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RESUMEN

El presente trabajo representa una tesis doctoral supervisada conjuntamente entre la Université Paris
Descartes-Sorbonne Paris Cité y la Universidad de Guanajuato. La investigacion se llevo acabo en los
laboratorios de Chimie ParisTech-PSL Research University, Unité de Technologies Chimiques et
Biologiques pour la Santé (UTCBS), 75005 Paris, France., The Department of Chemistry, University of
Nevada, Reno, Nevada, 89557, USA., y los laboratorios del Departamento de Quimica, Divisién de Ciencias
Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato.

Esta tésis ha sido dirigida por un grupo multidiciplinario integrado por Sophie Griveau, Fethi Bedioui,
Mario Alpuche-Avilés, Silvia Gutiérrez Granados y Minerva Martinez Alfaro.

La inquietud del presente trabajo de investigacion, nace en el momento en que nos planteamos la
cuestion de cdmo comprobar nuestra teoria con respecto al andlisis del estrés oxidativo en organismos vivos
empleando técnicas electroquimicas, ya que normalmente suelen utilizarse metodologias analiticas bastantes
sofisticadas. El reto consistia en realizar tanto la deteccion de especies antioxidantes como de especies
oxidantes en fluidos bioldgicos provenientes de modelos bioldgicos (ratas Wistar y lineas celulares)
intoxicados con plomo. La toxicidad inducida por plomo es reconocida por promover efectos de estrés
oxidativo, en donde se desencadenan alteraciones en la homeostasis de sistemas antioxidantes, y al mismo
tiempo se estimula la sobre produccién de especies oxidantes a nivel celular y tisular. Bajo este precepto, nos
enfocamos en realizar el disefio, la construccion y calibracién de un sensor electroquimico que nos permitiera
determinar las especies antioxidantes por una parte, y por otra parte el disefio, construccién y calibracion de
un biosensor que permitiera la determinacion de especies oxidantes. El monitoreo de ambos oxidantes y
antioxidantes permitiria un mejor estudio y asociacién del padecimiento de estrés oxidativo inducido por
plomo sobre los modelo biolédgico.

Dentro de este contexto, en el Capitulo I abordamos todo el tema referente al estrés oxidativo a nivel
celular. La importancia de su estudio, la evolucion cronoldgica de las investigaciones cientificas en el tema y
en especifico se describe la induccién del estrés oxidativo por intoxicacién con plomo. La participacion de
sistemas antioxidantes, su organizacion y capacidad para contrarrestar los efectos oxidantes también son
descritas dentro de este apartado. La generacion de especies reactivas de oxigeno y las reacciones en cadena
que éstos provocan sobre biomoléculas (lipidos, proteinas, 4cidos nucleicos) se mencionan brevemente.
Finalmente se presenta de manera general los principales biomarcadores relacionados al padecimiento del
estrés oxidativo y las principales metodologias de andlisis para la determinacién del mismo.

El segundo capitulo corresponde a todo el trabajo de investigacion realizado para el estudio de especies
antioxidantes. Se demuestra la cuantificacién electroquimica simultdnea de glutatiéon oxidado (GSSG) y
glutatiéon reducido (GSH) como biomarcadores del estrés oxidativo, en fluidos bioldgicos. La deteccion se
realizé mediante el desarrollo de un electrodo de carbono modificado y se aplicé al andlisis en fluidos
bioldgicos de organismos modelo bajo estrés oxidativo causado por la intoxicacién con plomo. Un composito
de materiales nanoestructurados a base de ftalocianina de cobalto (CoPc) y nanotubos de carbono de pared
multiple funcionalizados con grupos carboxilo (MWCNTy) se desarrollé para modificar electrodos de
carbono vitreo (GCE) para la deteccion de glutatién reducido y oxidado. Los resultados obtenidos muestran
que el uso combinado de CoPc y MWCNT; da como resultado una actividad electrocatalitica tanto para la



oxidacién de GSH y la reduccion de GSSG, lo que permite la deteccién simultdnea de ambas especies.
También se estudi6 la posible interferencia del 4cido ascorbico, la cisteina, el dcido glutdmico y la glucosa,
los resultados obtenidos muestran efectos limitados de estas especies. Finalmente, el electrodo hibrido se
utiliz6 para la determinacién de GSH y GSSG en muestras de orina y plasma de ratas Wistar intoxicadas o no
por plomo. Ambas formas de glutatiéon se detectaron en estas matrices bioldgicas complejas sin ningin
pretratamiento. Nuestros resultados describen el papel de GSH y GSSG como marcadores de estrés oxidativo
en organismos vivos bajo intoxicacion por plomo.

Después de obtener buenos resultados durante el estudio de especies antioxidantes, continuamos con la
investigacién para la determinacién de especies oxidantes. Al respecto, en el tercer capitulo un biosensor
electroquimico sensitivo y selectivo para la deteccién del anién-radical superéxido (0," ") usando enzima
superoxido dismutasa (SOD) fue construido mediante el método de fisisorcion enzimadtica sobre electrodos
de platino (Pt) modificados con el polimero conductor poli (3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT). En este caso se
ha puesto especial interés en optimizar todas las condiciones y funciones del biosensor para su aplicacion en
muestras reales. Después de la caracterizacion electroquimica se establecio la configuracion adecuada del
biosensor (Pt/PEDOT/(SOD 0.1% - ASB 2% - GA 2.5%)). Gracias al efecto sinergistico que integra la eficaz
electroconductividad y permoselectividad atribuida al PEDOT vy la especificidad y selectividad de SOD para
la deteccion de superdxido es posible obtener buenos pardmetros analiticos de alta sensibilidad para 0, y
limite de deteccidn, estos datos sugieren la aplicacién del biosensor para la deteccién y cuantificacion
de 0, in vitro e in vivo. Como perspectiva se considera la continuacion de este trabajo para el monitoreo
de 0,"” en muestras bioldgicas empleando el biosensor. De igual manera actualmente se trabaja en el
escalamiento de estos biosensores, empleando ultramicroelectrodos.

Las conclusiones globales de esta investigacion se presentan en la tltima seccidn de este manuscrito.

Al final del manuscrito también se presenta la publicacion obtenida como producto de este trabajo y
aquellos trabajos que estdn en proceso de someterse para su publicacion.
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SUMMARY

The present work represents a doctoral thesis supervised jointly by the Université Paris Descartes-
Sorbonne Paris Cité and the University of Guanajuato. The research was carried out in the laboratories of
Chimie ParisTech-PSL Research University, Unité de Technologies Chimiques et Biologiques pour la Sante
(UTCBS), 75005 Paris, France., The Department of Chemistry, University of Nevada, Reno, Nevada, 89557,
USA., And the laboratories of the Department of Chemistry, Division of Natural and Exact Sciences of the
University of Guanajuato.

This thesis has been directed by a multidisciplinary group composed of Sophie Griveau, Fethi Bedioui,
Mario Alpuche-Avilés, Silvia Gutiérrez Granados and Minerva Martinez Alfaro.

The concern of the present research work was born at the time we raised the question of how to test
our theory regarding the analysis of oxidative stress in living organisms using electrochemical techniques,
since usually quite sophisticated analytical methodologies are used. The challenge was to perform both the
detection of antioxidant species and oxidant species in biological fluids from biological models (Wistar rats
and cell lines) intoxicated with lead. Lead-induced toxicity is recognized for promoting oxidative stress
effects, where alterations in the homeostasis of antioxidant systems are triggered, and at the same time the
overproduction of oxidizing species at the cellular and tissue levels is stimulated. Under this precept, we
focused on the design, construction and calibration of an electrochemical sensor that would allow us to
determine the antioxidant species on the one hand, and on the other hand the design, construction and
calibration of a biosensor that would allow the determination of oxidizing species. . The monitoring of both
oxidants and antioxidants would allow a better study and association of the oxidative stress induced by lead
on the biological model.

Within this context, in Chapter I, we addressed the whole topic of oxidative stress at the cellular level.
The importance of its study, the chronological evolution of scientific research on the subject and specifically
describes the induction of oxidative stress due to lead poisoning. The participation of antioxidant systems,
their organization and ability to counteract the oxidizing effects are also described within this section. The
generation of reactive oxygen species and the chain reactions that these cause on biomolecules (lipids,
proteins, nucleic acids) are mentioned briefly. Finally, the main biomarkers related to the suffering of
oxidative stress and the main methodologies of analysis for its determination are presented in a general
manner. The possible interference of ascorbic acid, cysteine, glutamic acid and glucose was also studied, the
results obtained show limited effects of these species. Finally, the hybrid electrode was used for the
determination of GSH and GSSG in urine and plasma samples from Wistar rats intoxicated or not by lead.
Both forms of glutathione were detected in these complex biological matrices without any pretreatment. Our
results describe the role of GSH and GSSG as markers of oxidative stress in living organisms under lead
poisoning.

After obtaining good results during the study of antioxidant species, we continue with the investigation
for the determination of oxidizing species. In this regard, in the third chapter a sensitive and selective
electrochemical biosensor for the detection of the anion-radical superoxide (0,°") using enzyme superoxide
dismutase (SOD) was constructed by the method of enzymatic physisorption on platinum electrodes (Pt)
modified with the conductive polymer poly (3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT). In this case, special
interest has been placed on optimizing all the conditions and functions of the biosensor for its application in
real samples. After the electrochemical characterization, the appropriate configuration of the biosensor was
established (Pt / PEDOT / (SOD 0.1% - ASB 2% - GA 2.5%)). Thanks to the synergistic effect that
integrates the effective electroconductivity and permoselectivity attributed to the PEDOT and the specificity
and selectivity of SOD for the detection of superoxide, it is possible to obtain good analytical parameters of
high sensitivity for O, and limit of detection, these data suggest the application of the biosensor for the
detection and quantification O, in vitro and in vivo. As a perspective we consider the continuation of this
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work for the monitoring of O, in biological samples using the biosensor. In the same way, we are currently
working on the scaling of these biosensors, using ultramicroelectrodes.

The overall findings of this research are presented in the last section of this manuscript.

At the end of the manuscript is also presented the publication obtained as a product of this work and
those works that are in the process of being submitted for publication.
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CAPITULO 1

FUNDAMENTO TEORICO

Oxidacion de sistemas biolégicos: fenomeno de
estrés oxidativo y su induccion por intoxicacion con
plomo, antioxidantes, reacciones redox y métodos
para su determinacion.
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CAPITULO I. FUNDAMENTO TEORICO
Fenoémeno de estrés oxidativo

1. FENOMENO DE ESTRES OXIDATIVO.

De manera general el estrés oxidativo aborda y considera por una parte la existencia de especies
oxidantes (OS por sus siglas en inglés, Oxidative Species) endégenas y exdgenas, y por otra los sistemas
antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos a nivel celular. De esta manera surge el interés por realizar
trabajos de investigacion en diferentes disciplinas como la quimica, biologia celular y ciencias de la salud que
permitan dar seguimiento al fendmeno del estrés oxidativo y su respuesta en cuanto a la expresion de especies

oxidantes (OS) y especies antioxidantes (AS por sus siglas en inglés, Antioxidant Species) L

1.1. Relevancia cronoldgica del estrés oxidativo.

A lo largo de estos ultimos 35 afios se han reportado numerosas publicaciones cientificas en donde se
detalla el avance del conocimiento que ha permitido la comprension del estrés oxidativo (figura 1.1). Este
compilado de investigaciones indica la evolucidon con respecto a las rutas de investigacion interesadas en
comprender el fendmeno del estrés oxidativo en organismos vivos 2,

Trabajos pioneros entre 1935 y 1990 comenzaron a realizar estudios metabdlicos (metaboloma redox)
con la finalidad de monitorear productos generados por la oxidacién de macromoléculas y asociar los
resultados obtenidos al dafio oxidativo provocado 34 En esta época el interés principal era evidenciar el
desbalance redox que al parecer ocurria bajo este padecimiento.

Anos posteriores a finales de los 90s inicios del 2000 se implement6 una novedosa linea de
investigacion denominada protedmica, la cual fue adoptada por diversos grupos de investigacion para
acoplarla al estudio del estrés oxidativo (proteoma redox) y por medio de la evaluacién protedmica en
organismos vivos obtener informacion sobre los dafios oxidativos =

Estudios mds recientes (2006 a la fecha) han sido dirigidos en términos de la genética y la biologia

molecular (gendémica y regulaciéon redox). Lo cual ha permitido obtener resultados favorables y

. . . , . . . 7
complementarios que describen de mejor manera el fenémeno del estrés oxidativo .

1.1.1. Estudios pioneros del estrés oxidativo.

Histéricamente el concepto de estrés oxidativo ha pasado por varias etapas con respecto al tiempo. En
1936 Hans Selye indico que el término de “estrés” esta asociado a la respuesta de adaptacion de los

organismos vivos a diferentes estimulos que provocan una alteracion fisiopatoldgica local y/o sistémica. Con
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base en ensayos bioldgicos Selyes describe que el sindrome general de adaptacion consiste en tres etapas que
incluyen la primera como la reaccion de alarma, seguida por un periodo prolongado de resistencia y una etapa

terminal de exahustacién y muerte 8
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Figura 1.1. Cronologia para los avances en la investigacion cientifica del estrés oxidativo .
1.1.2. Desbalance redox y el estrés oxidativo.

Pero es hasta 1985 cuando Sies y Cadenas establecen el término de “estres oxidativo” de acuerdo con
sus estudios bioquimicos en donde indican que el dafio oxidativo que sufren las células y tejidos cuando son
expuestos a condiciones oxidativas de diversa naturaleza estidn acompafadas por una elevada produccion de
especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés, ROS_Reactive Oxigen Species) y un aparente
decremento de especies antioxidante (AS) **. Dicho desbalance sugiere que un aumento en ROS implica la

muerte celular y el incremento en AS permite lograr la homeostasis celular del organismo y su supervivencia’.
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En la figura 1.2 se muestra el esquema dindmico de la biologia redox, el cual es mantenido mediante el flujo
metabdlico y la retroalimentacion redox. Donde los ROS generan un estado relativamente oxidado debido a la
induccién externa, dicho estado de oxidacién es contrarrestado por la accién de mecanismos antioxidantes. El

proceso en general se refiere al mantenimiento de la homeostasis redox celular.

Inductores de estrés oxidativo

V ¥

Adaptacion y

: ; Homeostasis Muerte celular
supervivencia celular

Figura 1.2. Mantenimiento de la homeostasis redox celular °.

En 2004 Azzi y colaboradores sugieren que el estrés oxidativo debe de ser estudiado como un “perfil
redox” en términos de oxidantes, prooxidantes, antioxidantes y sistemas antioxidantes a nivel celular >7 Jones
y colaboradores (2006) consideran que la definicion de estrés oxidativo como el desbalance entre especies
oxidantes y antioxidantes enddgenas y exdgenas a nivel celular y tisular no es del todo adecuada. Asi pues,
publican su trabajo de investigacién donde evaltian los niveles de metabolitos de antioxidantes en plasma de
humanos y concluyen que dicho concepto de estrés oxidativo no puede ser definido como un simple
desbalance entre ambas especies. Ya que en principio se esperaria que para el sistema antioxidante gobernado
por el par redox tiol (-SH) disulfuro (S-S) presente en Glutation, Cisteina, y otras proteinas tioladas la
concentraciéon de grupos —SH fuera menor debido a su agotamiento en funcién de su reaccién con los
oxidantes y por el contrario surgiera el incremento de metabolitos (S-S) como productos de estas reacciones;
sin embargo no es asi, de alguna manera se logra la homeostasis redox en donde participan mas de un sistema
de antioxidantes. Por lo cual sugieren que el concepto de estrés oxidativo debe de ser redefinido como: una

disrupcion del sistema redox, si se quiere implementar a nivel de bioquimica clinica, considerando que la
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respuesta a ciertos estimulos toxicos y fisioldgicos en cada organismo es diferente y no un patrén comin en

donde debe incrementar el nivel de oxidantes y disminuir el de antioxidantes 6,
1.1.3. Estrés oxidativo, respuesta genética y homeostasis celular.

En la dltima década la investigacion sobre el estrés oxidativo ha sido dirigida en términos de la
gendémica a fin de entender los mecanismos de homeostasis y adaptacién celular que a su vez permitan
elucidar la regulacién genética y su impacto en las funciones antioxidantes a nivel celular '° '' ', Trabajos
recientes con ayuda de la biologia molecular muestran las diferentes rutas de sefalizacién genética que
permiten entender la transduccidn, sintesis y reparacion de algunas proteinas con actividad antioxidante

9
celular .

Complejo estable + Cul3 Complejo estable + Cul3

& - ROS %y

Degradacion <————__ - | .
C}a NF-xB m , Ty Degradacion

o

Proinflammatory
signaling

Figura 1.3. Sistemas de sefializacion que operan durante la respuesta al estrés oxidativo en animales. Bajo condiciones
normales el facto de transcripcion Nrf2 se enlaza a Keapl, este complejo estable interactda con el otro complejo Cul3
para promover la ubiquitinacién y posterior degradacion de Nrf2/ Keapl. Por el contrario cuando se induce estrés
oxidativo (LOS), las ROS oxidan a Keap1 evitando su enlace con Nrf2 y este difunde hacia el nicleo en donde se une a
elementos de respuesta antioxidante (A). Una ruta muy similar se presenta durante la expresion de estrés oxidativo
(IOS), en donde ademds de promover la activacién del mecanismo antioxidante también promueve la respuesta
antiinflamatoria (B) '.
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Al parecer el sistema responsable de la adaptaciéon al estrés oxidativo es atribuido a una serie de
reacciones las cuales comienzan por la sefializacién y activacién de los sistema Nrf2/Keapl y NF-kB, AP-1,
los cuales dependen de la sobreproduccion de ROS. El factor Nrf2 es un factor de transcripcion cuya
estructura proteica encierra un secuencia de leucinas las cuales operan de manera armoénica con la proteina

Keapl '3 14

. Bajo condiciones normales cuando Nrf2 interactia con Keapl se adapta consecutivamente un
substrato E3 a la ubiquitina ligasa para formar el complejo Cul3, esta ubiquitinacién de Nrf2/Keapl promueve
su degradacién por el proteosoma lo que resulta en la suspension de la actividad transcripcional. Por el
contrario cuando incrementan los niveles de ROS los grupos -SH de la proteina Keapl son oxidados haciendo
imposible su interaccion con Nrf2, debido a esto el factor de transduccién es movido hacia el ndcleo en donde
es acumulado y consecutivamente hace interaccién con los llamados elementos de respuesta antioxidante
(ARE por sus siglas en inglés, Antioxidant Response Element) los cuales son promotores de genes que
codifican las proteinas y enzimas de defensa 1 Esta regulacion genética codifica para la sintesis de enzimas
antioxidantes (SOD, catalasa, peroxidasa, GST-transferasa), o enzimas como la gama-glutamincistein
sintetasa precursor principal para la biosintesis de glutation (GSH) (figura 1.3 inciso A).

Con respecto al sistema NF-kB, AP-1, se menciona que su mecanismo de accién comienza cuando los
niveles de oxidantes ya no pueden ser controlados a pesar de la activacion extraordinaria de los sistemas de
defensa antioxidante celular. Esto desencadena rutas de sefializacion para sistemas de defensa antioxidante,
pero también rutas de sefializacién proinflamatoria (Figura 1.3 inciso B) ' e

Estos estudios han sido corroborados mediante la activacion de la expresion de ciertos genes que actian
durante el proceso de homeostasis en ratones sometidos a estrés oxidativo. Lo cual consiste en administrar
ciertas drogas etiquetadoras que actian como impulsores de aquellos genes que dan inicio a la respuesta del
mecanismo de defensa celular y contrarrestar las lesiones causadas por el dafio oxidativo '’. Por el contrario

dicho grupo de genes pueden ser inhibidos durante el padecimiento de estrés oxidativo, lo que implica la

. ., . .. 1
disrupcidn en sus funciones y por ende en los procedimientos subsecuentes .

2. CLASIFICACION DEL ESTRES OXIDATIVO.

Después de transcurridas casi cuatro décadas dada la primera definicion de estrés oxidativo se propone

e .. 1618
su clasificacion

(tabla 1) como: estrés oxidativo de baja intensidad (LOS por sus siglas en inglés, Low
Oxidative Stress), estrés oxidativo de intensidad intermedia (IOS por sus siglas en inglés, Intermediate

Oxidative Stress) y estrés oxidativo de alta intensidad (HOS por sus siglas en inglés, High Oxidative Stress).
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La intensidad del estrés oxidativo, dependera de la dosis de intoxicacidn con xenobioticos, drogas, metales
pesados y/o del tiempo de perturbacién con radiaciones UV por mencionar algunos factores.

Dentro de esta clasificacion el tipo de estrés oxidativo de baja intensidad (LOS) ha sido estudiado
ampliamente, éste se reconoce por generar una serie de reacciones etiquetadoras que inducen de cierto modo
a la accién compleja del mecanismo de defensa antioxidante (enzimdtica y no enzimdtica) para lograr
mantener la homeostasis del organismo en general. En este caso el sistema responsable de la adaptacion al
estrés oxidativo es atribuido a la sefalizacion y activacién del sistema Nrf2/Keapl debido al incremento de
ROS " °. La respuesta de los organismos al estrés oxidativo de intensidad intermedia estd coordinado por tres
sistemas reguladores: NF-kB, AP-1 y MAP quinasas. Estos sistemas también regulan la expresion del
mecanismo de defensa celular antioxidante, ademds estimulan la expresion de ciertos genes de la inflamacién
y reprogramacion general de la funcion celular. Al respecto la apoptosis y necrosis son la unica evidencia
asociada al estrés oxidativo de alta intensidad (HOS) 16,16

En la tabla 1.1 (corregida de la original '®) Se muestra la clasificacién del estrés oxidativo en animales,
los factores que lo detonan y la respuesta fisioldgica que se expresa en cada caso. El estrés oxidativo de baja
intensidad es regulado por el sistema Nrf2/Keapl que codifica para la respuesta del mecanismo antioxidante
enzimatico y no enzimatico. El estrés oxidativo de intensidad intermedia ademds de regular la respuesta del
mecanismo de defensa induce a la secrecidon de proteinas proinflamatorias, este tipo de estrés estd regulado
por tres principales quinasas NF-kB, AP-1 y MAP. Finalmente el estrés oxidativo de alta intensidad
desencadena una serie de reacciones en cascada (no descifradas hasta el momento) que provocan la apoptosis,

. 16
necrosis y muerte celular .

