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1 TITULO
Evaluacioén del efecto de la administracion oral de glutation liposomal sobre la
concentracion de tioles totales en un modelo murino

2 LUGAR DE REALIZACION
Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”. Laboratorio de
Farmacologia del servicio de Neurociencias Basica.

3 INTRODUCCION

El término artritis reumatoide (AR) proviene de la etimologia griega, la cual hace
referencia a las articulaciones inflamadas y acuosas' Esta enfermedad fue descrita y
clasificada por primera vez por el médico francés Augustin Jacob Landré-Beauvais en 1880,
quien documentd las manifestaciones importantes de la enfermedad con el término "gota
asténica", sefialando que la afeccion tiene una mayor prevalencia en mujeres®.La AR es una
enfermedad autoinmune, cronica y sistémica que progresa lentamente, un diagnostico tardio
puede llevar a dafos articulares e incapacidad. Esta enfermedad es poliarticular y simétrica,
afectando principalmente a las articulaciones periféricas. En el pasado, la AR se consideraba
una enfermedad benigna, hoy se sabe que puede aumentar la tasa de mortalidad debido a las
complicaciones asociadas. Los avances terapéuticos en la AR han mejorado y buscan
controlar la progresion de la enfermedad para evitar lesiones articulares y discapacidad. se
han sugerido estrategias terapéuticas que utilizan compuestos antioxidantes, considerandose
como posibles tratamientos para reducir el dafio causado en estas patologias®.

Sin embargo, la AR sigue siendo un tema de gran interés médico debido al
desconocimiento de su etiologia exacta, por lo que continian surgiendo nuevas preguntas
sobre el mejor enfoque para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Por otra parte, se ha
observado que la mayoria de los casos tienen una predisposicion genética. Aln asi, los
factores genéticos no explican completamente la aparicion de la enfermedad, por lo que se
cree que factores ambientales, como agentes infecciosos, también pueden influir®.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAY JUSTIFICACION

Los tioles, también llamados mercaptanos, son fundamentales en la homeostasis del
organismo, particularmente en las reacciones redox. Estas moléculas forman enlaces de
disulfuro reversibles, lo que permite mantener el equilibrio entre tioles y enlaces disulfuro®.
Este equilibrio dindmico es crucial para varias funciones biologicas, incluyendo la proteccion
antioxidante, si el equilibrio se desplaza hacia los enlaces disulfuro hace referencia a la
presencia de un proceso de estrés oxidativo alterando las funciones bioldgicas esenciales, lo
que puede llevar a padecimientos inflamatorios.

El glutation (GSH) es considerado el tiol més abundante dentro de las moléculas que
comprenden los tioles totales, por este motivo ha sido utilizado como alternativa terapéutica
para padecimientos inflamatorios debido a su actividad antioxidante®®. Actualmente se



buscan tecnologias alternativas para aumentar la biodisponibilidad de los antioxidantes
después de la administracion oral, ya que esta via de administracion es de facil acceso y
menos invasiva. Una de las desventajas del GSH administrado por via oral es su alta
susceptibilidad al ambiente 4cido del estdbmago’, ya que se degrada facilmente por lo que no
se logra utilizar de manera eficiente. Aunque existen fuentes exdgenas de GSH, como los
alimentos que se absorben parcialmente en el intestino delgado® y el higado. Sin embargo,
debido a la presencia de gamma-glutamil transferasa (GGT) en estos organos, el GSH se
degrada en sus aminoacidos constituyentes’. Por ello, se propone administrar antioxidantes
utilizando polimeros portadores, como los liposomas que tienen la capacidad de mantener
aislado un compuesto quimico del medio exterior. Esta propiedad, combinada con una alta
compatibilidad con los organismos vivos, otorga a los liposomas la capacidad de encapsular
una gran variedad de sustancias, como medicamentos, proteinas y material genético, las
cuales, una vez encapsuladas, pueden ser transportadas por el torrente sanguineo o por otros
mecanismos para posteriormente ser liberadas en regiones especificas del cuerpo'’. Esta
caracteristica nos ayudara a la proteccion de la integridad del glutation y aumentard su
eficacia al facilitar la movilidad de la estructura debido a su alta permeabilidad, aumentando

con esto el nivel de tioles totales en el organismo'’.

