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Resumen

Los sistemas nanoparticulados pueden utilizarse para modificar las vias de
sefalizacion relacionadas con los efectos toxicos de xenobidticos y, por lo tanto, con
su toxicidad, mediante la adicion de compuestos que modifiquen el estado 6xido -
reduccién como el glutation (GSH). El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad
antioxidante de nanoparticulas de quitosan-glutation (NPs-GSH) para modificar la
lipoperoxidacién inducida por el arseniato de sodio, utilizando un cultivo primario de
condrocitos de rata, como modelo de osteoartritis. Las NPs-GSH fueron
caracterizadas en tamafio (205.4 nm + 33.35), potencial zeta (25.6 mV), y porcentaje
de GSH (99.97%). Para determinar si se modificaba la toxicidad del arseniato de
sodio, se expusieron los condrocitos a dos concentraciones de nanoparticulas (0.08
y 0.64 uM de GSH) durante dos horas, seguidas de una exposicion aguda al arseniato
de sodio de dos horas a una concentracion de 1x10™® M, y se realizaron las
determinaciones asociadas al estado redox. De acuerdo con los resultados obtenidos,
el tamafio y el potencial zeta podrian favorecer la vectorizacion de las nanopatrticulas.
En cuanto a la medicion de biomarcadores, se observo un incremento en los niveles
de GSH, que puede ser tanto el sintetizado por la célula como el aportado por las
NPs-GSH. En presencia de un agente oxidante como el arseniato de sodio y una
exposicion posterior con NPs, se observdo una reduccion de los niveles de
malondialdehido, lo que evidencia una disminucion de la lipoperoxidacién. Por altimo,
la actividad de la enzima glutatibn peroxidasa se incrementé significativamente

respecto a las células no tratadas, lo cual puede estar asociado a que el GSH es su
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sustrato y, por lo tanto, favorecer la activacion de esta enzima. Esto sugiere que las

NPs-GSH disminuyen el efecto toxico inducido por la exposicion a este xenobiotico.

Palabras clave: Lipoperoxidacion, GSH, nanoparticulas, arseniato, estrés oxidante,

condrocitos

Introduccion

En los dltimos afios, se propuso el uso de sistemas nanoparticulados, que
demostraron mejorar la respuesta en comparacion con las formas farmacéuticas
tradicionales debido a su tamafio y caracteristicas particulares. Estos sistemas no
solo disminuyeron los signos y sintomas, sino que también modificaron las vias de
sefalizacion asociadas con el progreso y desarrollo de enfermedades. Las
nanoparticulas son los sistemas mas desarrollados en la nanotecnologia. Se
considera una nanoparticula a aquella particula o entidad discreta que tenia una
longitud entre 1 y 1000 nm en al menos una de sus dimensiones (Mendelson, 2013).
El glutatién (L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido hidrosoluble formado por
los aminoéacidos glutamato, cisteina y glicina, siendo un antioxidante celular esencial
presente en todos los 6rganos y tejidos, especialmente en el higado, donde se
encontraron las mayores concentraciones. La sintesis de GSH ocurrié solo en el
citoplasma y, una vez liberado, no pudo reincorporarse a la célula (Franco, 2009).

El glutatibn se encuentra en concentraciones promedio de 12 mM en células de
mamiferos y tiene importantes funciones antioxidantes, participaba en la inhibicion
enzimatica, reduccion de EROS, inactivacion de xenobiéticos, control de la
permeabilidad de la membrana, transporte de aminoacidos, y actuaba como
coenzima. Ademas, interviene en el proceso de apoptosis, sintesis de proteinas, ADN
y ARN, y regula la formacion y mantenimiento de la forma activa de ciertas enzimas.
Una de las funciones mas importantes del glutation es mantener el potencial de 6xido-
reduccion de la célula, lo que permite la generaciéon de diversas cascadas de
sefalizacion intracelular (Martinez, 2006). Por otro lado, el arsénico inhibe la actividad

enzimatica, y su toxicidad variaba segun la forma quimica en que se presenta. Se

Séptimo Congreso Nacional de Tecnologia (CONATEC 2024)
Colegio de Técnicos Académicos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM

43



,-:‘—'ﬂ,l—ni!;.m
0 s MEMORIAS DEL CONGRESO NACIONAL DE TECNOLOGIA (CONATEC) 5“ ‘%
Ao 7, No. 7, septiembre 2024 — agosto 2025 S ‘ g
U NM FES CUAUTITLAN
CUAUTITLAN UNAM

cree que el arseniato (As (V)) dafa la célula al competir con el fosfato inorganico y
formar un éster de arseniato inestable, lo que puede interferir en la produccion normal
de ATP y afectar el metabolismo celular (Olmos, 2018). Por ello, contar con un sistema
gue disminuye su toxicidad podria ser de gran utilidad.