Tabla 1.1. Se muestran los principales grados de intensidad para el estrés oxidativo, algunos de los

factores que lo detonan, las rutas de seflalamiento especifico y finalmente las respuestas fisiolégicas que se

expresa.
Factores de induccion Intensidad Ruta de senalizacién Activacién molecular Efecto fisiologico
de estrés oxidativo
Dieta Baja Nrf2/Keap1 Mecanismo antioxidante Respuesta adaptativa
Shock fisico
, Intermedia NF-kB, AP1,MAP Mecanismo antioxidante y Respuesta combinada:
Farmacos
quinasas proteinas de inflamacién Adaptacion vs Dafio celular
Drogas
iRl e Alta Desconocida ? Desconocida ? Necrosis y Apoptosis

Radiaciones UV e IR

6
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Uno de los estudios que hace referencia a la asociacion de cierto tipo de estrés oxidativo es el trabajo de Yan
L.J. y colaboradores, quienes hacen la correlacion entre sus resultados mediante el andlisis de productos de la
peroxidacion y oxidacion de proteinas para un grupo de diversas patologias asociadas al envejecimiento y el
estrés oxidativo de baja intensidad, el cual permite la supervivencia y adaptacién del organismo A su vez
Pickering y colaboradores reportan su trabajo experimental realizado para la evaluacién del estrés oxidativo
provocado en modelos bioldgicos: cultivos de células de mamiferos y moscas Drosophila melanogaster; en el
cual concluyen que ambos organismos presentaron cierta adaptacion, manteniendo su homeostasis general
después de haber sido sometidos a lesiones fisiolégicas y ambientales agudas (mds de 12 horas para las células
y mas de 7 dias para las moscas). Por lo que clasificaron su sistema como una respuesta del organismo a un
tipo de estrés moderado o gradual que al final permiti6 mantener con vida por un periodo de tiempo a ambos

1, . 2
modelos biolgicos *°.

3. OXIDACION DE SISTEMAS BIOLOGICOS.

Desde tiempos anteriores hasta la fecha las perspectivas con respecto a la investigacion del estrés
oxidativo han ido principalmente en direccion al estudio de la producciéon y metabolismo de las especies
reactivas de oxigeno. Su interaccion con biomoléculas y el dafio que desencadenan a nivel celular. Otro de los
puntos que abordan este tipo de investigaciones va relacionado con la interacciéon de ROS y los sistemas
antioxidantes responsables de mantener la homeostasis celular del organismo (punto que se abordard en la
siguiente seccion). El interés surgié en 1950 cuando por primera vez se demostro la presencia de radicales
libres en sistemas biolégicos 2 y que debido a su reactividad seguramente tendrian alguna influencia en el
desarrollo de procesos patolégicos dentro de sistemas biolégicos **.

Si bien los trabajos pioneros han sido enfocados al estudio de la reactividad y metabolismo de los ROS,
surge una segunda linea de investigacion sobre las especies reactivas con potencial efecto oxidante y su
funciéon como etiquetas de sefializacion genética que permite la activacion del mecanismo de defensa celular

23 24

antioxidante . Ahora es absolutamente claro que los ROS tienen una activa participacién en diversos

procesos y ellos no pueden ser considerados inicamente como un agente dafiino, sino que también pueden

o . .. . 16
contribuir en funciones positivas para el organismo .

3.1. Generacion y reactividad de ROS en organismos vivos.

El campo de investigaciéon de ROS en sistemas bioldgicos ha sido abordado por diferentes disciplinas

entre ellas quimica, farmacologia y genética por mencionar algunas, sin embargo suele ser bastante
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complicado debido a diversas razones » como por ejemplo: (i) la baja concentracién de estas especies
atribuido a su estabilidad minima y alta reactividad; (i1) la gran diversidad de reacciones en las que participan;

(iii) la dependencia del estado fisioldgico del organismo; y (iv) la dificultad para su anélisis.

3.1.1. Produccion celular de ROS primarias.

En organismos vivos aerdbicos normalmente mas del 90 % del oxigeno consumido es reducido
directamente via un mecanismo de transferencia de cuatro electrones para producir agua, este proceso ocurre

dentro de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria con la participaciéon de enzimas como la

26 27

Citocromo c¢ . El otro 10% del oxigeno consumido es reducido via un electron de transferencia para

producir anién radical super6xido (0O, ") el cual es reducido por segunda vez al mismo tiempo de que

interactda con dos protones para generar peréxido de hidrégeno (H,0,) ** .

Extracellular
0, ~
) Xanthine oxidase <7

Endothelium

PM oxidoreductase/NADPH oxidase

(a ) NADPH oxidase

e . O3
0,5 0,7 2% 4o, S HO + HO- (b) ‘

MnsOD _~
\ 4e'j;4ﬁ* (i

o e /H )
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Mitochondrion 0, .—: 0;” ﬂ; H,0, : HO + HO™
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\ 4" i‘«m' & :
o & e /H* (H)
- 2

H+

Mitochondrio

Figura 1.4. Proceso aerdbico a nivel celular bajo condiciones fisiolégicas normales. Mecanismo de
captura de oxigeno y produccién de O, . (a) En la mitocondria, dentro de la cadena de transporte de
electrones. (b) Ademas de la funcién mitocondrial a nivel del citosol y el endotelio existe la intervencién
de enzimas Xantina y NADH quienes muestran la capacidad producir 0, ™ °.

Otra de las rutas se lleva a cabo por la accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD, por sus siglas

en inglés, Superoxide Dismutase) quien dismuta la molécula de super6xido para generar una molécula de
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peréxido de hidrégeno y una de oxigeno *°. Aunque el (H,0,) no es un radical libre, si es una especie
altamente reactiva el cual estd incluido dentro del grupo de ROS. El H,0, puede ser dismutado por la accién
de la enzima Glutatién reductasa (por sus siglas en inglés, GPx_Peroxide Gluthation) para generar una
molécula de agua y una de oxigeno; o bien por la siguiente ruta en donde acepta un electrén mas y se
fragmenta para producir radical hidroxil (HO") y anién hidroxil (HO™), el radical HO" acepta un electrén y un

protén lo que resulta en la formacion de una molécula de agua (Figura 1.4a) 831

. Este proceso ocurre cuando
los organismos vivos se encuentran en su estado fisiolégico normal.

Sin embargo aunque menos comtin, existen otras fuentes de produccién celular de O, ~ como principal
agente precursor de las demds especies oxidantes (H,0,, HO', HO™) esto es posible por medio de su
dismutacion espontdnea o enzimdtica. Diversas oxidasas estan involucradas en la produccion del anién-radical
entre las cuales se encuentran la Xantina oxidasa (la cual realiza el proceso de produccién de O, entre el
endotelio y el medio extracelular) y la NAPH oxidasa (quien realiza su funcién para generar el mismo
superdxido dentro de la membrana plasmatica y el citosol celular) (Figura 1.4b). La actividad de estas enzimas

o <0 o 7 . . 1 z .
se ve potencializada cundo el organismo padece de estrés oxidativo >'® pero también cuando hay presencia de

hipoxia **.

3.1.2. Sobreproduccion y reactividad de ROS.

La sobreproduccion ROS primarias (0, ~, H,0, , HO) tienen su origen por sintesis enzimatica,
inducciéon ambiental o por reacciones quimicas de una especie activa con otras moléculas endogenas %, Las
altas concentraciones de ROS primarias provocan fendmenos de estrés oxidativo que comienza con la elevada
secrecion de 0'2_ cuya disposicién aumenta y reacciona principalmente con el mondxido de nitrégeno (NO)
para producir rapidamente peroxinitrito (k = 6.7 x10° LM s™). El peroxinitrito (ONOO™) es por si mismo un
potencial agente oxidante capaz de oxidar, nitrar e hidroxilar proteinas y enzimas desencadenando a su vez
procesos de estrés nitrosativo .

Otra ruta que sigue el exceso de anidn-radical superoxido es su continua dismutacion por la SOD
presente en el citosol y en la regién extracelular cuyo H,0, producido genera radical HO" (por medio de
reacciones fenton) el cual es considerado el agente oxidante mds severo con gran capacidad de provocar
reacciones en cadena de peroxidacion lipidica y oxidacion de telomeros 3 (Figura 1.5).

El incremento de ROS y su alta reactividad promueven la formaciéon de agentes oxidantes de segunda

35 36

generacion entre ellas especies reactivas de nitrégeno especies reactivas de azufre (RSS, por sus siglas en

9
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inglés_Reactive Sulfur Species) las cuales son formadas in vivo bajo condiciones de estrés oxidativo *’ **

especies carbonil reactivas (RCS) que incluyen varias formas de aldehidos generados metabdlicamente y
carbonilos excitados electrénicamente *. Finalmente, varias especies reactivas de selenio (RSeS) incluyen

compuestos de bajo peso molecular como los residuos de selenocisteina y selenometionina en proteinas '°.

SOD,, NO — ONOO

Fe/Citoch
o e/Citochrome ¢ H202< ___________________ : A

/ H s H
: : Extracellular

A e we
" Lipidic peroxidation Xanthine oxidase Endothelium

.................................................

PM oxidoreductase/NADPH oxidase Plasma Membrane

oo

NADPH oxidase Cytosol
™ ON0O'<—NO <. i
A 0.~ ’ Nucleus™
; = 02 34 co ’
/’ ' \
Nitrosative stress i ,/ > H,0 \
‘ ' SODCU/ZH , 2¥2 \
.............................. > ’.1202 .- \
. e enton
“' (F ** Fent
; l < reaction :
0,% 07 2% po, S om0 vio- : " !
—_— - .
| MnSOD 2 & ‘ ' (H 0 )
- § + \ Telomere ,
\\ de 4H (} N O damage s
o e /HY (i) o NP
2H,0 €

Mitochondrion

Figura 1.5. Mecanismo end6geno y exdgeno de sobreproduccion de O, y su accién como radical
precursor de ROS primarias °.

En la tabla 1.2 se muestra un resumen de ROS primarias y su reactividad quimica donde es posible
apreciar la diferencia hasta de 11 6rdenes de magnitud entre ellas. Dentro de la misma tabla se presentan las

especies secundarias generadas a partir de la reaccién de las primeras con biomoléculas como lipidos y

proteinas.
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Tabla 1.2. Principales ROS primarias y las especies oxidantes secundarias a partir de las primarias a la

constante de velocidad indicada.

Oxidante primarios Constante de velocidad Oxidantes secundarios
(L mol™ s'l)

Radical hidroxil (HO) 7x 10° NRS RSS RCS
Oxigeno molecular singulete 2x 10’ NO RSO Acetaldehido
Acido peroxinitroso (ONOOH) 2x 10° NO;, RSO, Acroleina
Anion-radical superoxido <0.3 NO, RSOy Metilgloxal
Peroxil (HOO) <5x 10! NO H,S  4-hidroxi-nonenal
Peroxinitrito (ONOO") 2x 10" O,NOO" RSSH
Peréxido de hidrégeno (H,0,) 2x 107 ONOOCO,

3.2. Regulacion redox. Control y eliminacion de ROS.

La proteccion celular después de efectos daninos propiciados por oxidantes reactivos implica algunos
mecanismos de defensa entre los cuales se integra el proceso de prevencion, intercepcion y reparacion.

Los organismos vivos tienen la capacidad de mantener los niveles adecuados de ROS por una parte
controlando su produccién celular, pero también por medio de la acciéon de mecanismos antioxidantes que
operan para eliminar o minimizar los efectos producidos por las especies reactivas.

Estos sistemas antioxidantes son clasificados de manera general en dos grupos: 1) antioxidantes de bajo
peso molecular (por sus siglas en inglés, LMWA_Low Molecular Weight Antioxidant) y ii) antioxidantes de

alto peso molecular (por sus siglas en ingles HMWA_High Molecular Weight Antioxidant).

3.2.1. Sistemas antioxidantes de alto peso molecular (HMWA).

El primer mecanismo antioxidante que actiia para contrarrestar el exceso de ROS son los antioxidantes
de alto peso molecular (enzimas). La actividad enzimdtica para el control de ROS ocurre por una serie de
reacciones que comienza por la interaccién de la SOD *° con el superéxido (ecuacién 1) quien es dismutado
para producir peroxido de hidrogeno y oxigeno. En seguida el H,0, es dismutado por la Catalasa (ecuacion
2) para producir agua y oxigeno; pero también suele ser reducido por la glutatién peroxidasa (por sus siglas en

inglés GPx_Peroxidase Gluthation) la cual es oxidada formando enlaces disulfuro y a su vez generando como
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producto moléculas de agua (ecuacion 3), estas enzimas también permiten la reduccién de peroxilipidos
(ecuacidn 4). Ciertamente la GPx requiere de GSH de tal manera que es necesario mantener una produccion
constante de éste, lo cual es posible con ayuda de la enzima glutatién reductasa (por sus siglas en inglés,
GR_Reductase Gluthation) que en presencia de NADPH hace posible la reduccién de GSSG (ecuacién 5). A
su vez la NADPH se mantiene por medio de la reduccion de NADP+ gracias a reacciones catalizadas por

algunas enzimas como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-gluconato deshidrogenasa (ecuaciones 6y 7) .

. ._SOD
Catalasa
2H202 — 2H20 + 02 (2)
GPx
H,0, + GSH — H,0 + GSSG 3)
GPx
LOOH + GSH — LOH + GSSG (4)
GR

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP* (5)
NADP* + glucosa — 6 — fosfato - NADPH + 6 — fosfoglucolactona (6)
NADP™* + 6 — fosfogluconato - NADPH + ribuloso — 5fosfato + CO, (7)

La primera etapa de neutralizacion de ROS mediante el sistema antioxidante HMWA opera
principalmente con superoxido (0, ) y peréxido de hidrogeno (H,0,), pero no con el radical hidroxil (HO").
Actualmente no hay un sistema enzimdtico conocido para eliminar el radical hidroxil formado lo cual esta
probablemente relacionado con su alta reactividad. De tal manera que para controlar el exceso de HO™ es

necesaria la intervencion del mecanismo antioxidante LMWA para proteger al organismo de sus efectos

~. 16
dafiinos .
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3.2.2. Sistemas antioxidantes de bajo peso molecular (LMWA).

El grupo de antioxidantes de bajo peso molecular contiene numerosos compuestos capaces de prevenir
el dafio oxidativo por su interaccion directa e indirecta con ROS. Estos compuestos son conocidos como
antioxidantes-capturadores o LMWA. El grupo de antioxidantes de bajo peso molecular incluye compuestos
quimicos tales como vitamina C (AA por sus siglas en inglés, Ascorbic Acid) y E (Tocofenol), carotenoides,
antiocianinas, fenoles, dcido drico (UA por sus siglas en inglés, Uracic Acid) y glutatiéon GSH ° 4041

Naturalmente las células pueden regular la secrecion y concentracion de algunos LMWA, entre estos:
dipeptidos de histidina 2 glutation 3 y bilirrubina . Otros como el 4cido drico suele ser un producto de
deshecho celular *°.

El proceso directo de captura posee algunas ventajas sobre los grupos de antioxidantes enzimaticos. Ya
que los capturadores-antioxidantes son moléculas pequenas, las cuales pueden penetrar la membrana
plasmética y localizarse en la proximidad mas cercana donde son producidos los ROS. Dicho proceso puede

proceder Unicamente si la concentracién de los LMWA es suficientemente alta para competir contra los

. . 4
niveles altos de oxidantes *¢

ANTIOXIDANTE

RO' My (RH)\
Regeneracion
e’ |(H") quimica o enzimitica
ROH/ R /

Oxtdac:on total

Figura 1.6. Representacion esquematica del mecanismo de accién que llevan a cabo los antioxidantes para la
captura de especies oxidantes **

Los capturadores presentan un mecanismo general de actividad, en donde reaccionan directamente con
el radical al cual le dona un electrén; esta reaccién resulta en la conversion del LMWA en un radical. El

radical antioxidante puede ser conducido hacia su oxidacién total o ser regenerado a su forma reducida

13



CAPITULO I. FUNDAMENTO TEORICO
Fenomeno de estrés oxidativo
antioxidante por mecanismos enzimaticos o por la accién de otro agente antioxidante LMWA (figura 1.6). Por
ejemplo, el radical ascorbil puede ser reciclado a su forma reducida (4cido ascérbico) por el glutation. Este

ultimo pasa a ser un radical el cual a su vez puede recibir también electrones desde otro donador como NADH
4

3.2.3. Poder antioxidante del Glutation.

Dentro de la gama de antioxidantes LMWA el glutatiéon (GSH) representa el antioxidante-capturador
enddgeno principal. GSH es sintetizado en el citosol celular a partir de los aminoédcidos glutamato y cisteina
con la intervencién de la enzima Y-glutamin cistein sintasa *. Posteriormente se incorpora la glicina que actia
como cofactor de la enzima Glutation sintetasa para generar GSH 7. Normalmente el GSH estd presente en
organismos vivos (humanos, animales) en concentraciones altas dentro del rango milimolar 2 La
participacion del GSH como sistema de defensa antioxidante es amplia, va desde su actividad como cofactor
para la enzima Peroxidasa, en este caso sirve como un antioxidante indirecto donando los electrones

necesarios para la descomposicién de H,0,, evitando de esta manera la produccién de radicales HO'.

Cadena de transporte de
electrones Mitocondrial

-——

Glutamato Cisteina -

” S~
/ Nucleus™ 3
I, \
y — glutamil cistein ! 4 H 0, \‘
sintasa — / Reaccion |
icina 24 eaccion
- 1/ ( i Fenton 1
4 .\F93+ l
\ _ !
\ HO /
@ \ ,
\ Dafioa /7
\
\\_‘ Te!omeroi 7/
-~ -

HZ 02\,
~ Catalasa

NADP* .
GSH \\
e\ (Gt~
H,0

reductasa “
NADPH . H2 0

Figura 1.7. Esquema representativo para la sintesis de glutatién y sus actividad redox como sistema antioxidante
en la detoxificacién de H, O, evitando dafios celulares.
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De esta reaccion se obtiene por una parte glutation disulfuro (GSSG) como producto de la oxidacién de
GSH vy por la otra parte moléculas de agua como producto de la oxidacién de H,0,. Consecutivamente el
GSSG es otra vez reducido a GSH por acciéon de la NADPH y la Glutation reductasa (GR), preservandose de
esta manera la adecuada homeostasis de la relacion GSH/GSSG (Figura 1.7) .

El glutatién también estd involucrado en muchas otras rutas bioquimicas y funciones celulares como la
prevencién de la oxidacién de grupos —SH en proteinas *® y el transporte de iones metalicos evitando su
participacién en la reaccién de Haber-Weiss o reaccién de Fenton 2.

Ademads de sus funciones bioquimicas estos pueden capturar ROS directamente, interactuando con
especies oxidantes como ROO’, RO™ y O,". La reaccién con ROS genera un radical glutation (GS’) el cual

puede ser regenerado a su forma reducida por mecanismos enziméticos o quimicos 8,
4. ESTADO REDOX BIOLOGICO.

Los procesos de generacion y eliminacién de ROS han sido mencionados y descritos brevemente. Al
respecto es posible comprender que los organismos vivos poseen un sistema con capacidad de regular y
mantener niveles bajos de ROS ?. Sin embargo bajo ciertas circunstancias este balance redox puede ser
perturbado lo cual provoca severos efectos entre los principales: la oxidacion de macromoléculas
(fosfolipidos, azucares, proteinas, ARN y ADN).

El estado redox es asociado a las diferentes etapas de estrés oxidativo '® ** *°. Estas diferentes etapas
pueden ser descritas en funcion de la variacion de los niveles de especies oxidantes (ROS) y reductoras
(LMWA y HMWA). Bajo condiciones fisioldgicas normales el organismo muestra la capacidad de mantener
los niveles de ROS dentro de cierto rango definido (“nivel fisioldégico normal”), lo cual indica que la actividad
de los sistemas de produccion y eliminacién de dichas especies se encuentra en adecuado funcionamiento
(Figura 1.8a).

Pero, cuando el organismo vivo padece de fisiopatologias o trastornos bioldgicos que generan estrés
oxidativo, se observa un incremento significativo en los niveles de ROS, este evento suele llamarse “estrés
oxidativo agudo” donde es posible observar el gran incremento en la produccion de las especies reactivas
dentro de un periodo de tiempo. En este caso los sistemas de defensa antioxidante son capaces de hacer frente
adecuadamente para controlar la cantidad de ROS y mantener los niveles dentro del rango de una fisiologia

normal (Figura 1.8b). Probablemente esto es atribuido al incremento en la produccién y expresion de sistemas
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13,49 . . S
y con ello finalmente evitar complicaciones severas. Entre los

50 51

antioxidantes enzimaticos y no enziméaticos
efectos registrados por este padecimiento se mencionan algunas lesiones en tejidos

En otros casos la capacidad celular requiere de més tiempo para neutralizar la sobreproduccién de ROS.
Este tipo de comportamiento se presenta generalmente cuando se padece de “estrés oxidativo crénico”
(Figural.8c) en donde la homeostasis del organismo se ve alterada lo que implica aletargar un poco mds su
estabilidad fisioldgica. El dafo celular y tisular se muestra mds grave debido a la exposiciéon de los
componentes celulares con las especies oxidantes durante un periodo mayor de tiempo lo que provoca la
formaci6n de tumores ' 2 y enfermedades cardiovasculares >3 por mencionar algunos. Sin embargo en este
tipo de eventos se refleja el mismo comportamiento de los sistemas antioxidantes que para el fendmeno

agudo, es decir los niveles de producciéon y accién de antioxidantes muestran picos elevados en su

concentracion.