5 OBJETIVOS
5.1 General
Determinar la cantidad de tioles totales en plasma, cerebro e higado mediante técnicas
espectrofotométricas tras la administracion oral de glutation liposomal como alternativa
antioxidante en un modelo murino.
5.2 Especificos
5.2.1 Estandarizar la técnica de espectrofotometria de UV-Vis para la determinacion de
tioles totales en plasma siguiendo los lineamientos establecidos por la NOM-177-
SSA1-2013.
5.2.2 Determinar la concentracion de tioles totales en cerebro e higado mediante
espectrofotometria de UV-Vis tras su administracion oral a ratas Wistar macho.
5.2.3 Determinar los niveles de tioles totales en plasma como indicador del estado redox
del organismo empleando una técnica espectrofotométrica previamente
estandarizada

6 ANTECEDENTES

6.1 Estrés Oxidativo

Los sistemas biologicos que viven en ambientes con oxigeno estan continuamente
expuestos a agentes oxidantes, ya sea como resultado de procesos metabolicos normales o
como subproductos de otras reacciones quimicas, principalmente son generados radicales
libres tales como especies reactivas de nitrdgeno (ERNSs): oxido nitrico, radical peroxinitrito;



asi como las especies reactivas de oxigeno (EROs): anidn superoxido, anion peroxido, radical
perhidroxilo, radical hidroxilo, entre otros'?. El cuerpo humano mantiene un equilibrio
constante entre procesos de oxidacion y reduccion, regulando la produccion de pro-oxidantes
generados durante el metabolismo celular y los sistemas antioxidantes de defensa. Cuando
este equilibrio se ve alterado, se produce estrés oxidativo>!4, La gravedad del dafio por estrés
oxidativo puede ser reversible o irreversible, dependiendo de varios factores como la
duracion del estrés, la eficacia de los sistemas antioxidantes, la edad, el estado nutricional y
factores genéticos que regulan los sistemas antioxidantes™

6.2 Radicales libres.

Los electrones dentro de los a&tomos ocupan regiones Ilamadas orbitales, cada uno
puede albergar un méximo de dos electrones. Un radical libre es entonces cualquier especie
quimica que puede existir independientemente y que posee uno o0 mas electrones no
apareados en su capa electronica externa, es decir, electrones que estén libres en un orbital®®.
Los electrones son mas estables cuando estan en parejas en un orbital, por lo que al tener
electrones no apareados los radicales libres son inestables y mas reactivos. Cuando dos
radicales libres se encuentran, pueden combinar sus electrones no apareados y formar un
enlace covalente. Un radical libre también puede donar su electron no apareado a un
compuesto no-radical o tomar un electrén de otra molécula para formar un par electrénico®’.
En estos casos, el radical libre deja de serlo y la otra molécula se convierte en un radical
causando una reaccion en cadena: un radical genera otro radical y asi sucesivamente
generando dafio oxidativo, que puede afectar desde células individuales hasta tejidos
completos®.

6.3 Especies reactivas.

Dentro de los seres vivos existen diversas sustancias reactivas (SR) que pueden
reaccionar con diferentes moléculas celulares. Hay dos clases principales de RS importantes
a nivel celular: las EROs y las ERNs que pueden formarse como subproductos del
metabolismo celular. Aunque no todas son radicales libres, son moléculas oxidantes que
tienen el potencial de convertirse facilmente en radicales libres, lo que las hace dafiinas para
las células™®.

6.3.1 Especies reactivas de oxigeno (EROS).

Las EROs son moléculas inestables que contienen oxigeno y son reactivas con diversas
estructuras celulares debido a la presencia de un electron de valencia no apareado. Entre los
radicales libres se encuentran el anion superdxido, hidroxilo, peroxilo, alcoxilo,
hidroperoxilo y el radical 6xido nitrico. Las EROs no radicales incluyen el oxigeno singlete,
perdxido de hidrégeno, ozono, anién peroxinitrito, acido hipocloroso, acido hipobromoso y
lipido hidroperoxido?:.



Las EROs se producen de manera enddgena en diversos organulos durante el
metabolismo cotidiano y son esenciales para la produccion de energia, la sintesis de
elementos vitales, la fagocitosis y la transduccion de sefiales?.