Objetivo

Evaluar la capacidad antioxidante del glutation presente en nanoparticulas de
quitosan-glutation (NPs-GSH) para modificar los niveles de malondialdehido inducido
por la exposicion a arseniato, utilizando como modelo el cultivo primario de
condrocitos de rata, expuestos a arseniato, a través de la medicion de biomarcadores

del estado redox.

Materiales y métodos

Preparacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de quitosan-glutation (NPs-GSH) se prepararon por el método de
gelacion ionica, de acuerdo con lo descrito por Lopez Barrera (2019) y posteriormente
fueron caracterizados en tamafio de particula, potencial Z, y % de GSH. La
determinaciéon del tamano de particula y el potencial Z de las NP’s se realiz6 con el
equipo Nanosizer NANO — ZS90, Serie MAL1109355 a una temperatura de 25°C, a
través del software Zetasiser. Las nanoparticulas se ultracentrifugaron a 27 000 rpm
por 1 h. Posteriormente se separa el sobrenadante y se hace reaccionar con el
reactivo de Ellman para medir de manera indirecta la concentracion de glutation no
encapsulado.

Cultivo celular

Se realizé el cultivo primario de condrocitos a partir de una muestra de cartilago
obtenida de una rata Wistar hembra de 3 a 4 semanas de edad proveniente del
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM; la utilizacion de
animales de experimentacion para este ensayo fue aprobada por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan con clave UNAM CICUAE-FESC C 23 30. La
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muestra de cartilago fue homogenizada mecanicamente y tratada con colagenasa
para degradar la matriz extracelular, las células obtenidas fueron centrifugadas vy el
pellet resultante fue suspendido en medio DMEM/F12 e incubado a 37 °C, CO:2 al 5%
y humedad relativa a 90%.

Desafio con las nanoparticulas

Para determinar si se modificaba la toxicidad del arseniato de sodio se expusieron los
condrocitos a dos concentraciones de nanoparticulas (0.08 y 0.64 uM de GSH) por
dos horas, posteriormente a 2 horas al arseniato de sodio a una concentracién de
1x10% My se realizaron las determinaciones asociadas al estado redox.

Niveles de GSH

La determinacién de los niveles de GHS extracelular se realiz6 mediante el ensayo
de DTNB (4cido 2,2-dithiobisnitrobenzoico) o reactivo de Elman, el cual reacciona con
el grupo tiol del glutation para producir TNB (5-thio-2-nitrobenzoato), un compuesto
amarillo que puede ser leido a una longitud de onda de 450nm, en donde la cantidad
de TNB producido es proporcional a la cantidad de glutatiébn presente en la muestra
(Hu, 1994).

TBARS

Para evaluar la lipoperoxidacion se realizé el ensayo de TBARS el cual mide los
productos de oxidacién de lipidos a nivel de membrana principalmente el
malondialdehido el cual que interacciona con el acido tiobarbitdrico generando un
aducto color rosa (Céspedes, 2008). A una longitud de onda de 540 nm.

Actividad de la glutation peroxidasa (GPXx)

La actividad de GPx se evalué segun lo descrito en la literatura (Esworthy,1999),
basado en la reduccion de la absorbancia a 340nm del NADPH debido a una reaccion
acoplada con la glutatién reductasa (GRXx), en donde un incremento en la actividad de
GPx se observa con una disminucion en la absorbancia a una longitud de onda de
340nm
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando un analisis de varianza (ANOVA) de una via

seguido de una comparacion multiple de medias de acuerdo con la prueba estadistica

Fisher. Considerando una diferencia significativa de p <0.05 a través del programa
Origin lab 2024.

Resultados

Tabla 1. Tamano de particula y potencial Z de las NP’s, asi como el promedio del

porcentaje de encapsulacion de GSH en las NP’S Q — GSH.