(c) Estrés oxidativo
A crénico

Oxidante

o)

m l:ethal leves {d)7 =

Q L

O Estrés oxidativo

— agudo

(V]

.2 —

2 Nivel fisiolégico normal (a) ’
. >

Time

Figura 1.8. El esquema muestra el comportamiento dindmico para las diferentes etapas descritas para el
estrés oxidativo. El estado redox se explica en funcién a la fluctuaciéon de los niveles de ROS y
antioxidantes para sistemas bioldgicos control y aquellos bajo estrés oxidativo en etapa aguda, crénica o

letal '°.

Finalmente un escenario mds se establece para describir el evento de “estrés oxidativo letal” (Figura
1.8d) en el cual la actividad celular antioxidante no responde eficientemente para lograr restablecer su

homeostasis y en este caso no se logra neutralizar los altos niveles de ROS, de tal modo que se muestra una
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constante sobreproduccion de los mismos por tiempos prolongados y ello provoca dafios tan severos como la
muerte celular evidente *°.

Los organismos vivos suelen hacer frente a cada uno de los eventos mencionados dependiendo de su
capacidad de expresion antioxidante para contrarrestar los efectos oxidativos. Estos sistemas usualmente
operan con respecto a la expresion de genes especificos que codifiquen para la sintesis de agentes
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos 1316,

Estas situaciones deben ser investigadas cuidadosamente a fin de entender las causas del estrés oxidativo
y sus efectos fisiologicos en los organismos vivos. Esto es posible por medio de estudios quimicos y
bioldgicos para la determinacion de ROS y/o los productos que estos generan y que pueden ser determinados
como metabolitos posibles de detectar y cuantificar con técnicas analiticas adecuadas > De igual manera es
posible realizar el andlisis de especies antioxidantes y sus metabolitos. Todo ello con la finalidad de asociar

los valores de cada una de las especies participantes (ROS/ANTIOXIDANTES) con el fendmeno de estrés

oxidativo en alguna de sus etapas.

5. DETERMINACION DE ESTRES OXIDATIVO.

La determinacion del estrés oxidativo puede llevarse a cabo considerando el proceso metabdlico del
estado redox bioldgico. A partir de la produccién de ROS y los sucesos o reacciones de peroxdacién sobre
biomoléculas para generar cierto tipo de metabolitos hidroxilados estables que sirven como marcadores
bioldgicos 842 En este caso las especies oxidantes tienen efecto sobre lipidos, proteinas, telomeros de ADN y
LMWA.

El andlisis de ROS se puede hacer de mediante la cuantificacion directa de especies como 0, 0 HOO*

por ejemplo.

5.1. Dano oxidativo sobre bases de ADN.

Como se ha mencionado durante el padecimiento del estrés oxidativo los niveles de radical HO®
aumentan, lo que desencadena toda una serie de reacciones oxidativas. Debido a la alta reactividad del radical
hidroxil (tiempo de vida menor a 1ns en soluciones acuosas) este reacciona inmediatamente enlazdndose a las

bases de las cadenas de DNA *° ¢,
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Figura 1.9. Reaccidn de la base guanina con un radical hidroxil.

Actualmente se han identificado mds de 100 metabolitos de DNA oxidado, los cuales permiten hacer
una determinacion indirecta de ROS y su asociacién con el dafio oxidativo provocado. El metabolito mas
conocido y estudiado en muestras bioldgicas es la 8-hidroxiguanina (8-OH-G) (Figura 1.9) 57 El andlisis de
ADN extraido a partir de biopsias de colon, revelan un incremento significativo en los niveles de 8-OH-G, 2-

. . . . . .58
hidroxi-adenina y 8-hidroxi-adenina ™.

5.2. Peroxidacion lipidica.

Otro indicador del padecimiento de estrés oxidativo es la peroxidacién lipidica, la cual resulta en la
formacion de radicales peroxil (ROO®). Este radical formado participa en una reaccién de ciclacion para
generar endoperoxidos (precursor de malondialdehido) y dar como producto final malondialdehido (MDA) ®.
Otro de los productos de la peroxidacion lipidica es el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). A su vez el MDA
reacciona con las bases de DNA (guanina, adenina y citosina) para formar aductos MG, M A, y M,C
respectivamente °® Niveles elevados de aducto M;G en muestras de tejido se han reportado )

En la figura 1.10 se muestra el mecanismo de reaccidn que refleja el proceso de peroxidacion, el cual da
inicio con la sobreproduccién de superdxido para generar peréxido de hidrégeno. El peréxido de hidrogeno es
un reactivo de Fenton capaz de producir radicales hidroxil. Este radical citotoxico actia sobre las cadenas de
ADN dafando esta molécula. Posteriormente reacciona sobre lipidos, de los cuales abstraen un hidrogeno para
generar radicales de lipido (L°) los cuales en presencia de oxigeno producen otro tipo de radicales llamados
peroxilipidos (LO* , LOO®). Los peroxilipidos promueven otro mecanismo de reaccién para producir

metabolitos estables.

5.3. Alteracion homeostatica de sistemas antioxidantes.

La otra ruta de evaluacién para el dafio oxidativo es aquella que se lleva a cabo en funcién de las

especies antioxidantes (enzimas y LMWA) y los cambios que sufren debido a su reaccion con diversas
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especies ROS ' '°. La actividad enzimética suele ser un indicador que refleja la inhibicién y/o activacién de la
funcién redox en enzimas, tales como la SOD quien contribuye al control de ROS y GR quien permite la

regeneracion de otros antioxidantes importantes como GSH.

mitochondria

NAD(P)H oxidases

xanthine oxidase - SOD
02 /‘//—T\ = 02 - Hzoz
hypoxanthine ! . . xanthine Fenton reaction
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. :: DNA
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H
NN AN CH AR
cyclisation *00 /\_(
¥ / 0.
_M—%Z/\Z/ cyclisation\

/ 0—0 H.O
c:;.rt:lisentic)nII 0 2 f}H {IT
0,/RH \ H H MCH

> — - | 4-hydroxynonenal
o} H HO H _
malondialdehyde [f-hydroxyacrolein
Guanine /deninx:‘wosme
o}
0 -2H,0 i
H H H H
D L )
N N—'/"J\N-’ H‘-N H H H
deoxyR
M,G </ | ‘J | =N
N7 N/J%O
deoyR M, A

Figura 1.10. Produccién de ROS vy el proceso de peroxidacién lipidica .
La determinacion del perfil redox en base a las especies LMWA puede ser asociado al dafo oxidativo.

Este tipo de estudios consiste en realizar el andlisis particular de alguna de las cuplas redox presentes en una

muestra bioldgica. Existe aproximadamente una docena de LMWA (p.e. vitamina E, dcido ascorbico y urico,
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GSH) y estos antioxidantes pueden ser cuantificados individualmente. Durante su proceso de accién como
mecanismo de defensa los LMWA producen metabolitos que también suelen ser cuantificados de manera
individual. Por ejemplo, el ataque de ROS sobre el dcido drico conduce a la produccién de alantoina 42 y sobre
el 4cido ascorbico causa la produccion de ascorbato. La variacién en los niveles de cada uno de los
antioxidantes y sus productos de oxidacién correspondiente determina el valor de su relacién redox. La
relacion redox de las cuplas antioxidantes GSH/GSSG, NADH/NAD+ y 4cido ascorbico/ascorbato es el

termino mds utilizado para indicar el padecimiento de estrés oxidativo .

5.4. Senalizacion redox y transduccion genética de sistemas antioxidantes.

El incremento en los niveles de ROS genera al mismo tiempo aumento en la concentraciéon de H,0, el
cual sirve como una molécula de sefalizaciébn que provoca la estimulacién de complejos enzimaticos
Nrf2/Keapl. Estos sistemas de cofactores Nrf2/Keapl a su vez se integran al ADN para inducir la
transduccién genética y sintesis de sistemas de defensa antioxidante *° . De tal manera que la accién de estos
proceso genético puede ser evaluado indirectamente por medio de la cuantificacién de los sistemas
antioxidantes antes, durante y después de la induccién de estrés oxidativo %! De acuerdo con los avances
genéticos y la biologia molecular es posible monitorear otro tipo de marcadores que no son producto de la fase
metabdlica redox. Algunas de las investigaciones recientes consisten en realizar protocolos on-off
principalmente de genes codificadores para el mecanismo de defensa celular antioxidante y por medio de estas
secuencias hacer la comparacion con los resultados obtenidos en aquellos organismos vivos que padecen de
dafio oxidativo ®.

En la figura 1.11 se muestra un esquema general de las rutas metabdlicas que llevan a cabo tanto las
especies oxidantes (ROS) como promotores de peroxidacién de macromoléculas y los principales metabolitos
producidos por estas reacciones. Con respecto a las especies antioxidantes, bdsicamente se presenta el bloque
del sistema enzimdtico y los principales LMW As quienes generan a su vez metabolitos como producto de su
oxidacién. Finalmente se muestra la participacion de la sefializacién y transduccion genética y su asociacion
con la actividad de los sistemas antioxidantes.

Diferentes metodologias de andlisis quimico se han implementado para realizar la deteccion y
cuantificacion de biomarcadores como MDA, proteinas carboxiladas, 8-OH-dG y GSH por mencionar

algunos; con la finalidad de interpretar las diferentes rutas metabdlicas del estrés oxidativo, tanto de oxidacién
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principales metodologias para la determinacion de estrés oxidativo.

5.5. Biomarcadores de importanica clinica y toxicolégica relacionados al estrés oxidativo.

Numerosos biomarcadores de estrés oxidativo son reconocidos ® y la relevancia clinica, toxicolégica y
farmacoldgica de estos biomarcadores ha sido examinada ®. Entre los principales biomarcadores se incluyen
las proteinas carboxiladas y AGEs; 3-nitrotirosina; lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL); otros
productos de oxidacién lipidica como 4-hidroxi-nonenal y malondialdehido (MDA); F2-isoprostanos®

productos de oxidaciéon de ADN/ARN como 8-oxiguanina, proteinas tioladas, y metionina sulfoxido; entre

otros.
RUTAS METABOLICAS DE ESTRES OXIDATIVO
Promotores de peroxidacion Inhibidores = Antioxidantes
HO*®
W LMWA Enzimas
ROS 0, «  Acido trico « SOD
- HOO" . A.cm‘o (.JSCOI’bICO « CAT
*  Vitamina E *  GPx
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J « GSH ;
: ! !
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| Metabolitos
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Figura 1.11. Esquema general de las rutas metabdlicas correspondientes al estrés oxidativo: ROS; sistemas
antioxidantes; y sefializacién-transduccion genética y a su asociacién con la produccién de sistemas antioxidantes

y sus metabolitos
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La figura 1.12 indica la asociacién de diversos biomarcadores con algunas fisiopatologias que resultan
debido al padecimiento de estrés oxidativo en humanos y animales *. Por ejemplo es posible considerar los
niveles de teldmeros oxidados que se han encontrado principalmente en padecimientos de cdncer 66 67 Con
respecto a la relacidn de cuplas redox como GSH/GSSG vy cisteina/cistina han sido determinadas en plasma y
sus niveles son asociados a un ndmero mayor de enfermedades las cuales van desde la insuficiencia renal

cronica, cancer y enfermedades cardiovasculares
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Figura 1.12. Biomarcadores de estrés oxidativo con importancia clinica y toxicoldgica. Metabolitos de
proteinas (verde), lipidos (azul), y ADN (rojo) fueron analizados y asociados a ciertas enfermedades. AGE,
productos finales de glicacién avanzada; GSH glutatiéon; GSSG glutatién disulfuro; Nrf2, factor nuclear F2;
oxLDL, lipoproteinas de baja densidad oxidadas. Datos obtenidos de la referencia '.

6. ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR METALES.

Estudios especificos han mostrado la actividad y participaciéon de metales (Fe, Co, Cr, Cu, Pb) en
reacciones ciclicas redox para producir radicales reactivos en sistemas bioldgicos . La disrupcién en la
homeostasis de iones metdlicos provoca estrés oxidativo, desencadenando dafio al DNA, peroxidacién

lipidica, modificacién de proteinas y otros efectos, todos estos sintomas asociados a numerosas enfermedades

cardiovasculares, diabetes, arterosclerosis y cincer.
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6.1. Toxicidad con plomo.

La exposicion ocupacional o medioambiental de metales pesados como el plomo significa un problema
sumamente importante, ya que se reconoce la alta toxicidad que dicho metal induce. El plomo altera los
procesos fisiolégicos del organismo por induccion de estrés oxidativo y desplazamiento ocupacional
(imitacién) de cationes divalentes ®. Los metales pesados como el plomo son considerados por presentar
estados de oxidacién biolégicamente activos, de tal manera que son involucrados en ciclos redox y esto a su
vez contribuye con la produccidn de especies reactivas que alteran la homeostasis de los organismos vivos 0,

La toxicidad con plomo es diagnosticada generalmente evaluando los niveles del metal en sangre. En
humanos los niveles de 10 pg/dl (equivalente a 0.48 umol/L) o mayores son considerados téxicos, y esto
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resulta en padecimientos de patologias neuroldgicas, perdida del conocimiento e hipertension entre otros * .

6.2. Plomo, toxicidad y estrés oxidativo.

De manera similar a otros metales de persistencia toxicologica como el cobalto, cubre, arsénico y
cadmio, el plomo dafia los componentes celulares debido a la induccion del metal para provocar estrés
oxidativo. El efecto patogenético del plomo es multifactorial, este va desde la interrupcién de la actividad
enzimética, hasta la absorcién de minerales esenciales para el organismo ’'.

El dafio oxidativo inducido por plomo comprende dos mecanismo > El primero de ellos involucra la
formacion directa de ROS por medio de la reaccion Haber-Weiss y Fenton, incluyendo superdxido, radical
hidroxil e hidroxiperoxidos; y el segundo mecanismo consiste en el desequilibrio de los sistemas
antioxidantes.

La reaccion de Haber-Weiss y Fenton es el principal mecanismo en el que intervienen y participan de
alguna manera los metales pesados. Al parecer en este caso los cationes metdlicos de plomo realizan una
accion semejante a la del hierro, el cual actia como catalizador de la reaccion Haber-Weiss y Fenton para
generar radicales HO® ’ > Dicho mecanismo de reaccién en organismos vivos depende de la reduccion de
cationes metalicos ( M™") debido a su interaccién con radicales 0, (ecuacién 8), consecutivamente el metal
reducido interactia con moléculas de H,0, y es nuevamente oxidado (ecuacion 9) lo cual genera como

productos anién OH~ y radical OH* bien conocido como el agente radical citotoxico més potente .
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Fe3* + 0; - Fe?* + 0, (8)
Fe?* + H,0, > Fe3* + OH™ + OH"® (9)
0; + H,0, - 0, + OH™ + OH" (10)

Reaccién neta

Ambos mecanismos actian de manera simultdnea; por una parte surge el incremento de ROS y de
manera paralela por otra parte se estimula la produccidn y alteracion en los niveles de antioxidantes LMWA 'y
enzimas antioxidantes 2. El 4cido ascérbico, glutatién y cisteina actian como agentes quelantes directamente
sobre el plomo, este proceso lo desempefian de manera dual, es decir intra y extracelularmente (Figura 1.13)".
Los organismo expuestos al plomo presentan una alteracion significativa en los niveles de estos antioxidantes
LMWA con respecto a los grupos control.

Con respecto a la actividad enzimatica, el grupo de enzimas que sufren alteraciones metabdlicas por
toxicidad con plomo, incluye a glutatiéon reductasa (GR), Catalasa, SOD y GPx, para las cuales se ha

. . . - P 55
observado ciertas tendencias de niveles elevados o reprimidos en muestras sanguineas ~.

Peroxidacion lipidica
/HO' —> L' —> L00" ——> MDA

* Asc
+  GSH
[ ] . . C
Asc Pb! ys
*+ GSH - y
. A
Cys pp!!

» pp'—>» P! —> Pb!
reaccion Fenton ‘

+H,0, foxidacién adducts
v DNA strand

.LLL}.LLLLLLL{,LLLLLLL!.LLLLLU.LLLLL!.L
breaks ox-G My My M,
Asc GSH Cys

Membrana celular

Figura 1.13. Mecanismo de accién para el consumo y dafio al ADN por plomo .
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JUSTIFICACION.

Debido a la complejidad del tema que engloba el fenémeno del estrés oxidativo, numerosos estudios se
han realizado a lo largo de casi setenta afios. Actualmente se encuentran herramientas importantes como la
gendmica, la protedmica y metabolémica que permiten comprender mas a detalle los procesos del estrés
oxidativo a nivel celular. Hoy en dia ya se sabe bastante sobre el on/off de aquellos genes involucrados en el
dafio de oxidacién celular y su asociacién con ciertas enfermedades crénico degenerativa. Los estudios
genéticos y de biologia molecular van muy de la mano con la proteémica, ya que por medio de esta es posible
evidenciar la expresion o inhibicién de los genes para producir aquellas proteinas esenciales involucradas
antes, durante y después del proceso de estrés oxidativo. La metabolémica es otra de las herramientas
indispensables, la cual es de gran utilidad cuando se requiere de efectuar el andlisis de metabolitos y
biomarcadores asociados al estrés oxidativo. Dentro de este contexto existen diversos biomarcadores, entre los
cuales se encuentran el sistema antioxidante conformado por el glutation reducido (GSH) y el glutation
oxidado (GSSG), para ambas especies del glutation se han implementado algunas metodologias de anélisis
quimico entre las que destacan el uso de cromatografia de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas
(HPLC/MS-MS) como principal técnica vanguardista para el andlisis, pero esta suele ser bastante compleja,
costosa y poco accesible. Otro de los biomarcadores es el anién-radical superéxido (0,°7), el cual es una
especie oxidante dificil de analizar debido a su caracteristica vida media muy corta, entre otras. Para el
analisis de 0, se han presentado diversas metodologias entre las cuales se emplea la espectrometria de
resonancia de espin electron (ERS), siendo ésta la mds apropiada segin el caso. Sin embargo esta también
suele ser una técnica bastante robusta, costosa y poco accesible.

Mencionado lo anterior y dentro del area de la metabolomica, existe otras alternativas de andlisis que
pueden ser empleadas satisfactoriamente para la determinacién de especies como GSH, GSSG y 0,". Gracias
a las propiedades electroquimicas de ambas especies oxidantes y antioxidantes es posible su deteccién y
cuantificacién por medio de técnicas electroanaliticas. La ventaja de estos métodos de electroandlisis es que

permiten el andlisis sencillo, accesible y poco costoso en comparacion con otros métodos analiticos.
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HIPOTESIS

La intoxicacién de modelos bioldgicos (ratas Wistar y lineas celulares) con Plomo desencadena el fenémeno
de estrés oxidativo a nivel celular. Diversos biomarcadores asociados al estrés oxidativo como el Glutatién en
su estado reducido (GSH) y oxidado (GSSG) pueden ser detectados y cuantificados con técnicas
electroquimicas, esto es posible con ayuda de sensores especificos y selectivos para estas especies
antioxidantes. El anién-radical superéxido (0,°") es otra de las especies asociadas con el estrés oxidativo y
que de igual manera puede ser monitoreado con técnicas electroquimicas a base de biosesores altamente
selectivos y sensitivos. La optimizacion adecuada del método electroanalitico permitird realizar las
mediciones de ambas especies oxidantes y atioxidanes en fluidos bioldgicos.

OBJETIVOS
Objetivo general

Desarrollo y aplicacion de metodologias electroanaliticas sencillas para la deteccion y cuantificacion de
especies antioxidantes (GSH y GSSG) y oxidantes (0,"") en fluidos biolégicos de organismos vivos antes y
después de su intoxicados con plomo.

Objetivos particulares

» Disefio, construccién y caracterizacion fisica y electroquimica de un sensor electroquimico a base de
Ftalocianinas de cobalto y Nanotubos de carbono para la deteccién y cuantificaciéon de GSH y GSG.
e Calibracion del sensor electroquimico en soluciones sintéticas de GSH y GSSG a pH
fisiolégico.
e Estudio electroquimico frente a posibles especies interferentes.
e Intoxicaciéon de ratas Wistar con acetato de plomo para inducir estrés oxidativo en estos
organismos.
e Aplicacién del sensor electroquimico para la determinacién de GSH y GSSG en plasma y orina
de ratas Wistar antes y después de su intoxicacién con plomo.
» Implementacion de un método espectrofotométrico alterno para la validacion del método
electroanalitico propuesto para el analisis de GSH y GSSG.

» Disefio, construccion y caracterizacion fisica y electroquimica de un biosensor electroquimico a base
de Super6xido dismutasa y PEDOT para la deteccién de 0, .
e Calibracion del biosensor electroquimico en soluciones sintéticas de 0,"~ a pH fisioldgico.
e Estudio electroquimico frente a posibles especies interferentes.
e Optimizacién de los pardmetros analiticos para la determinacién de 0," in vitro € in vivo.
» Implementacion de un método espectrofotométrico alterno para la validacion del método
electroanalitico propuesto para el andlisis de 05"
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CAPITULO 11

Especiacion electroquimica simultanea de
glutation reducido y oxidado. Perfil redox de
estrés oxidativo en fluidos biologicos con un

electrodo de carbono modificado.