Ademas, su produccion puede ser estimulada de manera exdgena por factores ambientales
como infecciones, exposicion a radiacion, ozono, herbicidas, en los ultimos afios. Se ha
relacionado a las EROs y al estrés oxidativo con el desarrollo de diversas enfermedades,
incluyendo las enfermedades cardiovasculares, inflamatorias y el envejecimiento.
Adicionalmente, los procesos oxidativos, estan asociados con el dafio al ADN, la oxidacion
de cadenas laterales, la desnaturalizacion y el dafio directo de proteinas, asi como con
reacciones en lipidos?:

6.3.2 Especies reactivas de nitrogeno (ERNS).

Las especies reactivas del nitrégeno son una familia de moléculas antimicrobianas
derivadas del éxido nitrico (NO), el cual es producido por la actividad enzimatica del 6xido
nitrico sintasa (NOSy). Esta enzima es principalmente expresada en macrofagos tras su
induccion por citoquinas y productos microbianos, especialmente interferon-gamma (IFN-y)
y lipopolisacaridos (LPS). Las ERNSs se generan a través de la reaccion del éxido nitrico con
superdxido, formando peroxinitrito. ActGan en conjunto con las especies reactivas de
oxigeno en el dafio celular, provocando estrés nitrosativo??.

6.4 Sistemas de defensa antioxidantes.

El cuerpo humano dispone de sistemas antioxidantes tanto internos como externos que
regulan y controlan la actividad y produccion de EROs Y ERNs. Entre los antioxidantes
endogenos mas relevantes se encuentran las enzimas superoxido dismutasa (SOD), que
convierte el radical superoxido en peroxido de hidrogeno; la catalasa (CAT), que descompone
el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno; y el glutation peroxidasa (Gpx), que oxida el
glutation y reduce el peréxido de hidrogeno. Gonzalez-Urbaneja®’, el sistema antioxidante
del glutation incluye el glutation reducido (GSH) y la enzima glutation reductasa (GRd), que
regenera el glutation oxidado. Asimismo, la transferrina y la ceruloplasmina son proteinas
con funciones antioxidantes. En cuanto a los antioxidantes exogenos, destacan las vitaminas
A, C y E, los polifenoles, la melatonina y ciertos metales, estas sustancias incluso en
pequetias cantidades pueden ralentizar o prevenir la oxidacion, funcionando de las siguientes
maneras>* 23
e Disminuyendo la concentracion de oxidantes, lo que reduce la posibilidad de que

ocurran reacciones de oxidacion.

e Evitando las reacciones en cadena ya que pueden interceptar o neutralizar los
radicales libres iniciales.

e Uniéndose a iones metdlicos, evitando asi la creacién de especies reactivas que
podrian promover la oxidacion.



e Transformando los peroxidos, en sustancias menos reactivas, disminuyendo su
capacidad de causar dafio

e Evitando la cadena de reacciones que incrementan el nimero de radicales libres,
evitando su propagacion y los dafios asociados.

6.5 Reacciones y homeostasis redox.

En el metabolismo oxidativo, siempre se producen reacciones de transferencia de
electrones que generan especies reactivas de oxigeno (EROs). Estas reacciones de un solo
electron con otras moléculas resultan en la formacion de EROs secundarios, como radicales
peroxilo, radicales alcoxis y otros radicales orgdnicos®®. Aunque estos radicales secundarios
no son tan toxicos ni reactivos como los radicales hidroxilos (OH-), que son muy
electrofilicos, inducen y promueven reacciones en cadena que llevan a la co-oxidacion y
peroxidacion de biomoléculas, estas son catalizadas por metales de transicion y ocurren en
tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion®’. La concentracion de estos radicales est4
determinada por el equilibrio entre la velocidad de produccion de especies reactivas y la
velocidad de eliminacion mediante compuestos y enzimas antioxidantes. Las células tienen
varios mecanismos para restablecer el estado redox después de una exposicion temporal a
concentraciones elevadas de radicales libres. El aumento en los niveles de estas especies
reactivas induce la expresion de genes cuyos productos tienen actividad antioxidante, como
las enzimas antioxidantes o moléculas que aumentan el transporte de cistina, incrementando
los niveles intracelulares de glutation. Ademads, el aumento en la proteolisis proporciona
aminodcidos libres que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis redox!”. Por otro
lado, el desequilibrio puede manifestarse en diversas enfermedades degenerativas,
infecciosas, inmunologicas o inflamatorias. La alteracion en el equilibrio entre prooxidantes
y antioxidantes puede variar en su magnitud. En casos de estrés oxidativo leve, los sistemas
antioxidantes son suficientes para restaurar dicho equilibrio. Sin embargo, en situaciones de
estrés oxidativo grave, se producen alteraciones importantes en el metabolismo celular, como
la fragmentacion del del ADN o el dafio a los transportadores de iones en las membranas
celulares y la peroxidacion de lipidos?®.

