio estadistico empleando el programa GraphPad Prism. En los resultados
obtenidos de higado se empled una prueba no paramétrica la cual fue Krukal-Wallis.
Mientras que para los otros dos tejidos del cerebro se empled una prueba de ANOVA.

7 RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con lo que se observa en los resultados que se obtuvieron, vemos que la actividad
de Gpx no tiene un cambio significativo entre los grupos, tanto el grupo que no fue
administrado con un tratamiento como los que fueron administrados con glutation liposomal
presentan niveles similares. En higado observamos que el valor va desde 1.04 a 1.53 mientras
que en estriado va de 1.52 a 1.83 y en hipocampo va del.65 a 1.82.

Tabla 1. Promedio de la actividad de glutation peroxidasa en los tejidos obtenidos de 4 grupos de ratas con
tratamientos diferentes.

pumol GSH/500 pg proteina/30 min
Tejido/Grupo | Control NAC Nacional |Referencia
Higado 1.23+0.22|1.04+0.07 | 1.46+0.19 | 1.53+£0.41
Estriado 1.67+0.15| 1.83+0.2 | 1.73+0.19 | 1.52+0.07
Hipocampo |1.73+0.23| 1.65+0.1 | 1.82+0.14 | 1.74+0.12




Gréfica.1l. Promedios de los datos obtenidos en la actividad de glutation peroxidasa. A) Promedios
de los tres grupos en higado. B) Promedios de los tres grupos en estriado. C)Promedios de los tres
grupos en hipocampo.
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Cuando aumenta el estrés oxidativo, se activa el glutation peroxidasa (GPx), una enzima
crucial para la eliminacién del peréxido. Sin embargo, la GPx puede ser inactivada por varias
sustancias fisiologicas, como el éxido nitrico y compuestos carbonilicos, tanto in vitro como
en cultivos celulares. También se ha observado una reduccion en la actividad de GPx en
tejidos sometidos a estrés oxidativo en diversos modelos animales patoldgicos®. La
acumulacién de peroxido debido a la inactivacion de GPx puede actuar como un segundo
mensajero, regulando la expresion de genes antiapoptoticos y de la misma GPx para proteger
las celulas del dafio. Estos resultados sugieren que la GPx se inactiva bajo diferentes
condiciones (como el estrés nitroxidativo y glicooxidativo), lo que parece ser una
caracteristica comun en varios tipos de estrés oxidativo, asociados con alteraciones en la
regulacién redox y la funcion celular.



Al relacionar los resultados obtenidos en los grupos investigados: control, N-Acetilcisteina,
Glutation producto nacional y referencia, no podemos asegurar que el nivel de estrés
oxidativo conduce a la actividad de GPX y que concentracion se expresa puesto en los grupos
no se observan diferencias significativas. Los resultados también sugieren que, ademas de la
actividad de GPx es importante en la prediccién del estado redox tisular

El glutation peroxidasa-1 (GPx-1) es una enzima antioxidante que convierte el peroxido de
hidrogeno en agua para minimizar sus efectos dafiinos. Aunque el peroxido de hidrégeno y
otras especies reactivas de oxigeno son importantes para procesos como la transduccion de
sefiales de factores de crecimiento, la funcion mitocondrial y el equilibrio redox de tioles,
GPx-1 regula estos procesos al reducir su acumulacion. Dado que Gpx es una enzima que se
expresa para contrarrestar el estrés oxidativo se piensa que los grupos no mostraron diferencia
significativa por este motivo.

8 CONCLUSION

La glutation proxidasa (Gpx) se considera una de las principales enzimas antioxidantes, por
tal motivo su actividad enzimatica es objeto de estudio como indicador de estrés oxidativo.
en este estudio se realiz6 una determinacion de su actividad, como alternativa para determinar
si la administracion de una formulacion de glutatién liposomal fabricada en México es
equivalente a una formulada en Estados Unidos.

Con los resultados discutimos obtenemos que no existe diferencia entre administrar o no la
formulacién, sin embargo, no podemos afirmar que esta no funcione, se tendrian que realizar
mas estudios acerca de la administracion, cuantificando tioles u otras especies antioxidantes,
asi como también observar la biodisponibilidad, e incluso hacer un estudio empleando un
modelo de artritis reumatoide.
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