Muestras bioldgicas
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1.

1.1.

El mecanismo de defensa celular antioxidante estd gobernado significativamente in vivo por el glutatién
reducido (GSH), el cual continuamente es oxidado, generando glutatién disulfuro (GS-SG). Por lo tanto, en
células sanas mds del 90% del glutatién se encuentra en su forma reducida '
que indican que la exposicién al plomo causa ciertas patologias entre las que se incluyen el dafio renal y
disfunciones neuroldgicas por mencionar algunas, en humanos y en ratas Winstar 3. Existe una asociacién
entre el grado de disfuncion del tejido y la bioacumulacién intracelular de Pb, esto genera el proceso de
toxicidad y desencadena la manifestacion del estrés oxidativo ROS y con ello la estimulacion de la actividad
de antioxidantes como el GSH. De tal manera que las especies de glutation GSH y GSSG (Figura 2.1) han

. . . P . . 4.1 .z .z .
sido establecidas como biomarcadores de estrés oxidativo . La concentracion de Glutatién en el organismo
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Figura 2.1. Estructura del glutatién reducido y glutatién oxidado °.




CAPITULO II. Especiacidn electroquimica simultdnea de glutation reducido y oxidado. Perfil redox de
estrés oxidativo en fluidos bioldgicos con un electrodo de carbono modificado.

La relacion GSH/GSSG no se encuentra en equilibrio bajo estrés oxidativo7, por lo tanto, la deteccién
de GSH y GSSG es critica para entender las funciones fisioldgicas y el desarrollo de un diagndstico clinico 48
A lo largo de varios afnos se han desarrollado numerosos métodos, enzimdticos, espectrofotométricos,
fluorométricos y electroquimicos para la cuantificaciéon de GSH, GSSG y GSH total (tGSH) en muestras

s 9,10
bioldgicas .

1.2.  Métodos analiticos para la determinacion de glutation y glutation disulfuro.

El cambio en la concentracion de GSH, GSSG y su relacién molar (conocido como homeostasis o
estado redox) es un importante indicador de la funcionalidad celular y su asociacién con el estrés oxidativo.
La variacién en la concentracion de GSH, GSSG vy su relacion dependerd del fluido bioldgico analizado y el

c £1¢ s 611 12
método de andlisis empleado

. Dentro de este contexto y como ejemplo Bola Sadashiva y colaboradores
realizan el andlisis de la concentracién de GSH en suero y su implicacién en cancer cervical, cuyos resultados
reportan, para la muestra control aproximadamente 196 uM de GSH y para la muestra cancerosa 152 uM de
GSH. Por otra parte, Tsai y colaboradores 13 realizaron el estudio de la variacién en la concentracién de GSH,
GSSG vy su relacién en pacientes con cancer de pecho, al respecto reportan un decremento en la relacion
GSH/GSSG en muestras de sangre, en tejido canceroso el nivel de GSH incrementa hasta 8 unidades y el
GSSG también incrementa hasta en 3 unidades.

A continuaciéon se hace mencion brevemente de las diversas y principales metodologias de anélisis

empleadas para la determinacion de GSH y GSSG en muestras bioldgicas.

1.2.1. Métodos espectrofotométricos.

Desde 1969 Tietze publicé su clasico método espectrofotométrico, donde hace referencia al uso de la
enzima GR como recicladora de GSH. Este ensayo espectrofotométrico se realiza en presencia de DNTB y
GR, con la incorporacién sucesiva de NADPH a la mezcla de la reaccién, la cual da inicio a la reduccion
progresiva de GSSG a GSH, el cual en turno reacciona con DTNB y este a su vez es reducido para generar un
producto colorido conocido como 5-tionitrobenzoato. El viraje de color es monitoreado a 412 nm y el valor de
la absorbancia registrada es proporcional a la concentracién de glutation total (tGSH). El GSSG es

determinado via el bloqueo de GSH con NEM en una muestra separada ",
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Este es un método todavia aplicado y conocido comercialmente como el reactivo de Ellman’s (4cido
5,5’-Dithio-bis-2 nitrobezoico) (DTNB), principal reactivo utilizado dentro de los Kits empleados para la

determinacién de tGSH en muestras bioldgicas 1

1.2.2.  Meétodos espectrofluorométricos.

Los métodos espectrofluorométricos han sido desarrollados para el andlisis de GSH, GSSG vy
compuestos relacionados en diferentes matrices. Wang y colaboradores midieron GSH en suero de sangre
humana con un sistema fluorescente que consiste en el uso de dcido Zn(II)-8-hidroxiquinolin sulfénico (HQS)
" El uso de orto-ftalaldehido (OPA) junto con nanoparticulas 1-pirenometilamina permite el incremento en
las sefiales de fluorescencia, lo cual impacta en la obtenciéon de mejores LoD que con el uso tnicamente de
OPA . Novedosos estudios hacen uso de pruebas fluorescentes a base de rodamina e ya que muchas de
estas reaccionan con todos los tioles funcionales en la célula. Los difluoroboradiazia-s-indaceno BODIPY son

otro tipo de fluoroforos ampliamente usados '’

1.2.3.  Métodos espectroscopicos de resonancia magnético nuclear.

La RMN es una técnica que permite la determinacion practicamente solo de GSH. Trabesinger y
colaboradores implementaron en 1999 un método pionero para la detecciéon de GSH en cerebro humano. Ellos
utilizaron RMN H' en combinacién con espectroscopia de punto resuelto (por sus siglas en inglés,
PRESS_Piont-Resolved Spectroscopy) y estimaron la concentracion de GSH (2-5 nM) en el 16bulo frontal de
12 voluntarios sanos '*. En 2006 se realizé un estudio para la evaluacion de GSH y GSSG in vitro e in vivo
utilizando RMN H'-PRESS. En este caso se preparé una mezcla equimolar de GSH y GSSS en PBS, en
concentraciones similares a las que existen in vivo. Los resultados muestran una sefial positiva para GSH,
mientras que las sefiales para GSSG son inciertas pues se muestra un multiplete de sefiales invertidas. Las
concentraciones de GSH en el 16bulo parietal de voluntarios sanos fue de 1.9 + 0.37 mM, y no se detecto sefial

para GSSG H,

1.2.4. Métodos con un paso de separacion.

1.2.4.1. Métodos de cromatografia liquida de alta resolucion.

Las metodologias de analisis mas empleadas para la determinacion de GSH, GSSG y compuestos

relacionados hacen uso indispensable de HPLC". Los sistemas de deteccién utilizados pueden ser de

32



CAPITULO II. Especiacidn electroquimica simultdnea de glutation reducido y oxidado. Perfil redox de
estrés oxidativo en fluidos bioldgicos con un electrodo de carbono modificado.

absorbancia UV, flouroescencia (FD), electroquimicos (ECD) y espectrometria de masas (MS, MS/MS) entre
los mds comunes.

Este tipo de métodos requieren indispensablemente de la derivatizacién de las especies a analizar. La
derivatizacion de GSH y GSSG se realiza por medio de la integracion de agentes de derivatizacién

apropiados, segtn sea el detector a utilizar.

1.2.4.2. Introduccion de un cromdforo.

El FDNB es un agente de derivatiazcion para grupos aminos, este reactivo tiene la ventaja de permitir la
evaluacion simultinea de GSH y GSSG en una sola corrida. Generalmente el FDNB es empleado en ensayos
con HPLC-UYV para la detecciéon de GSH y GSSG. En este tipo de estudio también ha sido empleado NEM
para enmascarar GSH y prevenir su autooxidacion 20, enseguida el exceso de NEM debe ser removido para
evitar su reacciéon con grupos amino y para evitar al mismo tiempo su accién interferente durante la
derivatizaciéon de GSSG con FDNB, a continuacion se realiza la deteccidon simultdnea y sensitiva de ambas
especies de glutation con detector UV o

Rossi y colaboradores reportaron niveles similares de GSH y GSSG en comparacion con los reportados
con el método de Tietze (1161 £ 151 y 3.51 £2.09 uM, respectivamente) como método de validacién; pero en
el método de Rossi se emplea HPLC-UV, utilizando derivatizacién con FDNB y enmascaramiento de tioles
con NEM (1199 + 201 y 3.99 + 2.04 uM para GSH y GSSG, respectivamente) 2 La principal desventaja del
ensayo original fue la insatisfactoria especificidad y selectividad, y en el ensayo que se realiza con la intension
de aislar el GSSG, es completamente necesaria la eliminacion del exceso de NEM para evitar por una parte la
inhibicién de GR y su reaccién con grupos amino *%, lo cual provoca una considerable disminucién en la
funcionalidad de la técnica. Mas recientemente los ensayos basados en el mismo principio hacen uso de
sulfonato-1-metil-2-vinilpiridinio trifluorometano (M2VP) sulfonato-1-metil-4-vinilpiridinio trifluorometano
(M4VP) como agentes enmascarantes que ofrecen grandes ventajas sobre NEM, ya que ellos no inhiben GR y
no reaccionan con grupos amino. Evitando de esta manera el paso de la extraccién, disminuyendo al mismo
tiempo el tiempo de preparacion de la muestra, lo cual permite realizar ensayos sobre platos de microtitulacion
para la deteccion de GSSG en sangre, e incluso un sistema de andlisis de inyeccion secuencial automatizado

optimizado para la determinacién de GSSG en tejido de higado de rata .
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1.2.4.3. Introduccion de un fluoroforo.

El detector de fluorescencia permite obtener limites de deteccion mucho mds bajos que los registrados
con absorbancia UV. Los reactivos mds empleados forman aductos con GSH con suficiente campo de
fluorescencia para permitir las mediciones de GSH en rangos de concentracion hasta picomolar. Sin embargo,
el reactivo ideal no debe de ser fluorescente en su forma noreactiva y reaccionar rapida y especificamente con
GSH vy otros tioles para formar productos estables. Los fluoroforos como OPA > y BODIPY ! reaccionan con
los grupos tiol para generar productos en su forma estable. Los fluoroforos que reaccionan con el grupo tiol es
el mds selectivo y ademads previene la formacion de artefactos debido a la autooxidaciéon de GSH durante la
preparacion de la muestra y el andlisis, pero no hace posible la detecciéon de GSSG. Reactivos etiquetadores de
grupos aminos permiten la determinacion fluorometrica simultdnea de GSH y GSSG, incluso si es menos

.23
selectivo .

1.2.44. Derivatizacion por espectrofotometria de masas.

La espectrometria de masas con acoplamiento de columnas para la elusion del analito (HPLC-MS/MS)
es utilizada para la deteccion de GSH y GSSG ** Novedosas técnicas se han implementado para incrementar
la separacion y medicion de tioles con MS, entre las que se incluyen la adsorcion de péptidos cargados
positivamente sobre la superficie de nanoparticulas cargadas negativamente, el procedimiento continua con un
paso de microextraccién micelar reversa para la determinacién de péptidos que contienen grupos tiol ». En
este caso las micelas fueron formadas por el surfactante catiénico cloruro de metiltrioctilamonio.

En la tabla 2.1 se presenta el resumen de algunas publicaciones que hacen uso de HPLC con

acoplamiento de diferentes tipos de detectores para la determinacion de GHS y GSSG en muestras bioldgicas.

1.2.4.5. Métodos de electroforesis capilar.

Aunque menos comin que HPLC, los métodos de electroforesis capilar (por sus siglas en inglés,
CE_Capillary Electrophorosis) es la segunda técnica empleada para la separacion y andlisis de analitos. Entre
las principales ventajas de CE se incluye la corta duracion de analisis, pequefias cantidades de muestra,
eficiente separacién, facil automatizacién y amplia aplicabilidad *° .

Para la separacion y determinacién de GSH, GSSG y compuestos similares, se ha hecho uso de la

electroforesis capilar acoplada a diferentes detectores, entre los que se mencionan, absorbancia UV, FD,
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fluorescencia inducida por laser (por sus siglas en inglés, LIF_Laser Induced Fluorescence), ECD y MS B A
continuacion en la tabla 2.2 se presenta un resumen de algunos trabajos publicados para la determinacion de

GSH y GSSG en muestras bioldgicas, utilizando CE.

Tabla 2.1. Resumen de algunos métodos HPLC para la determinaciéon de GSH y GSSG.

Detector Matriz Analitos Etiqueta LoD Ref.
GSH GSSG

UV 355 nm Sangre humana GSH,GSSG  FDNB 05uM  0.5uM 2

FD Sangre humana, plasma y GSH, GSSG OPA, NEM 14 fmol 5.6 fmol »

Ex/Em: 350/420 nm hepatocitos de rata

FD Higado, pulmén, cerebro de GSSG NPM N.R. 2.5 nM 30

Ex/Em: 330/376 nm rata

FD (para GSH) Plasma humana GSH, GSSG MBB 1.4 nm 8.0 nm 31

Ex/Em: 390/478 nm (para GSH)

ECD (para GSSG)

ECD Standars y orina de cerdo GSH, GSSG =~ ———--- 50 nm N.R. 32

ESI-MS Plasma y eritrocitos de conejo ~ GSH NEM, *H N.R. N.R. 3

ESI-MS/MS Orina humana GSH, GSSG, FEM,FMEA NR. N.R. .
Cys

*N.R.: no reportado.

Tabla 2.2. Resumen de algunos métodos CE para la determinacién de GSH y GSSG.

Detector Matriz Analitos Etiqueta LoD Ref.
GSH GSSG

UV 200 nm Higado de rata GSH, GSSG =~ ------ 0.75uM  025uM ¥

LIF Plasma humano GSH,HCys, Cys  5-IAF N.R. N.R. 36

Ex/Em: N.R.

ECD Sangre humana y cerebro de rata GSH,HCys,Cys  ------ 2.58uM N.R. I

*N.R.: no reportado

(O8]
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1.2.5. Métodos de andlisis sin paso de separacion ni derivatizacion.

1.2.5.1. Métodos electroquimicos.

Sin duda alguna es necesario establecer metodologias de andlisis para GSH y GSSG, en las cuales no
sea practicamente necesario hacer uso de pasos como la separacidn, derivatizacién y pre-concentracion de las
especies. Pues como se ha mencionado, estas manipulaciones de la muestras comprometen la estabilidad de
los analitos, en particular del GSH quien sufre de autooxidacion y esto a su vez provoca errores de medicion
para ambas especies GSH y GSSG. Estos requisitos son en principios idealmente adecuados para la deteccion
electroquimica, ya que las técnicas de electroandlisis permiten realizar la deteccion directa de ambas especies
GSH y GSSG °.

Para ambos GSG y GSSG la deteccion electroquimica directa requiere de altos sobrepotencial, cuando
se hace uso de electrodos metdlicos o de materiales de carbon sin ninguna modificacién superficial. Ademas
de la consecuente pasivacion que ocurre en la superficie del electrodo y que se refleja en la pobre sefial
electroanalitica registrada % Por tal motivo, grupos de investigacion especialista en el drea han propuesto e
implementado diferentes métodos de modificacion superficial sobre diversos materiales sustratos (electrodos)
con la finalidad de obtener electrodos modificados, también conocidos como sensores quimicos o biosensores,
con alta funcionalidad para la deteccion y cuantificacién de GSH y GSSG (Tabla 2.3). Las configuraciones de
modificacion superficial mds comunes que se han reportado en la literatura, corresponden al uso de quinonas o
catecoles, enzimas y el uso de peliculas electrocatalicas, las cuales pueden incorporar ambos (quinonas o
enzimas) como co-factor en la pelicula. El objetivo de todas estas modificaciones es incrementar las sefiales
electroanaliticas para la oxidacién de GSH y reduccién de GSSG en la superficie del electrodo; sin embargo,
lo hacen por medios claramente diferentes g

Como se observa en la tabla 2.3, las estrategias desde de la seleccion del material sustrato, la
modificacién superficial y la técnica de electroandlisis elegidas dependerd de las necesidades del estudio. Al
respecto, aunque la mayoria de los estudios se han llevado a cabo a pH cercano al fisiolégico, practicamente la
deteccion de GSH y GSSG se ha realizados en soluciones sintéticas. Solamente un trabajo de investigacion ha
reportado la funcionalidad de un sensor electroquimico a base de ftalocianinas de cobalto y metaloporfirinas
de hierro adsorbidas sobre nanotubos (CoTsPc-FeT4MPyP/MWCNT/GCE) para la deteccién tnicamente de

GSH en muestras de eritrocitos de humano *’. Otro de los trabajos pionero muestra la capacidad de un sensor



CAPITULO II. Especiacidn electroquimica simultdnea de glutation reducido y oxidado. Perfil redox de
estrés oxidativo en fluidos bioldgicos con un electrodo de carbono modificado.

electroquimico con una configuracién de modificacién superficial muy sencilla a base de ftalocianinas de

cobalto (CoPC/OPG) para la deteccion de ambas especies GSH y GSSG a pH fisiolégico 38

Tabla 2.3. Resumen de los métodos electroquimicos que han sido utilizados para la deteccién y

cuantificaciéon de GSH y GSSG.

Configuraciones utilizadas para la deteccion de GSH

Matriz Método  Electrodo modificado Eget pH LoD Ref.
PBS CV-FIA HRP/GCE -0.15 V vs. Ag/AgCl 70 03nM 3
PBS DPV 2-7-bis(ferroceniletil)fluoren-9-one +0.41 V vs. Ag/AgCl 70 051uyM %
PBS DPV TiO,-ferroceno/CPE +0.33 V vs. Ag/AgCl 7.0 98 nM o
PBS SWV Gupos nitrofenil/BPPG -0.1 V vs. SCE 70 81luM  *®
PBS SWV FeT4MPyP/MWCNT/BPPG -0.025 Vvs. Ag/AgCl 74 05uM  ®
Eritrocitos de SWV CoTsPc-FeTAMPYP/MWCNT/GCE 0.0 V vs. Ag/AgCl 74  003uM Y
humano

PBS AMP MWCNT/GCE -0.30 V vs. Ag/AgCl 6.0 33uM “
PBS AMP OMC/GCE +0.15 V vs. Ag/AgCl 72 009uM ¥

Configuracion utilizada para la deteccion de GSSG

PBS CV-AMP CDE 0.1 V vs. (Cu wire) 74  0.08ppm *°
Configuracion utilizada para la deteccion de ambos GSH y GSSG

Sensitividad
[MA pmol ']
GSH GSSG
PBS CA CoPc/OPG Egsu=0.2 V vs. SCE 74 23 115 *#
Egssg=-1V vs. SCE

Los electrodos modificados con metaloftalocianinas han sido ampliamente desarrollados para la
oxidacién electroquimica de una variedad de tioles con relevancia biolégica *”~ *®. Ellos también han sido
reportados por su substancial actividad electrocatalitica para la electroreduccion de disulfuros GSSG a pH
fisiolégico ¥ El efecto electrocatalitico promovido por las ftalocianias de cobalto puede ser incrementado y
mejorado por la incorporacién con nanotubos de carbén . La principal contribucién de los nanotubos de
carbon en estudios de electroandlisis atribuido a su eficiencia en la transferencia de carga y el aumento en el

2 . ~ . e . 51
area electroactiva de tal manera que las sefiales se mejoran significativamente = .
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1.3. Nanotubos de carbono.

Dentro de los nanomateriales con especial interés para su uso en la fabricacién de sensores
electroquimicos se encuentran los nanotubos de carbono (por sus siglas en inglés, CNT_Carbon Nanotubes)
debido a sus propiedades electrocataliticas y capacidad para facilitar la transferencia de carga. Los nanotubos
poseen alta estabilidad térmica, quimica, enorme elasticidad, alta resistencia mecdnica y muy buena
conductividad eléctrica ** **. Los CNT de carbono estdn compuestos por carbonos de hibridacion spz, los que
les permite interactuar con moléculas deficientes de electrones, formando un complejo donador-aceptor por
medio de interacciones 7- >*.

Dependiendo del ndmero de paredes que los conforman, los nanotubos de carbono se clasifican en
simple (por sus siglas en inglés, SWNTC_Simgle Walled Carbon Nanotubes) y de pared mudltiple (por sus
siglas en inglés, MWNTC_Multiwalled Carbon Nanotubes). Los SWNTC consisten en un solo hueco con un
diametro entre 0.4 y 2 nm; y los MWNTC se componen de multiples tubos concéntricos separados 0.34 nm y
poseen un didmetro que varfa entre 2-100 nm (Figura 2.2a) >°. Una caracteristica de los nanotubos de carbono
es su tendencia a formar agregados insolubles en disoluciones acuosas o disolventes polares. Esta baja
solubilidad se debe a su composicion estructural, si bien en las puntas contiene especies oxigenadas
hidrofilicas, en realidad las paredes son hidrofébicas. Esta hidrofobicidad se atribuye a las fuertes
interacciones de van der Waals, las cuales originan una alta polarizacion de los electrones © en las paredes de
grafito que los conforman.

Los tratamientos oxidativos con 4cidos es una de las principales metodologias empleadas para provocar
la solubilidad y funcionalizacion de CNT % Estos métodos consisten en someter a los CNT en 4cidos
concentrados bajo sonificacion y en reflujo durante tiempos relativamente prolongados >’ Como resultado, la
reactividad, conductividad y solubilidad de los CNT incrementa después de haberles realizado este pre-
tratamiento fuertemente oxidante. Este resultado es atribuido a que las puntas de los nanotubos se abren,
exponiendo grupos funcionales oxigenados tales como quinonas, hidroxilos y &4cidos carboxilicos en su
superficie, generando de esta manera los nombrados CNT funcionalizados (CNTy), con alta capacidad de
solubilizarse en soluciones acuosas °°. Ademds de favorecida la solubilidad de los CNT}, estos son capaces de
interaccionar y formar con mayor facilidad enlaces con otras especies quimicas, moléculas y biomoléculas.
Con estas caracteristicas los CNT; son ttiles para la preparacion de compositos esenciales para la fabricacion

de sensores y biosensores electroquimicos.
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Figura 2.2. (a) Imagen de la estructura tridimensional de SWNTC y MWNTC, (b) espectros IR *°' para cuatro
muestras de MWNTC funcionalizados por oxidacién bajo condiciones de acides extrema, (c) imagen TEM ** °' de
MWNTC nativos (A) y MWNTC funcionalizados (B).