6.6 Artritis reumatoide.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, autoinmune, de origen
multifactorial y de caricter sistémico, cronico y progresivo, que afecta las membranas
sinoviales de multiples articulaciones?® 3
Se encuentra ampliamente distribuida en el mundo, se presenta en todas las razas y empeora
con el aumento de la humedad atmosférica®!. En esta enfermedad se produce activacion de
los leucocitos en el liquido sinovial, con liberacion de citoquinas proinflamatorias y radicales
libres que inician la inflamacioén y atraen a otras células inmunolégicas al sitio. Con el
progreso de la enfermedad las especies reactivas de oxigeno median la destruccion del
cartilago y contribuyen a la sinovitis proliferativa, en particular, la IL- 8 que podria ser la
responsable de atraer neutrofilos, células que también liberan especies reactivas del oxigeno



(EROs)*. La alteracion inicial parece ser una reaccion inflamatoria inespecifica provocada
por un estimulo desconocido. Esta se presenta como una inflamaciéon autoinmune en la
membrana sinovial, caracterizada por la infiltracion de células inflamatorias, principalmente
células T y macréfagos. Este proceso conduce a una lesion microvascular y un aumento en
el numero de células del revestimiento sinovial, asi como inflamacion perivascular por
células mononucleares™.

Posteriormente, la inflamacion se extiende al cartilago y hueso adyacentes, causando dafio
articular. No se comprende completamente el mecanismo exacto de destruccion del cartilago
y el hueso, aunque el liquido sinovial contiene enzimas capaces de degradar el cartilago. La
mayor parte de la destruccion ocurre en las areas adyacentes a la membrana sinovial
inflamada que se extiende y cubre el cartilago articular*®.

6.7 Daio Oxidativo y artritis renmatoide

El estrés oxidativo en una célula provoca efectos toxicos al oxidar lipidos, proteinas,
carbohidratos y nucleétidos, lo que resulta en la acumulacion de agregados intracelulares,
disfuncién mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis. La oxidacion también altera la
estructura de algunas proteinas y produce la formacion de agregados proteinicos anormales,
los cuales inducen dafio oxidativo y estan asociados con enfermedades neurodegenerativas>>.
Un ejemplo de esto es la activacion de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en la Artritis
Reumatoidea (AR), que se caracteriza por un aumento marcado del estrés oxidativo, definido
como un desequilibrio entre la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) y las
defensas antioxidantes, Las EROs no neutralizadas por las defensas antioxidantes reaccionan
con proteinas, ADN, ARN y lipidos de las membranas celulares, lo que ocasiona bloqueos en
los pasos del metabolismo celular y disfuncién mitocondrial, llevando al fracaso energético
celular?®,

6.8 Tioles totales.

Los tioles (R-SH) son compuestos que poseen un grupo funcional formado por un
atomo de azufre y un atomo de hidrégeno, lo que les confiere una alta capacidad de oxidacion.
Debido a su notable reactividad con especies reactivas, la conversion de tioles en disulfuros
(R-SS-R) se considera relacionada con un aumento en la carga de prooxidantes en células y
tejidos. La relacion molar tiol/disulfuro (R-SH/R-SS-R) en células y tejidos puede servir
como un indicador util del estrés oxidativo®’.

Los tejidos de los mamiferos contienen altos niveles de tioles proteicos (20-40 mM),
y muchas proteinas intracelulares pueden experimentar modificaciones en sus grupos tiol. El
estado redox de estos tioles proteicos varia segun la localizacion celular por ejemplo, las
cisteinas en las proteinas pueden oxidarse formando tioles libres, disulfuros intra o
interproteicos, nitrosotioles, asi como acidos sulfénicos, sulfinicos o sulfénico, en el
citoplasma, el entorno es altamente reducido debido a la elevada concentracion de GSH y
una relacion GSH/GSSG de 30-100, por lo que las cisteinas de las proteinas citoplasmaticas
predominan como tioles libres*®. En contraste, las proteinas extracelulares suelen estar en



forma de disulfuros debido al entorno oxidativo. Las proteinas de la membrana plasmatica
se encuentran en una zona intermedia entre ambientes oxidantes y reductores, y muchos
estudios han mostrado que los tioles proteicos exofaciales se mantienen en estado reducido
gracias a las isomerasas de disulfuro proteico. La alblimina, la proteina mas abundante en el
plasma que representa mas del 50% de la proteina plasmatica total, contiene la mayoria de
los tioles plasmaticos y actia como principal antioxidante en los fluidos corporales™’.