0,
Sistema Tamafo Potencial Z % de .,
encapsulacion
Las NPs-GSH 205.4/+-33.35 25.6 99.97
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Figura 1. Niveles de glutation intracelular

Notas: Las barras con letras diferente indican diferencias significativas entre las medias (Fisher p<0.5)

C- células no tratadas C+ arseniato de sodio (As)
NB: Nanoparticulas a concentracion baja (0.08 uM de GSH)
NA: Nanoparticulas a concentracion alta (0.64 yM de GSH)

Ay B: Nanoparticulas de Quitosan equivalentes a las NP’s cargadas a concentraciones altas y bajas de
GSH
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Figura 2. Niveles de lipoperoxidacion.

Notas: Las barras con letras diferente indican diferencias significativas entre las medias (Fisher p<0.5)
e C- células no tratadas C+ arseniato de sodio (As)
¢ NB: Nanoparticulas a concentracion baja (0.08 uM de GSH)
¢ NA: Nanoparticulas a concentracion alta (0.64 uM de GSH)
[ ]

Ay B: NPs de Quitosan equivalentes a las NPs cargadas a concentraciones altas y bajas de
GSH
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Figura 3. Actividad de la Glutation Peroxidasa.

Notas: Las barras con letras diferente indican diferencias significativas entre las medias (Fisher p<0.5)
e C- células no tratadas C+ arseniato de sodio (As)
e NB: Nanoparticulas a concentracién baja (0.08 uM de GSH)
e NA: Nanoparticulas a concentracién alta (0.64 uM de GSH)
]

Ay B: NPs de Quitosan equivalentes a las NPs cargadas a concentraciones altas y bajas de
GSH
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Discusion

Para la elaboracion de las NPs-GSH, se emple6 el método de gelacion idnica, donde
la gelificacién del quitosan ocurrié por interacciones electrostaticas con los grupos
disociados del tripolifosfato de sodio en solucion acuosa (Gooycolea, 2009). Se
trabajo a un pH de 4.1 para mantener la solubilidad del quitosan y evitar la oxidacion
del glutation (Romero, 2020). La caracterizacion de las NPs se realiz6 utilizando el
equipo Nanosizer NANO — ZS90, basado en la dispersion de luz dindmica para
analizar el tamafio de particula y el potencial zeta, mostrando que las nanoparticulas
tenian un tamafio Optimo para atravesar barreras fisiologicas mediante endocitosis
(Diaz, 2016).

El incremento del glutation intracelular en presencia de NPs podria deberse a la
respuesta celular ante estimulos externos, como la presencia de las nanoparticulas,
gue activan la sintesis de GSH (Denzoin, 2013). El quitosan también mostré actividad
antioxidante y biocompatibilidad, aumentando los niveles de glutation en las células
(zahra, 2019).

Se observé que las NPs de concentracion alta mantenian los niveles de MDA
similares a los de las células no tratadas, sugiriendo una reduccion del dafio
lipoperoxidativo, posiblemente debido a la presencia de glutation proporcionado por
las NPs. La actividad de la GPx se incrementd en presencia de NPs, posiblemente
por la activacion del factor de transcripcion nuclear eritroide 2 asociado a factor 2
(Nrf2), el cual regula la respuesta celular contra agentes téxicos y oxidantes,
sugiriendo que las NPs podrian inducir la activacion de sistemas antioxidantes
celulares (Osamu, 2020); sin embargo, se requeririan estudios adicionales para

confirmar la implicacion de Nrf2 y otros mecanismos antioxidantes.

Conclusion

Las nanoparticulas de quitosan con glutation (NPs-GSH), elaboradas mediante
gelificacion i6nica y caracterizadas por dispersion de luz dinamica, mostraron un
tamafio y potencial Z 6ptimos para una suspension estable, capaces de encapsular

GSH sin causar citotoxicidad en condrocitos. Estas nanoparticulas pudieron atravesar
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la membrana celular y liberar GSH. Se comprobd que el arseniato de sodio induce
estrés oxidante, pero las NPs-GSH a 0.64 uM redujeron la lipoperoxidacion vy
aumentaron la actividad de la enzima antioxidante GPx. Aunque las NPs Q también
mostraron propiedades antioxidantes, se recomienda realizar mas pruebas para

obtener datos mas especificos sobre su eficacia.
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