Diversos métodos de caracterizacion para CNTy han sido implementados, entre los cuales se encuentran
TEM, electroquimicos, SEM, difraccién de neutrén, difraccion de rayos-X y espectroscopia Raman-
Infrarojosg. En la figura 2.2(b) se observa el espectro infrarrojo de cuatro muestras de CNT; La
funcionalizaciéon rompe la simetria de los nanotubos, lo que aumenta la generacién de dipolos eléctricos
inducidos y favorece sefiales con mayor intensidad. En todas las muestras se observan, aunque de mayor o
menor intensidad, las siguientes sefiales: a 3451 em”! que se asocia a la presencia del grupo —OH. La sefial de
1630 cm™ que se debe a la interaccion de C=0 debido a la introduccién de un grupo carbonilo o carboxilo 60
1 A 1077 cm™ se muestra otra sefial, la cual se atribuye al grupo C-O.

La técnica de TEM permite obtener imdgenes donde se puede apreciar la forma y estructura fisica de

estos materiales nanoestructurados. En la figura 2.2(c) se presentan las imdgenes TEM para una muestra de
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CNT, de la cual el fabricante reporta un didmetro de 15+5 nm y longitud entre 5 a 20 pm. La imagen (A)

. . . . 4. 61
corresponde a los nanotubos nativos y la imagen (B) a los nanotubos funcionalizados 6

. De estas imagenes
cabe destacar por una parte que la funcionalizacién de los nanotubos promueve la dispersion de los mismos y

por la otra que efectivamente las dimensiones reportadas por los fabricantes son correctas.

1.4. Nanocompositos hibridos de CNT-(MPcs /MPyPs).

Complejos metdlicos macrociclicos tales como las metaloftalocianinas (MPcs), metaloporfirinas
(MPyPs) y compuestos relacionados son bien conocidos como mediadores de transferencia de carga para una
gran variedad de reacciones. Las MPcs y MPyPs pueden ser confinadas por simple adsorcién sobre grafito y
carbono, lo cual abre la posibilidad de preparar y usar materiales nanoestructurados hibridos del tipo CNT-
MPc/MPyP. Esta combinacion de CNT con ftalocianinas ha sido dirigida con el propdsito de generar

. . . ., . ., P 21° . 2
nanocompositos con posible aplicacion en el campo de la activacion electrocatalitica y electroanélisis 62,

1.4.1. Métodos de preparacion

Hay una gran variedad de métodos para obtener compositos nanoestructurados a base de CNT y MPcs,
incluyendo la adsorcién directa, funcionalizacién y mds procedimientos sofisticados. Entre las principales
MPcs se encuentra la Co"™Pc del tipo no sustituidas (figura 2.3a), estos complejos planares no se enlazan
covalentemente a los CNTy, por el contrario generalmente se adsorben a estos por interacciones n-n. En la
figura 2.3b se ilustra el ataque de MPcs (M = Ni, Fe, Cu, Co) no sustituidas sobre un SWCNT 63, en este caso
la adsorcién se lleva a cabo por interacciones m-m en lugar de interacciones covalentes entre el SWCNT y

MPcs.

N Co’

Z, \ Ni/&

: I] , :

NN h
1‘[ ] e \. ! (a)
== \\i/

Figura 2.3. (a) Estructura de la ftalocianina de cobalto (II) no sustituida, (b) ilustracién de un nanotubo SWCNT
modificado con un complejo macrociclico que puede ser una MPc ©.

40



CAPITULO II. Especiacidn electroquimica simultdnea de glutation reducido y oxidado. Perfil redox de
estrés oxidativo en fluidos bioldgicos con un electrodo de carbono modificado.

Este método es atractivo porque puede ser extendido a otras ftalocianinas macrociclicas. El ataque es tan
fuerte que se generan nanotubos modificados que no sufren alteraciones posteriores, es decir, las MPcs
ancladas en el nanocomposito no son removidas posteriormente > Finalmente se obtienen dispersiones
estables de CNTCoPc en DMF, las cuales son inmovilizadas sobre GCE formando compositos
nanoestructurados mediante fisisorcion promovida principalmente por interacciones w-m entre el

. . < 64
nanocomposito y el material sustrato de carbén *.

1.4.2. Caracterizacion fisica de nanocompositos de CNT-(MPcs / MPyP)

Las técnicas por eleccién para la caracterizacién de compositos hibridos nanoestructurados del tipo
CNTy —MPcs son AFM, SEM vy electroquimica. La figura 2.4 muestra algunos ejemplos significativos de
imagenes reportadas en la literatura. En ellas se muestra como estas técnicas brindan una clara visién
superficial y morfoldgica de los materiales. Las imagenes SEM para los MWCNT; sin modificar (figura 2.4a)
y los modificados con FeT4AMPyP (figura 4b), de las cuales es posibles hacer una comparacién entre ambas
imagenes y destacar que existe una mayor voluminosidad en la imagen b, atribuido a la distribucién del
complejo quienes reflejan una forma de pequefias protuberancias sobre los nanotubos. En este caso no se

detecta ningun tipo de agregaciones de FeT4MPyP, lo que indica una buena dispersion en la superficie s,

Figura 2.4. Imagen SEM (a) MWCNT; *', (b) FeT4MPyP / MWCNT; *', (c) (FeT4MPyP-CoTsPc) / MWCNT; ¥, (d)
CoPc(Il) / MWCNT; .

En otro estudio relacionado, se reporta la imagen SEM (figura 2.4c) para un nanocomposito que consiste
en la combinacion de una CoTsPc y una FeT4MPyP sobre MWCNT;. Como era de esperarse, el volumen de

la pelicula formada por el nanocomposito muestra mucho mayor volumen, dando a notar la mayor cantidad de
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complejos inmovilizados sobre los MWCNTY. En este caso practicamente son saturados los nanotubos con los
complejos metdlicos, sin embargo no se muestra formacion de agregados 37 Un dltimo ejemplo se muestra en
la figura 4d, donde la imagen SEM muestra la estructura nanoestructurada de CoPc™/MWCNT; ensamblada
sobre electrodos GC. Se aprecia claramente la buena distribucién del nanocomposito y se observa también que
la CoPc™ es preferentemente adsorbida en las puntas de los nanotubos, formando pequefias protuberancias
voluminosas en estos sitios. Este proceso de adsorcién es acorde al hecho de que las CoPc™ interactdan

covalentemente con los nanotubos via la formacién de enlaces amido *° .

1.4.3. Caracterizacion electroquimica de nanocompositos de CNT-(MPcs / MPyPs.)

El comportamiento electroquimico de los compositos nanoestucturados a base de CNT-MPcs son
usualmente examinados con técnicas electroquimicas. Mediante voltamperometria ciclica es posible evaluar
su capacidad electrocatalitica. Un ejemplo del efecto electrocatalitico se muestra en la serie de CVs (figura
2.5A) para electrodos con la siguiente configuracion: MWCNT/BPPG (a), poly-Co(Il)/MWCNT/BPPG (b),
poly-Co(II)/BPPG (c), BPPG sin modificar (d) en presencia de Fe (CN)¢> como sonda redox. Al respecto se
observa que el potencial para Fe (CN)s”/ Fe (CN)s" es desplazado hacia valores menos anddicos por efecto
del nanocomposito, ya que para d se registra un E = 0.147 V, en cel E = 0.117 V, y para a y b el

sobrepotencial disminuye ain mds, hasta 0.097V en ambos casos.

2

A

(A) (B)
1

40 A
1uA
0.4 0.2 0 02 0.4 0.6 660 460 260 6 -260 460 -660
E, V vs Ag/AgCI Potential vs SCE/mV

Figura 2.5. (A) CVs de (a) MWCNT/BPPGE, (b) poli-Co(I)/MWCNT/BPPGE, (c) poli-Co(Il)/BPPGE y (d) BPPGE
en 10° M Fe (CN)¢” . El pico etiquetado como P1 es observado tinicamente en presencia de Co(II)Pc. Velocidad de
barrido 25 mV/s *. (B) CVs de una pelicula de Fe(IlT)Pc (1) y Fe(IIHPc/SWCNT (2) sobre GCE en una mezcla de 0.1
M HCIO, y 0.1 M NaCl,. Velocidad de barrido 0.1 V/s ©.
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Ademads de que la intensidad de corriente de pico se ve mejorada y aumentada. Dentro de la misma
figura se remarca un pico nombrado P1 a E = 0.5 V el cual aparece tinicamente en la presencia de Co'"Pc, de
tal manera que la sefial esta directamente vinculada al proceso redox de la cupla Co"/Co'. En este particular
estudio solamente se observa el pico de oxidacién del cobalto ©’. En otros estudios similares también se
reporta la presencia de esta sefial redox para la cupla al mismo potencial (vs. Ag/AgCl) sobre GC Al
parecer la presencia e intensidad de la sefial para Co"/Co' depende del pH de la solucién 68,

Voltametria ciclica y espectroscopia de impedancia electroquimica (por sus siglas en inglés,
EIS_Electrochemical Impedance Spectroscopy) también han sido utilizadas para evaluar las propiedades
electroquimicas de la Co™TAPc, para la cual se reporta alta estabilidad y buena organizacion superficial de
la dispersién Co"/SWCNTs, ello es atribuido a la fuerte adsorcidn por las interacciones n-w entre el complejo
y las paredes de los SWCNTSs. En el mismo estudio se registra una buena constante de transferencia de carga
(6x10° cms™) promovida por el nanocomposito en la superficie .

La figura 2.5B presenta un par de CVs que corresponden a la caracterizaciéon de la pelicula
Fe™Pc/SWCNT sobre GC en una solucién 0.1 M HClO4 y 0.1 M NaCly. A partir de estas curvas se hace la
comparacion entre el electrodo GC modificado tinicamente con el complejo (CV 1) y aquel modificado con la
dispersion (CV 2). En ambos electrodos se observa el proceso redox de la cupla Fe™ 3 .0.12 V vs. SCE.
Mediante este estudio se obtiene la estimacion de los sitios activos redox que en el caso de la Fe""Pc
adsorbida fue de 3.2 x 10" mol cm™ y para la dispersién Fe"""Pc/SWCNT se reporta de 6.5 x 107" mol cm™.
Estas diferencia pueden ser atribuidas a los aparentes cambios del drea superficial activa determinada por la

presencia de los CNTs .

1.4.4. Nanocompositos hibridos CNT-MPcs y su aplicacion para la deteccion de tioles —SH 'y
disulfuros S-S.

El desarrollo de electrodos modificados a base de nanocompositos CNT-MPcs ha destacado

interesantemente en quimica analitica. Las MPcs particularmente muestran un desempefio especialmente para

70,50,52

la oxidacion de tioles en soluciones dcidas y alcalinas . Al respecto se han reportados electrodos

modificados con recubrimiento de ftalocianinas de cobalto (CoPc) adsorbidas cuya capacidad catalitica tiene

71,49,72

efecto sobre la electrooxidacion de L-cisteina, 2-mercaptoetanol, L-glutation en soluciones acuosas

alcalinas. Sin embargo, de acuerdo con esto resultados se continuaron las investigaciones, pero con la
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intension de llegar hasta la aplicacion de este tipo de sensores quimicos para la deteccién de glutatién en
sistemas bioldgicos. Entre los trabajos pioneros se demostrd la actividad electrocatalitica de electrodos
modificados tnicamente con la adsorcién Co™Pc sobre sustratos de grafito pilérico (OPG) para la
electrooxidaciéon de L-glutation GSH y electroreduccién de su correspondiente disulfuro GSSG a pH
fisiol6gico en soluciones sintéticas *°. Como resultados generales en la figura 2.6A se muestra una serie de
CVs obtenidos para la calibracién del electrodo Co"™Pc/OPG a concentraciones crecientes de GSH (de 1 mM
a SmM). Las curvas muestran el proceso redox a E= 0.6 V/SCE que corresponde a la cupla de Co™/Co™ de la
ftalocianina adsorbida, posteriormente hacia potenciales mds anddicos se presenta el pico de oxidacion de
GSH a E = 0.0 V. Al invertir el barrido de potencial en sentido catédico se promueve la reduccion del GSSG a

E=-092V.
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Figura 2.6. CVs de GSH en buffer PBS, pH 7.4 a concentraciones de 1mM (curva 1), 2mM (curva 2), 3 mM (curva 3),
4 mM (curva 4), 5 mM (curva 5) e un electrodo modificado CoPc/OPG. Velocidad de barrido 100 mV/s. la curva 6 es
obtenida en ausencia de GSH. (B) Curva de calibracién para GSH, (C) curva de calibracién para GSSG 0

Dentro de la misma figura, los insertos presentan las curvas de calibracién para ambas especies GSH y
GSSG (figura 2.6B y 2.6C respectivamente). En este estudio también se evalud la funcionalidad del electrodo
Co™Pc/OPG en presencia de GSSG unicamente. Para lo cual se realiz6 la calibracién a concentraciones

crecientes de GSSG (de 0.4 mM a 1.2 mM), donde se observa una buena tendencia lineal, lo que indica que el
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electrodo puede ser empleado para el andlisis secuencial de ambas especies partiendo de GSSG en solucién.
La estabilidad de la pelicula se evalué empleando voltametria de disco rotatorio, cuyos resultados muestran la
permanencia del material en la superficie después de realizados varios experimentos. En cuanto a la
reproducibilidad y sensitividad, esta se evalu6 con amperometria y se confirma la utilidad del método
electroanalitico para posteriores aplicaciones en sistemas bioldgicos 1

Posteriormente después de varios estudios de investigacion en este contexto, se publica otro trabajo en
donde se reporta la aplicacion de un sensor electroquimico cuya configuracién consiste en un nanocomposito
a base de una combinacién de dos complejos: una ftalocianina (CoTsPc) y una porfirina (FeT4MPyP)
adsorbidos sobre MWCNT; 42

El sensor fue utilizado para la deteccion tnicamente de GSH con voltametria de onda cuadrada como se
presenta en la figura 2.7, en este caso la respuesta lineal se presenta en un rango de 0.005 a 5 mM, con una
sensitividad de 1570 mA.mM™". El limite de deteccién fue de 0.03 UM y considerando estos valores como
buenos parametros analiticos, los autores probaron el desempefio del sensor para la determinacion de GSH en

muestras de eritrocitos obteniendo datos relevantes los cuales fueron corroborados con métodos analiticos

alternos descritos en la literatura >’

3600
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Figura 2.7. Curvas a naliticas para la electrooxidacién de GSH en buffer de fosfatos pH 7.4 en un rango de
concentracién de 0.005 a 5 mM. Salto de potencial (E) = 0.002 V, frecuencia (f) = 80 Hz y amplitud (a) = 0.03 V.
Inserto se muestran los voltamogramas de onda cuadrada **.
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2. OBJETIVOS

En base a lo anteriormente expuesto, en esta seccion se presenta un método electroquimico para medir
simultaneamente la relacion de glutatién reducido y oxidado en soluciones sintéticas y en muestras reales de
organismos modelo bajo estrés oxidativo causado por intoxicacion con Pb. Para tal efecto el estudio consistid
en la fabricacion y caracterizacion fisica y electroquimica de un composito nanoestructurado a base de CoPc-
MWCNT; adsorbida sobre sustratos de GCE. Enseguida fue evaluado el comportamiento del electrodo
hibrido frente a la deteccion de GSH y GSSG en muestras sintéticas por voltametria ciclica y voltametria de
pulso diferencial. Finalmente, el sensor electroquimico CoPc-MWCNT-GCE fue usado para la determinacién
de GSH y GSSG en muestras reales (plasma y orina) de rata Winstar intoxicada o no por plomo. El

comportamiento del sensor desarrollado fue comparado con un ensayo espectrofotométrico para GSH.

3. CONDICIONES EXPERIMENTALES

3.1. Reactivos.

Ftalociania de cobalto (II), glutation reducido (GSH) y-L-Glutamyl-L-Cysteinyl-glycine, L-glutation
oxidado, L- 4cido ascérbico, L- cysteina, L- dcido glutdmico, D (+) — glucosa, Glycina, nanotubos de carbono
de multipared de diametro 1-5 pm de longitud y 15+5 nm de diametro, N-etilmaleimida (NEM) todos
productos de grado analitico fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Acetato de plomo (1)) trihidratado de grado
analitico, fue adquirido de EMSURE. Sales de KCI and NaCl de Karal y KH,PO,4, Na,HPO,, HNO3;, DMF,
and K4Fe(CN)g adquiridos de J. T. Baker.

3.2. Purificacién y funcionalizacion de MWCNT.

100 mg de MWCNT fueron adicionados a 10 mL. de HNOj3; 16 M y sonicados durante una hora.
Posteriormente la suspension se mantuvo a reflujo por 12 horas con constante agitacion manteniendo una
temperatura de 80°C; enseguida la dispersion se lava vigorsamente con agua hasta alcanzar la neutralizacion
del liquido acido. Los MWCNT fueron centrifugados a 4500 rpm durante 15 minutos para remover la mayor
cantidad de liquido e inmediatamente se ponen a secar en un horno a 70 °C por 7 horas. Estos nanotubos de

carbono fueron nombrados como MWCNT}.
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3.3. Experimentos electroquimicos.

Los estudios electroquimicos fueron llevados a cabo con un potenciostato/galvanostato Epsilon EC o un
Electrochemical Workstation (CH Instrument, Austin TX) CHI 660. Una celda convencional de tres
electrodos fue empleada. Carbon vitrio (diameter = 3 mm) fue usado como electrodo de trabajo, como
electrode auxiliary un alambre de platino y Ag/AgCl (3 M KCI) como electrodo de referencia. A menos de
que se indique lo contrario, los experimentos electroquimicos han sido realizados bajo atmosfera inerte y en

una solucién de buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4.

3.4. Preparacion del electrodo modificado.

Una solucién 1 mmol L' de CoPc fue preparada en dimetilformamida (DMF). 1 mL de esta solucién
fue transferida a un tubo Ependorf, el cual contiene 1 mg of MWCNTY, esta mezcla fue sonicada por 30
minutos. De manera paralela, el GCE fue pulido con alumina de tamafio decreciente: 1, 0.3 and 0.05 um y
finalmente el electrodo es enjuagado con suficiente agua y sonicado en etanol por 5 minutos. Los electrodos
fueron caracterizados por CV en 5 mM KyFe(CN)g dentro de un rango de potencial de -0.2 to 0.7 V a una
velocidad de barrido de 100 mV/s para un obtener un perfil de CV para GCE limpio. Los electrodos fueron
modificados colocando 10 pL de la suspension sobre la superficie del substrato GCE, posteriormente se seca
en un horno a 80°C por 10 minutos hasta permitir la formacién del nanocomposito CoPc/MWCNT;} sobre la

superficie de GCE.

3.5. Caracterizacion de la pelicula de Nanocomposito.

La morfologia y composicién del nanocomposito CoPc/ MWCNT; sobre la superficie del GCE fueron
caracterizadas por microscopia electronica de barrido con un Hitachi model S-4700 tipo II equipado con un
Oxford instrument y un detector EDXS. El espesor de las peliculas fue evaluado con un Stylus Profilometer

Model D-100 (KLA Tecnor).

3.6. Proceso de intoxicacion de ratas como modelo biologico. .

Tres ratas Winstar fueron intoxicadas oralmente por dos semanas con una dosis de 50 mg/kg de
acetato de plomo. En la segunda semana de tratamiento se tomaron 15 mL de una muestra de orina de cada
rata e inmediatamente la muestra fue desoxigenada, sellada y centrifugada a 5000 rpm/10 min.
Posteriormente, las muestras fueron refrigeradas a 4°C antes de realizar la determinacion del glutation.

Muestras de sangre también fueron tomadas en tubos con EDTA, la muestra fue centrifugada a 3500 rpm por
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10 min para separar el plasma; las muestras fueron desoxigenadas y refrigeradas a 4°C antes de continuar con

la determinacién de glutation -,

3.7. Determinacion espectrofométrica de GSH.

Se usa un procedimiento cardcteristico de quenching rdpido entre grupos tiol libres y el reactivo N-
etilmaleimida (NEM) 7. Aproximadamente 15 mL de orina y 5 mL de sangre fueron obtenidos antes y
después de la intoxicacién con plomo y fueron colocadas en un tubo (con EDTA en el caso de la sangre),
inmediatamente fueron centrigadas a 3500 rpm for 10 min; enseguida se tomaron 10 mL y 5 mL de orina y
plasma respectivamente y fueron mezclados rapidamente con el reactivo NEM 35 mM (v/v). Se permitio la
reaccion durante ~ 7 minutos y posteriormente las muestras se sometieron a un segundo proceso de
centrifugaciéon a 3500 rpm por 5 min. Se realiz6 la curva de calibracién en soluciones sintéticas para

concentraciones conocidas de 0.1 a 0.5 mM.