Los tioles, las moléculas oxidantes y los antioxidantes celulares, que actian como
segundos mensajeros, ha llevado a una nueva definicion del estrés oxidativo. Esta definicion
se basa en los cambios en las modificaciones postraduccionales de los tioles en proteinas,
que son cruciales para la regulacion y el control redox. Los pares redox basados en tioles,
como GSH/GSSG, cisteina/cistina y tiorredoxina reducida/oxidada, funcionan como nodos
de sefalizacion independientes que regulan selectivamente los eventos de desarrollo y estan

estrechamente vinculados a los cambios en los potenciales redox intracelulares*’.

6.9 Glutation (GSH).

Es el tiol no proteico mas abundante en las células y tiene una serie de funciones entre
las que se encuentran proteccion de las macromoléculas del dafio oxidativo y mantenimiento
de las funciones inmunitarias, el cuerpo lo sintetiza a partir de la cisteina, el acido glutdmico
y la glicina. La disponibilidad de cisteina es crucial para mantener niveles adecuados de
glutation, y su escasez puede llevar a una disminucion en los niveles de este antioxidante. Se
ha observado que la reduccién de glutation estd asociada con diversas condiciones
perjudiciales, que van desde un deterioro en la funcién inmune hasta un mayor riesgo de
enfermedades cronicas. Sin embargo, el glutation puede ser degradado en el ambiente acido
del estomago tras su consumo oral, por lo que se han desarrollado estrategias para protegerlo
y asegurar su entrega al intestino después de la ingesta*!.

6.10 Liposomas.

Las moléculas anfifilicas, como los fosfolipidos, pueden formar membranas de manera
espontanea, creando bicapas que pueden luego transformarse en vesiculas llamadas
liposomas, los cuales tienen estructuras esféricas que estdn compuestas por una o varias capas
de fosfolipidos, cuentan con un espacio acuoso en su interior que esta separado del medio
acuoso circundante en el que estan suspendidos. La bicapa lipidica que conforma la
membrana actia como una barrera, lo que hace que los liposomas sean considerados
vehiculos idoneos para el transporte de farmacos, protegiéndolos de la degradacion en el
medio biologico tras su administracion, ademas de que, al estar formados por enlaces no
covalentes, pueden ser modificados facilmente para alterar su composicion quimica, la
fluidez de sus cadenas hidrocarbonadas, la hidrofilicidad de su superficie y su tamafio*?.

Los sistemas de liberacion de farmacos mediante liposomas han sido utilizados para
potenciar el efecto terapéutico de firmacos muy potentes. En la actualidad se considera que
la mayoria de las formulaciones de liposomas reducen la toxicidad y aumentan la



concentracion de los farmacos en el sitio de accion. Estas formulaciones controlan la rapida
eliminacion bioldgica de los liposomas ajustando su tamafio, carga e hidratacion superficial.
La experiencia clinica con estos sistemas ha permitido disefar liposomas dirigidos
especificamente a ciertos tejidos o células, ya sea mediante la inclusion de moléculas que
reconocen una ubicacion especifica en su membrana o sin ellas. Los farmacos que han
demostrado una mejora en su seguridad y eficacia mediante el uso de liposomas incluyen
agentes contra el cancer, antivirales, antifingicos, antibioticos, vacunas y agentes

terapéuticos genéticos®.

6.11 Caracteristicas de los liposomas.

En la preparacion de liposomas, no se puede asumir que tienen las caracteristicas deseadas
para la encapsulacion del principio activo, por tal motivo es esencial que los parametros
fisicoquimicos garanticen que la preparacion de los liposomas sea adecuada y reproducible.
Por lo tanto, entre las caracteristicas mas comunes que se encuentran en la caracterizacion de
un sistema liposomal, se encuentran: el porcentaje y la eficacia de encapsulacion, la
estabilidad, el tamafio medio, la distribucion del tamafio, la forma, la polidispersidad, la carga
superficial, la composicién quimica, y, especialmente, la distribucion exacta del tamafio de
la suspension liposomal, ya que este parametro puede afectar la funcidon del liposoma en el
organismo**,

7 METODOS
7.1 Animales

Se utilizaron 18 ratas Wistar macho con un peso entre 250 —270 g, que fueron alojadas
en un ambiente controlado, a una temperatura de 22 + 5 °C y HR 55 + 5%. Con comida y
agua ad libitum. Los animales fueron divididos en 3 grupos.
Los procedimientos Fueron realizados 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 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio” (Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo
rural, pesca y alimentacion, 1999). Todos los experimentos seran realizados durante la fase
de luz y el nimero de unidades experimentales se mantendra al minimo posible (n= 6).

