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Resumen

Existen diferentes tratamientos para la Osteoartritis, sin embargo, estan enfocados en
contrarrestar los signos y sintomas de la enfermedad, por ello el objetivo de este trabajo
fue generar liposomas con glutation para evaluar el efecto sobre la actividad de enzimas
antioxidantes en condrocitos de rata tratados previamente con peréxido de hidrégeno,
enfocandose en el efecto del estrés oxidante. Se realizé un cultivo primario a partir de
condrocitos de rata extraidos del xifoides, posteriormente se prepararon los liposomas y
se les realizd caracterizacion, finalmente se llevo a cabo la medicion de la actividad de
las enzimas glutation peroxidasa (GPx) y reductasa (GRx).; Los resultados se analizaron
mediante una ANOVA de una via, seguido de un analisis de comparacion multiple de
medias de Fisher con un p<0.05. En cuanto a la caracterizacién los liposomas de GSH
tuvieron un tamano de 493.4 nm, un potencial Z de -7.79 mV y un % de GSH de 99.2%.
Los liposomas sin GSH tuvieron un tamafno de 182.4 nm y un potencial Z de -15.0 mV, lo
que sugiere que pueden entrar a las células por sus propiedades fisicoquimicas. Los
resultados de la exposicidn de liposomas con glutation en la actividad de GRx mostro
niveles similares al de las células no tratadas en la exposicion combinada con Peréxido,
y el mismo efecto se mostré en GPx. Sin embargo, tanto en GRx como GPx se observa
una actividad elevada significativa en un tratamiento de liposomas sin GSH seguido por
una exposicion a Perdxido, lo cual evidencia que la exposicidn de los liposomas tiene una
mejor respuesta si se realiza antes. Estos resultados son preliminares, por lo cual debe

realizarse la medicion de otros biomarcadores para corroborar el efecto generado.
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Introduccién

La osteoartritis (OA) es la enfermedad reumatica a nivel mundial mas frecuente en la
poblacion adulta y mayor de 65 afios, provocando discapacidad y morbilidad.
Caracterizada principalmente por dafio a nivel del cartilago, incremento en las especies
reactivas de oxigeno, nitrégeno, asi como inflamacion. El desequilibrio en las especies
reactivas de oxigeno (EROs) y la capacidad antioxidante de las células, se le denomina
estrés oxidante. La mitocondria es la fuente principal de EROs y estas mismas pueden
inducir una desregulacion mitocondrial al aumentar la permeabilidad de la membrana, lo
que aumenta aun mas la produccién de EROs. Bajo estas condiciones se activa el
mecanismo de defensa para eliminar el exceso de estas moléculas en la célula. El
sistema de defensa antioxidante celular incluye enzimas, como glutation peroxidasa
(GPx), glutatién reductasa (GRx), entre otras.

En estas enfermedades, el glutation GSH se ve reducido con el envejecimiento en
multiples células y de igual forma los pares redox que proporcionan los equivalentes
reductores necesarios, como lo es NAD+/NADH y NADP+/NADPH. Por lo tanto, la
resiliencia deteriorada del glutation puede contribuir al estrés oxidante biomecanico e
inflamatorio en los condrocitos (Zhu, 2019).

Los liposomas de GSH debido a su capacidad antioxidante podrian ser utilizados en este
tipo de enfermedades que estan asociadas al desequilibrio redox. Tienen varias ventajas
como aumentar la absorcion celular de los farmacos, estabilizar los productos
fisicoquimicos y la biodisponibilidad de los respectivos farmacos solubles en agua o poco
solubles en agua. La repulsion electrostatica, repulsion estérica y una fuerte hidrataciéon
podrian afectar la estabilidad liposomal (Rezaei, 2019; Lin, 2019). Por ello, los
nanosistemas representan un tratamiento innovador para contrarrestar los signos y

sintomas de estas enfermedades.
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Objetivo

Evaluar el efecto antioxidante de liposomas cargados con glutation (GSH) a través de la

medicion de enzimas antioxidantes glutation reductasa y peroxidasa, en condrocitos de

rata.

Materiales y métodos

Preparacion de Liposomas

Se empled el método de Bangham para la preparacion de liposomas tanto vacios y
cargados con GSH. Consiste en dos etapas, primero se prepara una pelicula lipidica
empleando Fosfatidilcolina, el cual se preparé al 0.003% de etanol, enseguida se agregé
una mezcla 10:10 de cloroformo/metanol, se vacio la mezcla en el matraz de evaporacion
y se colocé en rotavapor a 40°C, 50 rpm durante 1 h. Posteriormente, se hidrata la
pelicula, para ello se prepard una solucion de sacarosa al 10%, y en el caso de los
liposomas cargados se disuelve en esta solucion 0.5% de glutation, finalmente se agrega
la solucion al matraz de evaporacion con la pelicula lipidica a 40 °C, 50 rpm, por 1 h.
Concluida la hora se dejo reposar en bafio maria a 40 °C por 2 h. Y pasado el tiempo se

sonicaron los liposomas en ultrasonido Elma por 3 minutos a 40 °C.