3.8. Cuantificacion de plomo en sangre.

Los experimentos fueron realizados con animales (ratas Wistar) de peso promedio 210 + 37 g, éstos
se dividieron en dos grupos: control y tratados con plomo (intoxicado). El grupo tratado con plomo (n = 3)
recibié 50 mgppac/K€corporal de Rw de dosis intraperitoneal durante un periodo de dos semanas La solucion de
PbAc fue preparada diariamente a partir de los reactivos originales para obtener la concentracion deseada. El
grupo control (n = 2) prescindi6 de la administraciéon de PbAc, pero, recibié la misma dieta, administracion
de agua y entorno general. Para el grupo de ratas tratadas elegimos la ruta intraperitoneal de exposicion a
PbAc promoviendo asi la intoxicacion aguda en los animales ” Un espectrofotdmetro de absorcion atémica

AAS Perkin-Elmer modelo AAnalyst 200 fue utilizado para realizar las determinaciones de plomo en sangre.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion electroquimica del electrodo hibrido CoP¢c/MWCNT;/GC.

La optimizacién de los electrodos modificados es particularmente importante para la elaboracién de
sensores electroquimicos. Suspensiones de WCNT; (Img mL"')-CoPc fueron preparadas a diferentes
concentraciones de metaloftalocianina (1, 5, 10, 50 mM) para producir compositos nanoestructurados de

diferente composicion. Este estudio esta dirigido a analizar la correlacion entre las concentraciones de CoPc y
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la cantidad de sitios activos de caracterizaciones electroquimicas en solucién de buffer de foafatos (PBS, pH
7.4).

El comportamiento electroquimico del electrode nanocomposito obtenido electroquimicamente
evaluado por voltamperometria ciclica es ilustrado en la Figura 2.8. Los voltamperogramas ciclicos exhiben
un pico caracteristico para una cupla redox, localizado a -0.60 V vs. Ag/AgCl 1M KClI, el cual es asignado al
proceso reversible de Co™/Co™ de la ftalocianina adsorbida. Este potencial corresponde al potencial formal
aparente que ha sido reportado para la misma CoPc en soluciones acuosas bdsicas y neutras ¥ Este pico
presenta un proceso reversible uUnicamente para concentraciones 1, 5 and 10 mM del complejo (en
suspension). A concentraciones mayores, notablemente a 10 mM, los valores de corriente de pico son
similares a los obtenidos a 5 mM. Por encima de 10 mM un decremento significativo en la corriente de pico
es observado, probablemente debido a la formacién de cristales de CoPc precipitados desde la suspension
sobre la superficie de GCE provocando una precipitacion no homogénea del complejo. Otros picos menos
definidos (-0.170 V) y de menor intensidad tambien fueron observados, los cuales pueden ser atribidos a
ciertos cambios en la capacitancia de la doble capa en esta regién de potencial debido a la presencia de

precipitados de CoPc.

40  -05 0.0 05 1.0
E/V vs Ag/AgCI

Figure 2.8. Voltamperogramas ciclicos registrados en un electrode hibrido CoPc-MWCNT; /GC para diferentes
concentraciones de CoPc (1, 5, 10, 50 mmol L'l) en una solucién de buffer de fosfatos pH 7.4. Velocidad de barrido de
100 mV s™.

El uso de una dispersion de CoPc 1 mM fue considerado como 6ptimo para dar continuacion al

estudio. A partir de la intensidad de corriente del pico anddico (Figure 2.8), la cantidad del recubrimiento
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aparente de los sitios electroactivos de CoPc se estimé en I' = 3.33 x 10" mol cm™ (considerando el drea

geométrica del electrodo).

4.2. Caracterizacion fisica del electrodo hibrido CoP¢c/MWCNT; /GC.
4.2.1. Perfilometria del nanocomposito CoPc/MWCNTy adsorbido.

En la figura 2.9 se muestra el resultado de la perfilometria del electrode CoPc/MWCNT; /GC antes y
después de su caracterizacion electroquimica en presencia de GSH.

Con base en estos resultados, el valor medio del espesor de la pelicula se registré de 2.2 y 1.7 um,
respectivamente. Debido a que el cambio en el espesor es minimo, uno puede concluir que la nanoestructura

adsorbida es estable durante las mediciones electroquimicas manipuladas con el electrodo.

25
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Figura 2.9. Perfilometria del electrodo GC modificado con CoPc-MWCNT;/GC (a) antes y (b) después de los estudios
electroquimicos.

4.2.2. Andlisis micrscopico 'y elemental del nanocomposito CoPc/MWCNTy

La figura 2.10A muestra la imagen SEM del nanocomposito CoPc/MWCNT; , donde es posible

apreciar el recubrimiento poroso formado sobre la superficie del carbon vitrio. El mapeo EDS (Figura 2.10B)
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muestra que si bien hay algunas dreas con alto contenido de Co (puntos brillantes en la imagen de contraste),
existe una distribucién homogénea sobre la pelicula, lo que indica una buena dispersion de CoPc sobre la
superficie. El espectro de energia de dispersion de rayos-X (figura 10C) muestra que la composicion
elemental esta constituida por atomos de C (0.280 keV), O (0.527 keV), Co (0.790, 6.90 keV), Mo (2.30, 2.80
keV), and Fe (6.37 keV). Estos ultimos dos elementos son considerados como impurezas generadas durante la

sintesis de los MWCNT y que no fueron removidas durante la funcionalizacién de los MWCNT /.

40 pm Co Kat — 20mm

Figura 2.10. (A) Imagen SEM del composito CoPc-MWCNT. (B) Diagrama de contraste de fase para el mapeo
de Co (C) Andlisis EDS del composito COPC-MWCNT vy la composicién de los elementos detectados sobre el
electrodo modificado.

4.3. Comportamiento electroquimico del electrodo CoPc/MWCNT/GC en presencia de
GSH y GSSG.

En la figura 2.11 el barrido voltamperométrico directo obtenido con el electrode modificado CoP/-
MWCNT; /IGC en presencia de GSH 3 mM (Figura 2.11A) y GSSG 3mM (Figura 2.11B) y el
voltamperograma ciclico en la presencia de la mezcla equimolar de ambas especies de glutation (Figura
2.110).
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Figure 2.11. Voltamperogramas lineales del electrode modificado CoPc / MWCNT / GC en buffer PBS pH 7.4. (A)
glutation GSH 3 mM, (B) GSSG 3 mM y (C) voltamperograma ciclico para la mezcla de ambos GSH y GSSG 3 mM.
Velocidad de barrido 100 mV s™. Todos los estudios fueron realizados bajo atmosfera de nitrégeno.

Para GSH en solucién desaerada de PBS (pH 7.4), se realiz6 el barrido de potencial en sentido
positivo desde -1.2 V a 0.4 V vs Ag/AgCl (1 M KCl), en este caso se aprecia claramente un pico bien definido
a0.110 V. Este pico es asignado a la oxidacién electrocatalitica de GSH " en el electrodo modificado.

El comportamiento electroquimico en una solucién de GSSG muestra un pico de reduccién que se
observa a -0.8 V, el cual es atribuido a la reduccion electrocatalitica de GSSG en el electrodo modificado con
el nanocomposito. Cabe mencionar que los CVs registrados en ausencia de GSH y GSSG unicamente presenta
el proceso redox relacionado con la cupla Co™/Co"Pc. Para posteriores investigaciones de GSH y GSSG en
muestras bioldgicas, los experimentos fueron realizados con la mezcla de ambas (GSH/GSSG) considerando
que en realidad es de esta manera como se encuentran en las muestras de fluidos bioldgicos.

La Figura 2.11C muestra el voltamperograma ciclico para el electrodo nanocomposito en una
solucién equimolar de GSH y GSSG (3 mmol L™). Los picos voltamperométricos para la oxidacién de GSH y

la reduccién de GSSG muestran de manera clara a +0.1 V and -0.8 V, respectivamente.

4.4. Deteccion y cuantificacion de GSH y GSSG.

La figura 2.12 muestra la deteccién simultdnea de GSH y GSSG a diferentes concentraciones por
DPV. En ambos casos un incremento en la intensidad de corriente de pico en funcién de la concentracion es

observado. El pico a -0.10 V corresponde a la oxidaciéon de GSH y el pico a -0.72 V corresponde a la

(II)/CO(I)

reduccién de GSSG. El pico relacionado al proceso redox de la cupla Co aparece a 0.5 V y es
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desplazado hacia direcciéon positiva en presencia de GSH. La intensidad de este pico decrece cuando la

concentraciéon de GSH/GSSG incrementa.
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Figura 2.12. A) Andlisis por voltamperometria de pulso diferencial con un electrode CoPc/MWCNT/GC en presencia
de una mezcla a concentraciones crecientes de GSH (0.5 mM, 1 mM, 3 mM, S mM y 7 mM) y GSSG (150 uM, 500
uM, 1 mM, 2 mM, 3 mM) en solucién sintética, B) GSH y C) GSSG son las curvas de calibracién correspondientes para
cada especie de glutation. Pardmetros DPV: altura de pulso 50 mV, anchura 2 mV, amplitud de pulso: 50 mV,
incremento de E: 4 mV, ancho de pulso: 50 ms, periodo de muestra: 1 periodo de linea, periodo de pulso: 200 ms.

Las curvas de calibracion se presentan en la figura 12B y 12C para GSH y GSSG respectivamente.

Los limites de deteccion LoD son 0.1 mM para GSH y 8.3 uM para GSSG, mientras que los limites de

)
(O8]
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cuantificaciéon LoQ son 0.28 mM para GSH, y 29 uM para GSSG. La estabilidad del sensor fue verificada al
realizar 150 mediciones en presencia 500 uM GSH y 200 uM GSSG en buffer de fosfatos pH 7.4 y después
de la manipulacién no se observa cambio alguno en la respuesta. Tampoco se observa diferencia significativa
cuando el sensor es almacenado a temperatura ambiente durante un mes. El sensor presenta una
reproducibilidad satisfactoria para la determinacién de GSH y GSSG. Al respecto, la desviacién estandar
(RSD%) para diez determinaciones de 500 uM GSH y 200 uM GSSG fue de 1.5% y 1.7% respectivamente.
También una serie de 5 sensores fueron preparados de la misma manera y evaluados en 500 uM GSH y 200
uM GSSG y se obtuvieron respuestas con una desviacion estdndar de 2.3% y 2.8% respectivamente. Todos
estos andlisis muestran la buena reproducibilidad y estabilidad del sensor en soluciones sintéticas de ambos

analitos.

4.5. Estudio de la viabilidad para la deteccion simultinea de GSH y GSSG en muestras

biolégicas.

El andlisis simultdneo de GSH y GSSG en muestras de orina y plasma de ratas Winstar se llevo a
cabo para validar el uso del electrodo modificado con el nanocomposito en estas matrices complejas. Las
muestras fueron enriquecidas con cantidades conocidas de GSH (0.5, 1, 3, 5 and 7 mM) y GSSG (0.15, 0.5, 1,
2 and 3 mM) y el limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ) fueron determinados bajo las
mismas condiciones por DPV, como se describié anteriormente. Debido a la alta viscosidad de las muestras
bioldgicas, estas fueron diluidas en PBS con un factor de dilucion 3 para plasma y 2 para orina. De las curvas
de calibracién obtenidas el LOD fue determinado usando la ecuacién LOD = 3 (ruido) / pendiente de la
ecuacion de regresion lineal, de manera similar, el LOQ fue estimado usando la ecuacién LOQ = 10 (ruido) /
pendiente de la ecuacion de regresion lineal. La sensitividad fue la pendiente de las lineas de calibracion. La
tabla 2.4 presenta los resultados obtenidos para el LOD, LOQ y sensitividad. Los valores reportados con
respecto a las muestras bioldgicas indican claramente una similitud con los valores obtenidos en solucién
desairada de buffer de fosfatos (pH 7.4), mostrando que el comportamiento del sensor no es afectado
drasticamente por efectos de las matrices complejas durante el tiempo de manipulacién experimental. Cabe

mencionar que hay una ligera diferencia en el limite de deteccion y la sensitividad para GSH y GSSG.
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Tabla 2.4. Pardmetros analiticos para la deteccidon simultdnea de GSH y GSSG en PBS, Orina, y Plasma
usando DPV.
Biomarcador LOD LOQ Sensitividad (uA/mM)

PBS @ Orina Plasma | PBS | Orina | Plasma PBS Orina Plasma
GSH/ uM 100 130 220 280 320 470 9.7 9.2 6.4

GSSG/ uM 8.3 16.6 28.5 29 45 71 1.3 0.72 0.42

4.6. Estudio de interferentes.

Potenciales interferentes redox como 4cido ascérbico, glicina, cisteina, dcido glutdmico y glucosa
fueron investigados, dada su presencia en muestras biologicas de interés. Soluciones 2 mmol L' de cada uno
de estos components fueron preparadas bajo las mismas condiciones que para la mezcla 1 mmol L' de

GSH/GSSG.

I (nA) — Qggopi{s;i{bico (AR)
— Cisteina (Cys

201 GSH —GSSG — GstH+Gs($cy§ ')
FST;USenit;a sintética)
Orina

Cys
10
Co"/Co"
{GSGS—~GSH
0.5 0.0 0.5 1.0
E (V) / Ag/AgCl

Figure 2.13. Estudio de los principales analitos interferentes: 4dcido ascorbico y cisteina en el anélisis electroquimico del
GSH y GSSG usando el electrodo modificado CoPc-MWCNT/GC. Las curvas DPV muestran el proceso de reduccion
de GSSG a E =-0.750 V. En seguida en direccién anddica, el proceso redox de la ftalocianina de cobalto; E = -0.560 V,
la oxidacién de GSH; E = -0.100 V, la oxidacién del 4dcido ascérbico; E = 0.550 V y la oxidacién de la cisteina; E =
0.790 V. Los parametros DPV son los mismos que los mencionados en la figura 2.12.

N
N
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La respuesta del sensor fue registrada para cada una de las sustancias individualmente y después
consecutivamente fue adicionada a la solucién de la mezcla GSH/GSSG en una relacién 1:1 v/v. Como se
puede ver en la figura 2.13, cuando el barrido de potencial se realiza entre 0.2 y 1.0 V, el dcido ascérbico y la
cisteina son oxidados a 0.55 V y 0.79 V respectivamente. Es importante destacar que las sefiales que
corresponden al proceso de reduccién del GSSG (E = -0.75 V), el proceso redox de CoPc (E =-0.56 V) y la
oxidacién de GSH (E = -0.10 V) siguen siendo visibles independientemente de la presencia de interferencias.
Con respecto a la glucosa y el dcido glutdmico no se observa respuesta electroquimica. Para evitar la posible
interferencia del dcido ascorbico y la cisteina, el barrido de potencial se ha realizado en direccion anddica
desde -0.90 V a 0.20 V, y en direccion catddica barriendo del barrido de potencial se realiz6 desde 0.40 V a
-0.90 V.

4.7. Ensayo espectrofotométrico para la deteccion de G-SH usando N-etilmaleimida.

Algunos de los métodos alternos que son propuestos para la deteccion de GSH en tejidos y sangre, se
basan en el uso de agentes acomplejantes como N-etilmaleimida (NEM) para capturar y cuantificar
selectivamente grupos tiol —SH presentes en moléculas como el GSH. El uso de NEM para la capturacion de
G-SH es considerado un procedimiento relativamente eficaz cuando se requiere de hacer la determinacion y
cuantificacion de GSH de manera sencilla y rdpida. Este estudio consiste basicamente en un ensayo
espectrofotométrico, en donde la reaccion entre los grupos -SH y NEM es monitoreada siguiendo el fenémeno
de “quenching de absorbancia” que sufre NEM a una A = 300 nm en funcion de la concentracion de grupos
—SH en la muestra *'.

La cinética de la reaccion entre NEM y grupos -SH es mucho mas rapida a pH neutro (con un tiempo de

. . . . -~ 76,77
reaccion oscila entre 1 y 15 min) en comparacion con pH acidos

ya que a pH 4cido disminuye la
nucleofilicidad de los tioles y se incrementa la posibilidad de su autooxidacién "®. El pH neutro de la solucién
permite reducir el exceso molar NEM. La completa alquilacién de grupos tiol con NEM se ha llevado a cabo
en estudios con proteinas simples a una relacion aproximada de 1:15 a pH 7.3 7 y a una relaciéon molar de
1:125 en preparaciones de tejido a pH 4.3 7

A continuacién se presenta un rapido y simple método espectrofotométrico para la determinacién de
GSH con N-etilmaleimida. La reaccién se llevé a cabo en buffer PBS 0.1 M, pH 7.4 con 3.5 mM de NEM y

concentraciones de GSH entre 100 y 500 uM. La reaccion es observada a 300 nm, considerando el coeficiente

de extincién eygy = 620 mol™! cm™!. Una solucién de NEM 3.5 mM es preparada en PBS y la absorbancia
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a 301 nm es registrada como la sefal del blanco. Posteriormente las soluciones sintéticas son leidas y al
respecto se observa el fendémeno de quenching de absorbancia para NEM como se muestra en la figura 2.14, el
cual es directamente proporcional al incremento de la concentraciéon de GSH en la muestra. Las mediciones
espectrofotométricas de llevaron a cabo en una celda de cuarzo de 1 cm. El cambio en la absorbancia es
proporcional a la concentracién de grupos -SH cuando NEM se presenta en un exceso mayor del 10 % en la

solucion.

2.37
2.2 4 »s
cu )
S 211 g2
% N § 2.1 '\\\
o) 2 20 LN
< 207 - e ™
(@) \ 19 \‘\
Q9 194 b .
< ; 0 100 200 300 400 500
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1.7 : . e —
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Figura 2.14. Espectro UV-vis para el comportamiento quenching de absorcion sobre NEM en presencia de
GSH auna A =301 nm. La mezcla de la reaccion contiene 3.5 mM de NEM en buffer PBS 0.1 M, pH 7.4
con adicién de concentraciones conocidas de GSH en un rango de 100 a 500 uM.

En la tabla 2.5 se muestran los resultados obtenidos con este método, como método alterno para la
deteccion y cuantificacion de GSH en plasma y orina. Se midi6 la absorbancia de 1 mL de solucién 3.5 mM
de NEM, este valor es registrado como el blanco para este bloque de experimentos. Soluciones de GSH 100
uM y 200 uM fueron adicionados a la celda de cuarzo (experimentos 2 y 3), la cual contiene 3.5 mM de NEM
en una relacién 1:1 (v/v), en ambos casos se registré el valor de la absorbancia para cada concentracion.
Enseguida se continué con el andlisis de las muestras de plasma (experimentos del 4 al 7), a la celda que
contiene 3.5 de NEM se adicionan 250 pL de plasma y 250 uL de GSH 100 uM. De este grupo de
experimentos se obtuvo el valor de la absorbancia, la cual corresponde a la sumatoria de la concentraciéon de

GSH presente en la muestra de plasma y la concentracion del estindar GSH adicionado. A partir de la ley de
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Beer se calcul6 el valor real de la concentracién de GSH en plasma, para lo cual se considerd el factor de

dilucién 10 para esta muestra bioldgica.

Para la muestra de orina se realizé un grupo de experimentos practicamente bajo las misma condiciones
(experimentos del 8 al 11), en este caso a la celda se adicionaron 250 puL de plasma y 250 uL de GSH 200

uM. Las absorbancias fueron registradas para cada una de las muestras analizadas y utilizando estos valores se

calcul6 la concentracion real de GSH en la orina, cuyo factor de dilucién es 5.

Cabe mencionar que cada conjunto de experimentos se llevé a cabo por triplicado.

Tabla 2.5. Se muestra el grupo de experimentos para la deteccion y cuantificacion de GSH en plasma y orina,

utilizando como método alterno el ensayo espectrofotométrico con NEM.

Muestra [NEM] Plasma *f; 10  Orina *f;,5  [GSHl.dicionado

3.5 mM uM
1 +  diveee eesee desees
2 + eheeee e 100
3 + ereeee deeees 200
4 + Control 100
5 + M,
6 aF M2
7 + M;
8 + Control 200
9 + M1
10 + M,
11 + M;

*Muestras 1,2,3 (M, , M, , M)
*fp: factor de dilucion (10) para plasma ; (5) para orina.

4.8. Analisis simultaneo de GSH y GSSG en muestras de plasma y orina de rata Wistar como

Abs

2.270
2.125
2.010
1.990
1.908
1.866
1.949
2.000
1.949
1.936
1.966

[GSH]exp
M

0.000
100.235
199.02
292.03
398.12
479.26
356.28
274.12
356.30
378.11
328.08

matrices biolégicas y su asociacion con la toxicidad con plomo.