7.2 Disefo experimental

Los animales fueron identificados con un nimero y divididos en los siguientes grupos
(n=4-6):
Grupo A: Animales tratados con N-acetilcisteina por dos semanas, como precursor de GSH;
se administro via oral (p.o.) 266 mg/kg de NAC (24) preparado con agua destilada, a través
de una sonda.
Grupo B: Animales tratados con 500mg/kg de glutation liposomal (25) p.o. (producto de
referencia).



Grupo C: Animales tratados con Glutafixx (500 mg/kg de glutation; producto de prueba
nacional).

La administracion p.o. se realizo con la ayuda de una sonda de acero inoxidable curva calibre
16x3” con punta roma (26). Los tratamientos se administraron durantel4 dias y sacrificaron
en el dia 15 por decapitacion. Se obtuvieron muestras de sangre, cerebro e higado y las cuales
se mantuvieron en almacenamiento a -70 °C hasta su andlisis.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se analizo la concentracion de tioles totales posterior a la administracion
de N-acetilcisteina y glutation liposomal (producto nacional e internacional) en un modelo
murino, durante 14 dias. Estos antioxidantes, principalmente GSH, son capaces de reaccionar
con los radicales libres, lo cuales son responsables del estrés oxidante y que pueden estar
involucrados en procesos inflamatorios y patologias de multiples enfermedades. La técnica
utilizada para cuantificarlos tiene como principio la determinacioén de I-cisteina, usando el
método de Ellman. Esto debido a que los tioles totales presentes en la muestra reaccionan
con este compuesto, provocando la ruptura del enlace disulfuro y formando 2-nitro-5-
benzoato, que se ioniza en el diasnion TNB en pH alcalino, produciendo un color amarillo
exhibiendo la presencia de tioles totales.

En la tabla 1 se muestra el contenido de tioles en plasma, nicleo estriado, hipocampo e
higado en los diferentes grupos de tratamiento. El rango observado en plasma se encuentra
ente 24.14 a 33.59, mientras que en cuerpo estriado el rango es de 0.55 a 0.69, seguido de
hipocampo que es de 0.53 a 1.08, finalmente el rango de tioles en higado es de 0.83 a 1.034
ug tioles/ mg tejido.

Tabla 1. Cantidad de tioles totales expresada en pg tioles/ mg tejido.

g tioles/ mg tejido

Tejido/Grupo Control NAC Referencia Nacional (MX)
Plasma 24.14 £ 6.53 28.83£1.90 33.59 £ 0.10 26.83 +3.87
Estriado 0.55+0.10 0.62+£0.10 0.69 £ 0.09 0.58 £ 0.07
Hipocampo 0.53+0.04 0.59 + 0.07 1.08£0.10 0.63 +0.06
Higado 1.04 +0.07 0.83+0.16 1.34+0.17 1.13+0.12

Uno de los principales retos durante la determinacion de tioles es que los productos
de oxidacion de los residuos de cisteina en las proteinas son inestables. Estos productos
pueden ser reducidos rapidamente por otros tioles, lo que podria dificultar su cuantificacion®.

En las muestras de higado analizadas no se observa una diferencia significativa entre
los grupos analizados (Grupo Control, NAC, Glutation liposomal nacional y glutation
liposomal referencia) se muestra la misma tendencia en las muestras tomadas de partes del
cerebro (hipocampo y cuerpo estriado) y en las muestras de plasma. Ahora bien, la evidencia
sugiere que el NAC es un antioxidante relativamente débil en comparacion con el GSH



liposomal.?® Los estudios que evaluan directamente su capacidad antioxidante indican que se
requiere aproximadamente 10 veces mas NAC para neutralizar radicales centrados en
oxigeno de manera similar al GSH*®. Por lo tanto, es probable que la mayoria de los efectos
antioxidantes atribuidos al NAC se deban al aumento de los niveles intracelulares de GSH.
Esta distincion es de suma importancia, ya que implica que para que el NAC ejerza su efecto
antioxidante, es necesario que las enzimas responsables de la sintesis de GSH estén intactas
y funcione adecuadamente, y que los niveles de GSH estén reducidos para que el NAC pueda
ser beneficioso. Sin embargo, a diferencia de GSH NAC es estable en un rango de pH 4cido*’
y no deberia degradarse significativamente en el estomago a diferencia de GSH que debe ser
acompafiado de un liposoma para evitar ser degradado, se cree que por este motivo en el
grupo NAC y GSH se obtuvieron resultados similares en concentracion de tioles totales.