Caracterizacion del tamafio

Tamano de Particula y Potencial Z: Se colocaron en celdas la muestra de liposomas y
por medio de zetasizer se calculé el indice de polidispersion, el tamafo de particula y su
potencial Z, el instrumento ajusté a temperatura ambiente por 1 min y realizé 100

mediciones por 5 corridas para cada muestra.

Porcentaje de Encapsulacion

De igual manera, se evaluo el porcentaje de encapsulamiento de los liposomas cargados
con GSH, para ello se prepararon 6 tubos eppendorf con 20uL de liposomas y 1980uL
de solucion sacarosa al 10% en cada tubo respectivamente, luego se centrifugaron los

sistemas a 4000 rpm, 2 h a 4 °C. Concluida la centrifugacion se tomaron 400uL del
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sobrenadante de los sistemas y se colocaron en 6 tubos eppendorf nuevos, se les
adicion6 600uL de PBS; Se preparo una curva de calibracion para determinar el volumen

de la reaccion entre el glutation y el reactivo de Eliman.

Obtencion de cartilago articular de rata wistar

El sacrificio se llevdo a cabo, por dislocacion cervical en una rata wistar evitando
alteraciones bioquimicas, se realiz6 un corte en el esternon y se extrajo la apdfisis xifoide,
posteriormente colocando el tejido en un tubo eppendorf con solucién PBS/antibiético
10% se cortd en pequenas porciones empleando un bisturi en condiciones de esterilidad

y una vez triturado se realizaron 6 centrifugaciones con lavados de PBS/antibiético 1%.

Cultivo Celular Primario

Concluidos los lavados, se retiré el PBS y se le afadié colagenasa al 0.01% en medio de
cultivo y se coloco en incubadora de rotacion a 30 rpm, 7 h a 37°C. Después se centrifugd
nuevamente a 12,000 rpm, 3 min a 37°C; Se retiré6 el medio con colagenasa y se
resuspendié en 1mL de medio de cultivo.

Se tomo el pellet resuspendido para 2 botellas T25 con medio de cultivo previamente
afiadido y se dejo proliferar hasta alcanzar 60% de confluencia realizando lavados con
PBS estéril.

Una vez alcanzada la confluencia, las células se tripsinizaron y se llevaron a un siguiente
pase. Esto se realizé hasta llegar a un pase 2, se realizé un conteo con azul de tripano
en camara de neubauer, y en cajas de cultivo de 6 pozos se colocaron 10,000 células por

pozo y se dejaron proliferar hasta alcanzar un 90% de confluencia.

Actividad de enzima GRx

Se prepararon en el momento los reactivos para la prueba, siendo el buffer de fosfato de
potasio 0.1M, GSSG, NADPH y el H202 300 uM, se preparo una solucion al 25% de las
muestras en agua grado millipore, posteriormente en placas ELISA se colocaron en orden

por pozo 40 pL de la dilucion de la muestra, 50 uL de buffer de fosfato de potasio, 5 pyL
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de GSSG y 5 uL de NADPH, se dej6 equilibrar 3 minutos y se leyd en espectrofotometro
la disminucion de lectura a longitud de onda de 340 nm.

Actividad de enzima GPx

Se prepararon los reactivos el dia de la prueba siendo el buffer de fosfato de sodio 0.1M,
GSH, Azida de sodio, NADPH, GRx y H202 300 uM. En placas ELISA de 96 pozos se
colocaron por pozole el siguiente orden 31.5 pyL de buffer de fosfato de sodio, 5 uL de
GSH, 0.5 pL de azida de sodio, 0.5 uL de GRx, 7.5uL de la muestra, 5 pyL, 5 yL de NADPH
y 2.5 uL de H202 enseguida se ley6 en espectrofotometro a una longitud de onda de 340

nm.

Resultados

Viabilidad de Liposomas

Se evalué el tamaio de particula y potencial Z de la formulacion de los liposomas, en la
Figura 1 para los liposomas vacios se obtuvo un indice de polidispersion de 0.209,

tamano de 233.3 d.nm y un potencial Z de -15.0.

Size {d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm):. 182.4 Peak 1: 2333 100.0 115.0
Pdl: 0.209 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.963 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000

Figura 1. Liposomas sin GSH.
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En el caso de los liposomas cargados con GSH, un indice de polidispersién de 0.253,

tamano de 570.5 d.nm, un potencial Z de -8.91 y un porcentaje de encapsulacion de
97.9%.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm); 493 .4 Peak 1: 493.4 97.9 148.9
Pdl: 0.253 Peak 2: 5367 21 3301
Intercept: 0.950 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

D e R R REEE RS S :

Intensity (Percent)
=

0.1 1 10 100 1000 10000

Figura 2. Liposomas GSH.