En el presente estudio los biomarcadores GSH y GSSG han sido considerados para evaluar el fendmeno
de estrés oxidativo en ratas Wistar. El andlisis fue llevado a cabo en tres muestras de orina y tres muestras de
plasma cada una en triplicado y los resultados son presentados como la media + SD of n experimentos
independientes. Por comparacion, las muestras fueron analizadas usando un ensayo espectrofotométrico con
NEM (N-etilmaleimida). Los resultados obtenidos por el método electroquimico propuesto y el

espectroscopico permiten obtener datos similares (Tabla 2.6), promoviendo con ello niveles satisfactorios de

[GSH];ea1 / mM

Plasma

1.92+0.2
298 £0.15
3.79+£0.15
2.56+0.1

Orina

0.37 £0.05
0.78 £ 0.04
0.89 +0.05
0.64 £ 0.05

confiabilidad entre las mediciones. Los datos relacionados al efecto de intoxicacién con plomo sobre los
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niveles de GSH y GSSG en el organismo, pre- y post-tratamiento con acetato de plomo, son presentados en la
tabla 2.6. El mecanismo de toxicidad con plomo atn no esta claramente comprendido °, y en nuestras
muestras, la evaluacion independiente de la concentraci6 de GSH y GSSG muestran un incremento
significativo en la concentraciéon de GSH. También los niveles de GSSG, tanto en orina, como en plasma
(post-intoxicacién) incrementa con respecto a los valores de las muestras control (pre-introxiccion). En
general la variacién en los niveles de GSH depende del animal u organismo vivo bajo estudio, el proceso de
intoxicaciéon implementado, y/o la patofisiologia expresada y el tipo de fluido biolégico que es analizado

3.9,72,79 . . . c R . .
. En ratas Wistar ha sido reportado que bajo estrés oxidativo, los niveles de GSH incrementan en

13 . (o 80 . 81 . 82 P 80 .
, suero, musculo esquelético™, médula espinal lumbosacral®’, rifiones”~ e higado™, por el contrario

plasma
este decrece en nervio cidtico®, higado® vy cerebro®. El incremento en los niveles de GSSG puede estar
asociado o conectado con la actividad celular redox para proteger el tejido después del dafio oxidativo. Al
respecto se ha reportado que los niveles de GSSG incrementan en plasma, pulmén y cerebro', higado13 i y
rifiones™. Los resultados que se obtuvieron y que aqui se presentan para cada biomarcador en las muestras
post-intoxicacién pueden ser considerados una consecuencia por la exposicion al plomo. La exposicion al
plomo causa multiples patologias incluyendo disfuncién renal, desencadenando estrés oxidativo y al mismo
tiempo la estimulaciéon del mecanismo de defensa antioxidante incrementando la secrecion de GSH, el cual
protege a la células del ataque por ROS y al mismo tiempo es generado el GSSG como producto, el cual es
considerado un metabolito marcador de dafio celular . La relacién GSH/GSSG es entonces considerada
como un importante indicador que puede ser usado para establecer el estado oxidativo *"***. Usando como
modelo ratas Wistar que han sido intoxicadas para provocar estrés oxidativo, estudios previos han reportado
un decremento de la relacion GSH/GSSG en plasma (control 10; post-lesion 5", higado (control 4.8; post-
lesion 2.9), cerebro (control 4.8; post-lesion 2.9) y (control 4.5; post-lesion 2.7)84, riidn (control 4; post-lesion
1.5)*, y también pulmén (control 10.3; post-lesién 7). Nuestros resultados usando el sensor electroquimico
en plasma también muestra un decremento en la relacion GSH/GSSG después de la intoxicacién con plomo
(control 4.5; post-lesion 2.6). Esto demuestra la satisfactoria aplicacion del método electroquimico propuesto

para la deteccién y cuantificacion de GSH y GSSG y la relacion GSH/GSSG en muestras de plasma y orina de

ratas Wistar, lo cual abre la posibilidad para su uso en futuros estudios toxicolégicos.
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Tabla 2.6. Valores de concentraciéon para GSH y GSSG = SD obtenidos por el método electroanalitico
propuesto. También la variacion en la relacion GSH/GSSG en plasma y orina de ratas Wistar fue analizada

pre- y post-intoxicacién con plomo.

GSH y GSSG valores de concentracion en plasma de ratas Wistar

MUESTRAS GS-H/mM + o GS-H/mM t o GS-SG/mM t ¢ GSH/GSSG
Ensayo espectrofotometrico
Plasma control 1.11  £0.07 1.92 +0.18 0.247  £0.006 4.5
Post-intoxicacion 1 2.18 x0.02 2.98 +0.13 0.966  +0.002 23
Post-intoxicacion 2 3.14 +0.03 3.79 +0.15 0.979 £0.001 3.2
Post-intoxicacion 3 208 £0.02 2.56 +0.12 0.925 £0.001 2.2

GSH y GSSG valores de concentracion en orina de ratas Wistar

MUESTRAS GS-H/mM + ¢ GS-H/mM + o GS-SG/mM *+ & GSH/GSSG
Ensayo espectrofotometrico
Orina control 0.13 ot 0.01 0.37 +0.03 <LD" -- -
~LD*
Post-intoxicacion 1 0.65 +0.01 0.78 +0.04 0.485 +0.001 1.3
Post-intoxicacion 2 076  +£0.02 0.89 +0.05 0.613 +£0.001 1.2
Post-intoxicacion 3 0.57 £0.02 0.64 +0.05 0.563 +£0.001 1.0

a) Cabe destacar que en estas muestras la concentracion obtenida fue estadisticamente similar al limite de
deteccion listado en la Tabla 1 para este fluido.
b) La concentracion obtenida fue inferior al limite de deteccién listado en la Tabla 1 para este fluido.

4.9. Anadlisis de Pb en sangre por espectroscopia de absorcion atémica.

En este estudio se demuestra que la exposicioén al plomo en una concentraciéon 50 mgpya. induce estrés
oxidativo en ratas Wistar. De tal manera que para validar y verificar la intoxicaciéon de los animales se
planteo el objetivo de evaluar el contenido de plomo en sangre 88.89.90

Después del tratamiento de intoxicacion con PbAc las ratas fueron anestesiadas con éter y
consecutivamente se tomaron las muestras de sangre por puncién de corazén. Las muestras de sangre total
fueron desproteinizadas con HNOj al 15%, el sobrenadante es extraido y centrifugado a 5000 rpm/7 minutos.
En seguida el solido fue separado de la parte acuosa y ésta posteriormente diluida con HNOs3 al 1.5% en una
relacién 1:5. La concentracién de plomo metdlico fue determinada en sangre total por medio de
espectroscopia de absorcion atémica usando un espectrofotémetro (AAS Perkin-Elmer modelo AAnalyst 200)
8891 Las condiciones impuestas para esta técnica de andlisis fueron el uso de Aire-acetileno como gas

generador de la flama. La longitud de onda para la determinacion del elemento fue 217.0 nm®?. El andlisis fue

sujeto al método de curva de calibracion (en un rango lineal de 0.1 a 40 uM) usando soluciones adecuadas de
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estindar de plomo. Las muestras fueron analizadas por triplicado para obtener los valores estadisticos

correspondientes a la concentracion media, la desviacion estdndar y el % de error.

50
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Figura 2.15. Niveles de plomo en sangre de ratas Wistar intoxicadas con AaPb (grupo toxic) y no
intoxicadas (control). Inserto se muestra la curva de calibracién correspondiente.

En la figura 2.15 se muestra la grafica de barras que representan la concentracién media de plomo en
sangre, la cual es significativamente mayor para el grupo intoxicado (48.3 + 0.9 uM) que para el grupo control
(0.34 £ 0.008 uM). Al respecto, numerables grupos de trabajo dedicados al estudio de intoxicacion de ratas
con acetato de plomo mencionan que después de exceder la concentracion critica (= 35 mgppac/K€corporal de RW)
de AcPb, se incrementa el padecimiento de fenémenos fisiopatolégicos como estrés oxidativo entre otros "'
La acumulacion de plomo en sangre es considerado como un pardmetro importante que suele ser relacionado

s e, . . . 3
con el efecto toxico y su asociacion a estrés oxidativo”. De tal manera que los resultados reportados en esta

seccion confirman la validacién de toxicidad promovida por AcPb en ratas Wistar.

Con respecto a estos resultados, en el Anexo II se presentan algunos efectos fisicos (tumores

abdominales) generados por la intoxicacion de las ratas con plomo y su asociacion al estrés oxidativo.
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5. CONCLUSION PARCIAL

La deteccién directa de GSH y GSSG e muestras bioldgicas siempre ha sido un foco de atencién
dentro del area de las ciencias biomédicas. En este trabajo, hemos demostrado un método electroquimico para
el andlisis de GSH y GSSG como biomarcadores antioxidantes en fluidos bioldgicos (plasma y orina de ratas).
De manera particular se ha puesto atenciéon a la deteccion de GSSG, el cual no habia sido evaluado
directamente en muestras bioldgicas utilizando métodos electroquimicos. El método electroquimico aqui
descrito estd basado en un material hibrido (CoPc/MWCNTy /GC), el cual ha demostrado funcionar
adecuadamente como un sensor en la deteccion y cuantificacion de GSH y GSSG. Especificamente hemos
validado el uso del sensor durante fendmenos de intoxicacién con plomo en organismos vivos modelo. Los
valores de los pardmetros analiticos, limites de deteccion y cuantificacién en muestras sintéticas y reales, son
un indicativo de la funcionalidad del sensor para el anélisis simultineo de ambas especies. La interferencia de
dcido ascorbico, cisteina y dcido glutdmico fue estudiada, 4cido ascérbico y cisteina dieron sefales
electroquimicas en una ventana de potencial més positiva que aquella requerida para la detecciéon de GSH y
GSSG. El método aqui descrito explica las interferencias de estas especies activas redox en la matriz
biologica. Finalmente es posible la aplicacion del método electroquimico propuesto, sin el uso de
manipulaciones extensivas, tales como reacciones enzimdticas, fuertes oxidantes y pasos de separacion, lo
cual limita la capacidad de deteccién y agrega incertidumbre a la determinacién de la relacion de glutation

oxidado y reducido.
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CAPITULO IIl. Andlisis amperométrico de superdxido con un biosensor de alta respuesta enzimatica a
base de PEDOT y Superéxido dismutasa.

1. INTRODUCCION Y ESTADO DEL ARTE

1.1. Principales caracteristicas del superéxido en sistemas biologicos.

Entre las especies reactivas de oxigeno a nivel bioldgico se encuentra el radical anién superéxido
(0,7) el cual es generado como intermediario reducido de oxigeno molecular ’ La principal fuente de
superdxido en las células proviene a partir de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria y el
reticulo endopldsmico °. Bajo condiciones metabélicas normales los ROS son producidos a una velocidad
la cual no excede la capacidad del tejido para catabolizar dichas especies *. De lo contrario cuando la
producciéon de 0, excede la capacidad natural del organismo para su dismutaciéon este potencial
oxidante desencadena procesos de citotoxicidad dando lugar a ciertas enfermedades incluyendo el céncer
y enfermedades cronico degenerativas >0, Bajo condiciones fisiolégicas normales la concentraciéon de
0, se ha registrado en valores que van de 10 a 100 nM "*, este bajo nivel de concentracién se atribuye a
la alta capacidad de la SOD para su dismutacion y a la alta reactividad con otras moléculas pequefias %,

Esta especie reactiva de oxigeno es un indicador biolégico que puede ser asociado con el estrés
oxidativo que padecen los organismos vivos bajo ciertas alteraciones fisiopatoldgicas. De tal manera que
surge un especial interés por realizar determinaciones de O, en muestras bioldgicas, lo cual permitird
una mejor comprension del estado oxidativo. Sin embargo existe una gran complejidad para establecer
metodologias de andlisis debido a la ractividad del O, , esta caracteristica en particular hace dificil

. . . 10
mantener al anion-radical en un estado estable por un largo tiempo .

1.2.  Generacion de superodxido.

Meétodos simples, pero confiables deben de ser usados para preparar adecuadamente especies
radicales como el 0,"~ para su estudio en sistemas quimicos y bioquimicos. La produccién de 0,"~ puede

. c TSN § BTN ISNI [ o 13,1415
ser posible por métodos: 1) bioldgicos ", ii) quimicos “ y iii) electroquimicos .

1.2.1. Generacion quimica de superoxido.
El 0, puede ser generado quimicamente a partir de sales de metales alcalinos, tales como sodio y

potasio. El superéxido de potasio (KO;) es una sal estable de color amarillo o anaranjado .17, Algunos

grupos especializados han investigado la toxicidad y actividad del 0,° en sistemas biolégicos utilizando
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como principal productor del anién-radical el KO, 8 El tipo de medio prético o aprético juega un roll
importante en la generacién de superéxido estable. En solucién acuosa el 0, tiene un tiempo de vida
corto, pero en soluciones fuertemente alcalinas es posible producir 0,"~ en un estado mds estable. Debido
sobre la produccién de 0, a partir de sales de supedxido. Esto es probablemente se debe a que la
concentracién de OH tiene un efecto dominante que evita la protonacién del 0, cuando el poder de

.. . 1
alcalinidad incrementa .
1.2.2. Generacion biologica de superoxido

La produccién enzimdtica artificial de 0, ha sido mayormente empleado como un ensayo
enzimatico in vitro. Este ensayo enzimadtico consiste en la reaccion de xantina con xantina oxidasa para
. (. . 20
generar como productos superoxido y dcido tdrico (ecuacién 1) .

Xantina + 0, + H,0 — acido Grico + 0,"~ (1)

Las moléculas de superdxido tienen un tiempo de vida corto (k; = 1.4 s1) por lo cual se
descomponen espontdneamente a peroxido de hidrégeno con una k, de 2.3 x 10 "M's? (ecuacién 2) .

0, +2H* - 0, + H,0, 2)
1.3.  Métodos de deteccion del superdxido.

Numerosos métodos has sido usados para la deteccion de 0,°~ generado en diferentes medios. Estos
métodos son utilizados en sistemas bioldgicos y quimicos y son mayoritariamente indirectos. La
deteccién de 0,°" puede estar basada en sus propiedades redox o en reacciones quimicas del anién-
radical para producir un compuesto relativamente estable y facilmente detectable 25

Los métodos de deteccion pueden ser clasificados dentro de los métodos espectrofotométricos y no
espectrofotométricos **. La siguiente figura 3.1 muestra un diagrama de flujo de los métodos de deteccién

maés conocidos para 0, en ambos sistemas biolGgicos y quimicos.

1.3.1. Métodos espectrofotométricos.
1.3.1.1. UV-vis.
Un espectrofotémetro UV-vis fue empleado para la deteccion de 0, a una A de 255 en solventes

aproticos 10 y auna A de 245 en soluciones acuosas »_ Este método puede ser aplicado para el monitoreo
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de 0, por un largo periodo, bajo ciertas consideraciones experimentales; sin embargo presenta algunas

limitaciones que causan dificultades técnicas.

Metodos de deteccién para 0,"~

Electroquimica Espectros'copla | E'f"[s'°" Espectroscopia
UV-vis luminiscente B L ey
Técnicas EQ: Ultravioleta | Visible | Quimioluminisencia —— Raman
CA, CA, EIS | A (400 - 800 nm)
Deteccién directa — Electroquimioluminisencia | RSE
A (250 -270 nm) Tetra-Blue
Sensores 1 .- .
2 oq Nitrazolio
elecroquimicos
— Fotoluminisencia ~— TIRFin situ
Biosensores
enzimaticos ——— Citocromo ¢

Figura 3.1. Esquema representativo de los métodos de deteccién para 0," ™ '

1.3.1.2. Reduccion de NTB

Una de las alternativas espectroscdpicas para la deteccién de 0, en sistemas biolGgicos es
utilizando compuestos como el nitrotetrazolio azul (por sus siglas en inglés, NBT_Nitro Blue
Tetrazolium) 2,

Algunos estudios al respecto han reportado el uso frecuente de capturadores de radicales y reactivos
orgdnicos tales como NBT para la deteccién de 0,"~ *'. En este caso particular la reaccién ocurre
mediante la reduccién del NBT por el 0, reduce NBT para dar como producto un diformazan de color
azul, el cual puede ser monitoreado por métodos espectrofotométrico. El ensayo colorimétrico con NBT
normalmente requiere de un medio basico y disolucion en DMSO para la obtencion de resultados
cuantitativos en la deteccion de 0, 3,

Sin embargo, el NBT es insoluble en agua y su precipitacién provoca inconsistencias en las lecturas
de la absorbancia. De tal manera que algunos derivados de NBT han sido modificados para obtener

productos solubles en agua y de facil adquisicion comercial. Dentro de estos derivados se encuentra el

acido 3°-{1-[(fenilamino)-carbonil]-3,4-tetrazolium }-bis(4-metoxi-6-nitro) bezenosulfonico (XTT) entre
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otros 2® *® La solubilidad del XTT estd limitada a < 2 mM y este debe de ser calentado hasta 50 °C
aproximadamente para la preparacion de las soluciones. Esta sal de tetrazolium es reducida en presencia
de 0, (k=8.59x 10*M' s para generar un formazan estable (figura 3.2). Este formazan de color rojo
puede ser monitoreado cuantificando la méxima absorbancia a una longitud de onda de 470 nm y un

. o 1 -1 29
coeficiente de extinciong, ;g pm = 21.6 mM~1 cm™1 =,

.\_(']:

3

v \
H3CO ﬁ{ \f}—snu

=\ N—N
\ . 4
< / N C N ‘
Y/ | N=N
H N
n;‘cc_;ﬂ’& ;}—5(}\
)
" :’\
'NO
2H* {: 0,*
H-CO H/ \ SOs-
0 —
e O
\ 7/ N—C —&
N/ | —— Formazan XTT
- \fj\
H3C( — ——S80;-
\\ V4
\V[):

Figura 3.2. Reaccion de reduccion univalente de XTT generando como producto su respectivo formazan, en
. ) L i g 29
presencia del radical-anién superéxido ~.

1.3.1.3. Reduccion de Citocromo c.
El Citocromo ¢ (Cyt ¢) también ha sido utilizado ampliamente para la detecciéon de 0,°~ en
sistemas bioldgicos principalmente, gracias a su rapida reduccion a Cyt c* provocada por el radical-anién

) 3 .2
super6xido *°, de acuerdo con la ecuacién:

Cytc—Fe3t +0,"” - Cytc—Fe3t + 0, (3)
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El Cyt ¢ puede ser reducido por 0, ~ lo cual resulta en un cambio de coloracién que va del rojo al
incoloro *'. Este método ha sido empleado para monitorear la velocidad de produccién de 0," ~ por varias

enzimas, células y tejido vascular. La reaccién espectrofotométrica es registrada a 550 nm.
1.3.1.4. Resonancia de spin electron y trampa de spin.

El 0,"” ha sido ampliamente investigado usando ESR por que esta técnica proporciona
informacion, sobre su estructura, localizacion, estabilidad y movilidad superficial 32 Ademas, ESR es una
técnica no destructiva, lo cual es una ventaja sobre otras técnicas quimicas cuando se requiere hacer la
determinacién del radical libre en sistemas biolégicos *. Debido a que el tiempo de vida media de estos
radicales es demasiado corto para ser detectados unicamente con ESR, se ha implementado el uso de
trampas de spin, las cuales reaccionan covalentemente con los productos del radical, formando aductos
mads estables que pueden ser analizados. El oxido-5-tert-butoxicarbonil-5-metil-1-pirrolin (BMPO) y sus
derivados, son compuestos comiinmente utilizados como trampa de spin para la deteccién de 0," ~ . Sin
embargo, comparado con otras técnicas, el uso del método de trampa de spin estd limitado por su
instrumentacién expansiva, baja sensitividad y selectividad, baja constante de velocidad entre el
compuesto y el radical, baja estabilidad del aducto. Estas inconveniencias mencionadas han sido

. 35 . . L . .. ., -
corroboradas en algunos estudios * que indican que el método es ineficiente para la deteccién de 0,° .

1.3.2. Métodos no espectrofotométricos.

1.3.2.1. Métodos electroquimicos.
El uso de métodos electroquimicos para la deteccién de 0, ~ ha sido un foco de atencién, debido a
que ellos permiten realizar mediciones directas y en tiempo real tanto en sistemas quimicos como
bioldgicos. Estos métodos son considerados por su facil acceso y facil manejo en comparacién con otros

métodos '°.
1.3.2.1.1. Sensores electroquimicos.

En los dltimos afios diversas estrategias se han implementado para el desarrollo de electrodos
modificados superficialmente y que como consecuencia muestren importante desempefio para la

— 21 36

determinacion de 0,° . Un chip-sensor para la medicion selectiva y sensitiva de radical superéxido

fue desarrollado, usando la oxidacién electroquimica directa del 0,°~ sobre electrodos de oro
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modificados con peliculas boipoliméricas empleando amperometria a bajo potencial de operacién ' (tabla

3.1). En otro trabajo se hace uso de sensores electroquimicos a base de complejos metdlicos como el
“naringin-cobre”, este tipo de complejos muestra un comportamiento mimético redox Optimo para la
deteccién de 0,°~ °.

Tabla 3.1. Se presentan algunos de los dltimos ejemplos de sensores electroquimicos utilizados

para la determinacién de 0, ~

Configuraciones utilizadas para la deteccion de superéxido

Matriz Método Electrodo modificado Eget Sensitividad LoD RE
Xantina/XO in vitro AMP Fenilenediamina/Au/Glass 200 mV N.R. N.R. 2l
PBS,pH 7.4 Plasmapolimero/Au/Glass
Células T-47D AMP  Polietilenimida/Au/Glass 120 mV 2235 AM™' m”

AMP  Naringin-Cu/Pt 1232mV ~ NR. 150 nM 36

PBS, pH 7.4

1.3.2.1.2. Biosensores por inmovilizacion de enzimas.

La inmovilizacion de ciertas enzimas sobre electrodos para actuar como biosensores para la

37 38 39 . . .
. La principal enzima empleada para estos fines

40, 41

deteccién de 0,° ™ han sido ampliamente descritos

es la enzima SOD altamente reconocida por especificidad y selectividad para la dismutacién , la cual

convierte el 0, a O, y H,O, via un mecanismo ciclico de 6xido-reduccién de 0, ~ 42 (figura 3.3A).
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Figura 3.3. (A) esquema general de las reacciones electroquimicas en la interfase de un biosensor a base de una
multicapa de teflén donde se encuentra inmovilizada SOD, para la deteccién de 0,"~ *; (B) estructura
supramolecular que conforma el biosensor a base de Citocromo ¢ para la deteccién de 0, ~ *.
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Aunque menos comiin, algunas otras proteinas redox como el Citocromo c son utilizadas ** (Figura
3.3B) *. Estos sensores modificados continuamente son mejorados con la intensién de obtener un
excelente rendimiento para su aplicacion en el analisis de 0,° .

Al respecto se han desarrollado biosensores de primera s segunda 46 y tercera generacion 47 para el
monitoreo de 0, utilizando diferentes tipos de materiales transductores como Pt, Au, y fibra de carbén y
varias técnicas de modificacion superficial e inmovilizacién de SOD.