El mecanismo mediante cual las EROs alteran el estado redox celular general implica
inicialmente la oxidacion de tioles accesibles libres y unidos a proteinas*® la mayor cantidad
de tioles totales en las muestras analizadas se observa en plasma, seguido del higado para
finalizar con la menor concentracion pg tioles/ mg tejido en cerebro. Se sugiere con base en
la literatura®® que el agotamiento, de los tioles intracelulares se debe a su alta nucleofilica, ya
que los tioles en péptidos y proteinas son particularmente vulnerables a la oxidacion directa
por EROs ademas algunos tioles proteicos se oxidan selectivamente por niveles bajos y
fisioldgicos de oxidantes.

Diversos autores mencionan que cualquier condicién que cause un exceso de EROS
tiende a reducir los niveles de Tioles totales. Dentro de las células, los tioles se encuentran
en concentraciones milimolares®®, sin embargo y posterior a los tratamientos las
concentraciones obtenidas reflejan con precision el estado redox celular y si es un indicador
confiable de estrés oxidativo. Niveles bajos de Tioles totales no siempre se deben a la
oxidacion, sino que podrian estar relacionados con una deficiencia en los niveles de cisteina,
el precursor limitante de Tioles totales, a menudo causada por una deficiencia nutricional.

La composicion y el estado redox de los tioles presentes en un tejido especifico son
altamente variables y probablemente influyen en la determinacion de la actividad metabolica
en cada muestra analizada. En general, resulta beneficioso incrementar la disponibilidad de
antioxidantes especificos en situaciones de estrés oxidativo ya que las células han
desarrollado varios mecanismos para aumentar los niveles intracelulares de tioles, como el
GSH vy la tiorredoxina, en respuesta a diversas formas de estrés. Los tioles exdgenos se han
utilizado con éxito para elevar los niveles de tioles en células y tejidos en cultivos celulares,
en modelos animales y en humanos>'.
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Figura 1. Concentracion de tioles totales en muestras analizadas. A) Plasma, no se observan diferencias
significativas entre los grupos analizados. B) Cuerpo estriado, no se observan diferencias significativas entre los
grupos analizados. C) Hipocampo, se observa diferencias significativas entre el grupo SGH-L Ref'y los grupos
Ctrl, NAC, SGH-L MX. D) no se observan diferencias significativas entre los grupos analizados.



9 CONCLUSION

La cantidad de tioles totales indica que el organismo necesita los medios para reducir los
efectos del estrés oxidativo y por ello produce el aumento de las concentraciones de los Tioles
totales en plasma sin embargo cuando el estrés oxidativo es excesivo se obtiene como
resultado la oxidacion irreversible de los Tioles lo que resulta en la muerte celular, nuestros
datos respaldan que el estrés oxidativo promueve el aumento de tioles totales como defensa
antioxidante posterior a la administracién de N-acetilcisteina y Glutation liposomal.

Los tioles totales, que comprenden compuestos como el glutation y la cisteina,
desempefian un papel clave en la proteccion antioxidante del cuerpo. Estos compuestos
neutralizan las especies reactivas de oxigeno (ROS) y otras moléculas reactivas, previniendo
asi el dafio oxidativo en proteinas, lipidos y ADN. Ademas, los tidles son esenciales en
procesos de detoxificacion y en la restauracion de otros antioxidantes, como la vitamina C y
la vitamina E.

Evaluar los niveles de tioles totales en el organismo puede ofrecer informacion crucial
sobre el equilibrio redox celular y la capacidad antioxidante general del cuerpo. Por lo tanto,
su analisis no solo es importante para entender los mecanismos del estrés oxidativo, sino
también para desarrollar tratamientos que reduzcan el dafio oxidativo y ayuden a prevenir
enfermedades relacionadas.
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