Actividad de Glutation Reductasa

En la Figura 3, se observa la evaluacion de la actividad de la enzima GRx. En los
tratamientos unicamente expuestos con liposomas no existié un cambio significativo con
respecto a la media de las células no tratadas y para los tratamientos con expuestos con
H202 primero, seguidos de liposomas, tampoco mostraron un cambio significativo en la
actividad, a excepcion del tratamiento con liposomas vacios con concentracién alta donde
se observa un aumento significativo de la actividad.
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Figura 3. Actividad de la enzima glutation reductasa en los diferentes tratamientos
cuando se expone primero 30 min a H20, y posteriormente 2 h a liposomas.

Cuando se realizé una exposicién primero a liposomas y posteriormente a H202, la
actividad de la GRx aumentd de manera significativa para los tratamientos con liposomas
vacios en ambas concentraciones, mientras que la concentracion en liposomas con GSH

disminuy® significativamente (Figura 4).
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Figura 4. Actividad de la enzima glutation reductasa en los diferentes tratamientos
cuando se expone primero 2 h a liposomas y posteriormente 30 min a H.O..

Mediante una adaptacion del método de Paglia y Valentine se evalud la actividad de GPx.
Para los tratamientos puramente con liposomas no existe una alteracion en la actividad
de la enzima significativa con respecto a la media de las células no tratadas, en los
tratamientos expuestos con H202 de misma forma no mostraron un cambio significativo

en la actividad con respecto a la media de las células no tratadas (Figura 5).
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Figura 5. Actividad de la enzima glutation peroxidasa en los diferentes tratamientos

cuando se expone primero 30 min a H,0; y posteriormente 2 h a liposomas.

En la Figura 6 se observan los tratamientos a liposomas primero y seguido por exposicion
a H202, los tratamientos con liposomas vacios muestran una elevacioén significativa con
respecto de nuestras células no tratadas y tratadas unicamente con H202, mientras que

los tratamientos con liposomas con GSH se mantuvieron sin cambios significativos.
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Figura 6. Actividad de la enzima glutation peroxidasa en los diferentes tratamientos
cuando se expone primero 2 h a liposomas y posteriormente 30 min a H.O-.

Discusién

La formulacion de liposomas tanto cargados con GSH como vacios se basa en el método
de Bangham o hidratacion de pelicula delgada. El indice de polidispersion nos indica
como se encuentran distribuidos los tamafos de las particulas presentes en la
suspension, se considera un tamafno homogéneo para un valor menor o igual a 0.2,
indicando que para nuestros liposomas se considera que las moléculas se encuentran en
un tamafio homogéneo (Suarez, 2019). El tamafo de los liposomas nos dice que son
capaces de entrar a la célula por endocitosis. Y por ultimo dado que la mayoria de las
membranas celulares estan cargadas negativamente, el potencial zeta nos indica que
tendran tendencia a penetrar las membranas (Clogston, 2011).

Glutation reductasa (GRx) es una Flavoenzima dependiente del nicotinamin adenin
dinucleotido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccién del glutation oxidado
(GSSG) durante el ciclo redox del glutation. EI GSSG se genera por la reaccion no

enzimatica de radicales con glutatién reducido (GSH) y es producto de las reacciones
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catalizadas por glutation peroxidasas, que utilizan al GSH como donador de electrones
para la reduccion de peroxidos (Dringen, 2002). Por tanto, la alteracion de la actividad de
la GRx nos permite correlacionar los cambios en los niveles de GSH y los niveles de
EROs. Los resultados referentes a esta enzima nos dicen que los liposomas con GSH
estan proporcionando el GSH necesario en la respuesta al estrés oxidante generado por
el H202 presente en las células, por ello no se activa el sistema antioxidante de la enzima.
La GPx cataliza la reduccién de un perédxido organico (ROOH), oxidando el glutation
reducido para formar disulfuro de glutation (GSSG). EI GSH luego es reducido por la GRx
y el NADPH formado NADP+ (resultando en una disminucién de la absorbancia a 340
nm) y reciclando el GSH. Debido a que la GPx es limitante, la disminucion de la
absorbancia a 340 nm es directamente proporcional a la actividad GPx en la muestra
(Paglia, 1967). Un cambio en la actividad de la GPx nos permite estimar el nivel de estrés
oxidante en las células, ya que esta inhibe la peroxidacién de lipidos. Los resultados nos
muestran que el sistema antioxidante de la GPx no esta actuando ya que los liposomas
estan proporcionando suficiente GSH para descomponer el H202 presente en las células,
este comportamiento es semejante al observado por la GRx debido a que van de la mano

ambos sistemas.

Conclusion

De acuerdo con los resultados obtenidos, los liposomas tanto en la actividad de glutation
reductasa como peroxidasa no muestra diferencias significativas en comparacion del
control negativo cuando se exponen las células primero y después al perdxido de
hidrégeno.

Estos resultados sugieren que, si pudiese existir un efecto protector por parte de los
liposomas con GSH, sin embargo, se debe realizar la medicion de otros biomarcadores

para corroborar el efecto.
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