En la dltima década algunos grupos de investigacion han publicado sus estudios sobre la
construccidn, caracterizacion y aplicacion de biosensores para la deteccion de O, . En todos los casos la
enzima fundamentalmente utilizada es la SOD. Sin embargo la diferencia entre un trabajo y otro radica en
el uso de diferentes y diversos materiales nanoestructurados durante la fabricacion de los dispositivos, por
ejemplo la incorporacién de nanoparticulas de Fes;O4 0 bien de oro *, hasta aquellos que han
empleado nanoparticulas de paladio y platino ' para promover un mejor desempefio en las funciones del
biosensor tanto en términos analiticos como de transferencia de carga.

Cabe mencionar que es muy importante la adecuada comunicacion interfacial entre la enzima y el
electrodo con la finalidad de facilitar la transferencia de carga. Para lograr lo anterior, se han realizado
estudios utilizando polimeros coductores generadores de sistemas carga/hueco que a su vez permitan

inmovilizar la enzima. Entre estos los principales polimeros destaca el poli(3,4-etilendioxitiofeno).

1.4. Biopolimero poli(3,4-etilendiotixiofeno) (PEDOT) como soporte para la inmovilizacion

de enzimas SOD.

El 3,4-etilendioxitiofeno (EDOT) es el monémero mayormente investigado en la dltima década
debido a su alta conductividad y excelente estabilidad ambiental de su forma polimérica poli(3,4-
etilendioxitiofeno) (PEDOT) 5334 E] PEDOT y sus derivados son considerados atractivos para su estudio
y aplicacién en las dreas de la electroquimica, ingenierfa electrénica y Gptica por mencionar algunas .

La polimerizacién quimica y electroquimica de EDOT normalmente se lleva a cabo en medio
organico. Sin embargo el medio acuoso es ideal en términos operacionales de costos, seguridad y
ambiental *°. El método de de electropolimerizacion especificamente para formar peliculas de PEDOT en
medio acuoso es posible con el uso de compuestos como el NaSS (sulfonato estireno de sodio) que en
algunos casos actia como surfactantes y como electrolito soporte. Esta metodologia electroquimica
(considerada “metodologia verde”) permite la preparacion efectiva de peliculas de polimero conjugado de

alta calidad sobre ciertos sustratos (p.e. Pt, ITO, GCE) 37,
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Voltametria ciclica es la técnica mas usada para promover la polimerizacién electroquimica de
PEDOT. Este método muestra cualitativamente la reversibilidad de la transferencia electrénica durante la
electropolimerizacién mostrando los procesos de oxidacion y reduccién en los diagramas de corriente vs
potencial. El crecimiento de las curvas voltamperométricas representan el comportamiento electroquimico
caracteristico para formaciéon PEDOT (figura 3.4a). En este perfil de polimerizacién se observa la
oxidacién del monémero EDOT a potencial entre 0.90 V  Ag/AgCl " en otro caso a 1.15 vs SCE *.
Debido a que el barrido de potencial continua, esto promueve la formacién del polimero y el crecimiento

de la cadena con respecto a cada ciclo redox.
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Figura 3.4. (a) perfil de electropolimerizacién de EDOT en agua-etanol, electrolito LiCLO, ~ 3H,O-PSSNa.
Velocidad de barrido 100 mV s™. (b) esquema del posible mecanismo de polimerizacién electroquimica de
EDOT. (c) espectros de Nyquist que muestran la resistencia a la transferencia de carga asociada a la formacién
de la pelicula de PEDOT sobre Pt. (d) micrografias AFM de peliculas poliméricas sobre ITO. (e) imagen SEM
para un recubrimiento de PEDOT sobre ITO. 7775 %

Técnicas espectroscopicas de caracterizacion estructural tales como FT-IR proporcionan bastante
informacién sobre los polimeros conductores. Los espectros FT-IR que esta técnica arroja permiten
realizar la interpretacién comparativa entre las estructuras del monémero EDOT y el correspondiente
polimero PEDOT, lo cual a su vez hace posible con ayuda de otras técnicas proponer algiin mecanismo de
reaccion electroquimica " En la figura 3.4b se muestra el posible mecanismo de polimerizacion

electroquimica de EDOT, el paso de iniciacion involucra la oxidacién anddica de los mondmeros para
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generar cationes radicales en la interfase electrodica. Los cationes radicales dimerizan y se desprotonan.
Después del paso de desprotonacion, el dimero es reoxidado y se acopla con otro radical catién. La
desprotonacién y reoxidacidn continda una y otra vez segtn el nimero de ciclos de barrido de potencial,
esto provoca la formacion de especies de oligomeros y el aumento en la longitud de la cadena polimérica
que se deposita formando una pelicula sobre el electrodo. La velocidad de polimerizacion estd limitada
por la difusion del mondémero hacia la superficie del electrodo durante la etapa de propagacion.

El uso de la polimerizacién electroquimica en medio acuoso ha sido elegido de manera ideal por
algunos grupos de investigacioén con la finalidad de inmovilizar enzimas, anticuerpos o células, para su
aplicacién y uso en la fabricacién de biosensores .

Las peliculas de polimero EDOT suelen ser caracterizadas de acuerdo a sus propiedades por medio
de diferentes técnicas, entre ellas la electroquimica, donde se emplean por ejemplo la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) (figura 3.4c) para evaluar su electroatividad >7 La caracterizacién con
AFM permite obtener el factor de rugosidad y tamafio de la cobertura polimerica superficial (figura 3.4d)
% La microscopia de barrido de electrén (SEM) permite obtener imdgenes que muestran la apariencia de

la pelicula polimérica (figura 3.4e) ¥’ entre otras.

La inmovilizacién de la enzima SOD es otra de las variables de suma importancia en el estudio para
la cual se han reportado diferentes metodologias. Entre estas el uso de agentes estabilizadores como la

polietilenimina (PEI) 7 el glioxal (GO) y/o el glutaraldehido (GA) >Z entre otros.

1.5. Inmovilizaciéon enzimatica sobre polimeros biocompatibles.

1.5.1. Superoxido dismutasa.

Gran variedad de sensores electroquimicos se han disefiado y construido para la deteccion de
) 2 2 . . e
superéxido. Algunos de ellos a base de Mn“"/MnO~" quien actiia como agente mimético para promueven

. ., — 61 . . .
la dismutaciéon de 0,"” °". Otros biosensores emplean capturadores enzimdticos eficaces tales como

20, 62

Citocromo ¢ . Sin embargo aquellos construidos con enzima SOD promueven una mayor ventaja, la

cual es atribuida a la alta especificidad para dismutar el 0, #7406,

Superoxido dismutasa de Cobre-Zinc (CuZnSOD) es una proteina homodimérica de 32 kDa la cual
se encuentra en el citoplasma de células eucariotas. La funcion principal de CuZnSOD (figura 3.5a) es

. . . o— . ot ‘1 64
catalizar la dismutacion de 0,  a oxigeno y peréxido de hidrégeno .
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El mecanismo enzimético propuesto para CuZnSOD describe la reduccién del Cu" de la enzima en
su forma oxidada por el 0,"", liberando oxigeno (figura 3.5b, reaccién 1), alternando con la oxidacién del
Cu' de la enzima en su forma reducida por otro 0,°~ y dos protones, generando peréxido de hidrégeno

(figura 3.5b, reaccion II) 65

(b)

\ 71H|s
“ HIS:% | _—
\ HIS 63 (61)
“-C e
HIS 120 "
a \ HIST1 (118) 2*er
HIS 46 (44) H,0,
pd
/ --Cu*
?1H|S z
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2+Zn

Figura 3.5. (a) estructura terciaria de CuZnSOD, inserto se muestra la estructura de rayos X de la misma enzima en
donde se muestran los residuos de aminodcidos (Histidina y Aspartato) enlazados al Cu(Il) y Zn(II). En este caso el
sitio activo de SOD es el i6n metalico de Cu (zona punteada). (b) diagrama esquematico del ciclo catalitico para
CuZnSOD *.

1.5.2. Cross-Linker para inmovilizacion de enzimas.

Con respecto a los métodos de inmovilizacion de enzimas, los mds comunes emplean el
atrapamiento en una membrana, enlace cruzado (cross-linking), enlace covalente y adsorcion fisica 15
Diversos agentes cross-linking han sido evaluados para la inmovilizacién de enzimas sobre electrodos
modificados, entre ellos se encuentra el Glutaraldehido (GA), Glioxal (GO) y Epiclorohidrin (ECH) 32,
Estudios mds detallados al respecto han presentado que el GA muestra mejores resultados en la

., . . 4
construccion de biosensores enzimaticos 7 7.
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1.5.2.1. Glutaraldehido como crosslinker de proteinas y enzimas.

El glutaraldehido es un reactivo bi-funcional con gran capacidad de autopolmerizarse, y a su vez de
reaccionar con gran variedad de enzimas y proteinas, principalmente con los grupos amino primario de
estas biomoléculas. Sin embargo, eventualmente el glutaraldehido también puede reaccionar con otros

7 . .,
6667 Bl mecanismo de reaccién del GA con

grupos como por ejemplo tioles, fenoles e imidazoles
proteinas y enzimas auin no es del todo claro, pero en la figura 3.6 se muestran algunos de los posibles
mecanismos de reaccién en medio acuoso ®. En el primer caso se muestra la reaccién en medio acuoso a
pH neutro y/o ligeramente dcido de una molécula de GA y el grupo NH; de la enzima de manera alterna.
En la segunda reaccién bajo condiciones ligeramente bésicas, primero se lleva a cabo la polimerizacién

intramolecular del GA y posteriormente ocurre la reaccion con los grupos NH; de la enzima.

0™
" S S RS (R
CH CH M.. Enz\N/ \N’EnZ\N/ \N’,.r’

1 1] -H,0
o) 2

(1)

OHC CHO

Figura 3.6. (I) reaccion de glutaraldehido con enzimas bajo condiciones neutras o ligeramente acidas. (II)
reacciones de glutaraldehido bajo condiciones bésicas .

El crosslinking de enzimas puede llevarse a cabo intermolecular o intramolecularmente. En el
primer caso el enlace cruzado ocurre entre los grupos aminos presentes en la superficie de una enzima y
otra. El segundo caso el enlace se da entre los enlaces amino de una misma enzima . La adicién de
glutaraldehido a una solucién de enzima puede producir agregacién quimica de la enzima generando de

esta manera una copolimerizacion GA-Enzima (figura 3.7) que actia como un biocatalizador sélido.
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GLUTARALDEHIDO-ENZIMA

Figura 3.7. Inmovilizacién de enzima via copolimerizacién con glutaraldehido ©.

La BSA es una proteina inerte con alta densidad de grupos de Lys en su superficie, esto permite que
el glutalaldehido interactie con los grupos amino de la BSA formando redes intermoleculars GA-BSA
(figura 3.8) de primera instancia provocando la formacién de redes poliméricas mds estables y
consistentes ''. Esta estrategia de inmovilizacién evita la interaccién directa del GA con los grupos amino
de la enzima permitiendo de esta manera su dispersion dentro de la red lo cual a su vez mantiene su

conformacion nativa y actividad enzimatica.

i . . | ) utaraldehido
‘ \‘ BSA € ~\‘Q~)Gltldhd
“\‘ gd“

Figura 3.8. Preparacion de crosslinked usando BSA como proteina rica en residuos de Lys y una enzima modelo.
El enlace cruzado es promovido por el glutaraldehido ”'.
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2. OBJETIVOS

En este trabajo de investigacién se presenta y propone un simple pero efectivo y detallado
procedimiento para la fabricacidn, caracterizacién y aplicaciéon de un biosensor especifico para la
deteccién y cuantificacion de O, . Este procedimiento a diferencia de los reportados hasta el momento no
depende del uso de nanomateriales sofisticados en la construccién del dispositivo. Paralelamente se
establecié también un método espectroscopico alterno para la caracterizaciéon y validaciéon de la
produccion de superdxido a partir de KO,.

En ese caso utilizamos la técnica de drop coating para incorporar la enzima en la superficie del
electrodo modificado con PEDOT 'y crear de esta manera un composito (enzima-agentes estabilizadores)
lo cual permite incrementar la sensibilidad del biosensor. Los electrodos modificados por
electropolimerizaciéon de EDOT se caracterizaron con técnicas microscopicas de AFM y SEM, su
actividad electroquimica también fue evaluada con CV. El recubrimiento superficial de PEDOT actua
como capa permoselectiva que facilita el paso de H,O, generado enziméaticamente, ademas de funcionar
como barrera efectiva al impedir el paso de posibles interferentes como dcido turico, dcido ascdrbico,
xantina y superéxido de potasio. Las condiciones experimentales fueron optimizadas para obtener el
biosensor adecuado con una configuracion (Pt/PEDOT/(SOD 0.1% - ASB 2% - GA 2.5%)). El

comportamiento del biosensor en presencia de O, fue evaluado por amperometria a potencial fijo.

3. CONDICIONES EXPERIMENTALES

3.1. Reactivos y soluciones.

Enzima superoxido dismutasa Cu-Zn de eritrocitos de bovino, Superéxido de potasio, 3,4-
etilendioxitiofeno (EDOT), Glutaraldehido (GA), tabletas de PBS 0.01 M, 4cido trico, acido ascoérbico,
xantina, H,O,, XTT de sodio, sulfonato estireno de sodio (NaSS), Albumina Sérica de Bovio, fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich.

Los experimentos electroquimicos se realizaron utilizando como electrolito soporte buffer de
fosfatos 0.01M, pH 7.4. Para la polimerizacion de EDOT se emple6 0.1 M NaSS conteniendo 10 mM
EDOT.

La solucién estandar de KO, fue preparada en medio bédsico de NaOH pH 12.3, y esta fue utilizada
como fuente de anidn-radical superdxido.

Agua Milli Q se calenté hasta 40 °C y en ella se adicionaron 0.0134 g de XTT para obtener una

soluciéon madre ImM.
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Una solucién de CuZnSOD al 0.1% fue preparada al mismo tiempo se le integré la proteina BSA al
2%. Esta solucién fue nombrada como solucién A. Consecutivamente se preparé la solucién de
glutaraldehido al 2.5%, solucién que fue nombrada como B. Al final ambas soluciones A y B fueron

mezcladas, de esta mezcla se tom6 1 pL el cual fue colocado como gota sobre el electrodo PEDOT/Pt.

3.2. Instrumentacion.

Los experimentos electroquimicos fueron realizados en un potenciostato-galvanostato. Una celda
convencional de tres electrodos fue utilizada como sistema electroquimico, empleando como electrodos
de trabajo Pt (d = 1mm) modificados con PEDOT, alambre de platino como contraelectrodo y un
electrodo de Calomel saturado (SCE por sus siglas en inglés, Satured Calomel Electrode) como electrodo
de referencia.

Para el estudio espectrofotométrico se empledé un UV-vis Instrumentation, equipo UVIKON xi,

BIO-TEK, con el programa softwer LabPower v3.50.

3.3. Preparacion y caracterizacion de los electrodos modificados PEDOT/ITO.

Se han usado sustratos de vidrio cubiertos por una pelicula namométrica de 6xido de estafio dopado
con indio (ITO) como electrodos de trabajo sobre los cuales se realiz6 la electropolimeriacion de PEDOT
en una solucion 10 mM de EDOT en 0.1 M de NaSS como electrolito soporte; el barrido de potencial se
aplic6 desde -0.6 V a 1.2 V, a una velocidad de barrido de 50 mV g! por 10 ciclos. Una celda
convencional de tres electrodos fue empleada; los sustratos de ITO se utilizaron como electrodo de
trabajo, como contra electrodo un alambre de platino y como referencia Ag/AgCl (3M KClI).

Los experimentos para Microscopia de Fuerza Atomica se llevaron a cabo en un AFM Nanosurf
easyscan 2 con una punta de contacto. Y el procesamiento de las imdgenes se realiz con el software
Gwyddion.

Un Microscopio Electronico de Barrido modelo SIGMA-HDVP Field Emission de la marca Carl
Zeiss fue utilizado para caracterizar la presencia, morfologia y topografia de la pelicula de PEDOT
electropolimerizado sobre sustratos de ITO con caracteristicas 4-10 Q de resistencia y dimensiones de

150x150x1.1 mm, adquiridos en Delta Technologies.

3.4. Preparacion de los electrodos modificados PEDOT/Pt y el biosensor.

Los electrodo Pt (d=1mm) fueron modificados con el polimero conductor PEDOT, el cual fue
depositado sobre los electrodos durante 10 barridos de potencial desde -0.6 a 1.2 V vs. SCE a 50 mV s
en una soluciéon 10 mM EDOT + 0.1 M NaSS.
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Para la preparacion del biosensor, la solucion de la enzima se preparé en un medio de albumina
sérica de bovino (por sus siglas en inglés BSA, Bovine Serum Albumin), 0.1% SOD + 2% BSA. La
solucién de enzima fue mezclada con una solucién 2.5% GA en una relacion 2:1 (v/v) enzima:GA y una
gota de 1 puL fue colocada en la superficie de los electrodos modificados, se dejé secar durante 4 h a

temperatura ambiente. El biosensor se guardé sumergido en una solucién PBS 0.01 M, pH 7.4 a 4°C.

3.5. Caracterizacion electroquimica.
En presencia de 5 mM Fe (CN)g utilizando como electrolito soporte buffer de fosfatos PBS

0.01 M pH 7.4; velocidad de barrido 50 mV/s y variando la velocidad v (20 a 200) mV/s.
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Electropolimerizacion de EDOT sobre sustratos de platino.

El desarrollo de biosensores enzimdticos requiere de cuidadosos pasos que aseguren la buena
transferencia electrénica entre el electrodo, la enzima y el analito. Polimeros electroconductores como
PEDOT muestran efectos sinérgicos que favorecen la deteccion de la reaccion electroquimica interfase.
La polimerizacion superficial del monémero de EDOT sobre platino (Pt) aborda la primera etapa del
biosensor.

La electropolimerizacién de EDOT 10 mM fue llevada a cabo durante 10 ciclos en medio acuoso
empleando como electrolito soporte NaSS 0.1 M. El perfil voltamperométrico de polimerizacion (figura
3.9) muestra desde el primer ciclo la oxidacion anddica del monémero de EDOT a potencial de oxidacion
(Eoxi) =+ 0.90 V vs SCE.

En el primer paso de la electropolimerizacion se genera como producto el catién radical (estructura
I) en la vecindad mdas préxima del electrodo. Los cationes radicales dimerizan (estructura II) y se
desprotonan consecutivamente o7, Después del paso de desprotonacion el dimero es reoxidado (estructura
IIT) y consecutivamente este se acopla a otro radical catién. La reaccién es consecutiva hasta formar
oligémeros (estructura IV) los cuales determinardn el tamafio de la cadena polimérica y la formacién de la
pelicula depositada sobre el electrodo. Como el barrido es continuo los picos de oxidacion (Ip.) y
reduccion (Ipc) se observan a ~ + 090 y — 0.30 V vs SCE. El incremento de corriente redox es
proporcional al aumento de polimero depositado en el electrodo. El desplazamiento de potencial (Eqxi)
conforme incrementa el nimero de barridos indica de la resistencia eléctrica promovida por la pelicula de

polimero y el sobrepotencial necesario para compensar la resistencia.
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06 00 06 12
E/V vs SCE

Figura 3.9. Voltamogramas ciclicos de la electropolimerizaciéon de PEDOT sobre GCE (inserto sobre platino) en
solucién 10 mM EDOT en 0.1 M NaSS. Barrido de potencial de -0.6 a 1.2 V, velocidad de barrido 50 mVs', por 10
ciclos.

4.2. Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados PEDOT/Pt.

Los voltamogramas de la figura 3.10a muestra el VC de SmM de K4[Fe(CN)¢] donde se observa la
notable diferencia en la transferencia de carga para el electrodo de Pt después de su modificacion
superficial con PEDOT. Esto se debe a que el polimero permite un facil acceso/expulsion de los iones en
la solucién durante el proceso de carga/descarga, como se muestra en la figura 10b.

La electroactividad de la pelicula de PEDOT fue determinada por voltametria ciclica en buffer de
fosfatos PBS 0.01 M, pH7.4 (figura 3.11a). Los resultados obtenidos muestran CVs de un anchura tipica

>7 Estos voltamogramas anchos se deben a la

reportada para peliculas poliméricas electrodepositadas
gran corriente capacitiva interfacial que presentan estas estructuras poliméricas sobre el electrodo. Las
peliculas fueron cicladas repetidamente identificando en cada ciclo el potencial de oxidacién (E, = 0.061
V) y reducciéon (E. = 0.065 V) del PEDOT en buffer PBS. La pelicula de PEDOT mantiene el mismo
comportamiento redox en cada ciclo a diferente velocidad lo que indica que la pelicula polimérica
muestra buena y constante electroactividad y alta estabilidad estructural.

Consecutivamente se realizd el andlisis de la influencia de la velocidad de barrido para los

electrodos modificados PEDOT/Pt, en presencia de una solucion SmM de Fe(CN),. La figura 3.11b

muestra el valor de la pendiente (mpgpozp: = 0.5) a partir de la grafica de la log I, vs. log v para
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velocidades de barrido entre 20 a 200 mV s™. Este criterio indica que el comportamiento del sistema estd

regido por la difusion de iones en la interface electrddica.
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Figura 3.10. (a) voltamogramas ciclicos para los electrodos de Pt y PEDOT/Pt en presencia de 5 mM
K4[Fe(CN)¢] en PBS pH 7.4; velocidad de barrido 50 mV/s. (b) esquema que representa el mecanismo de
carga y descarga para el polimero PEDOT.

De manera paralela también fue realizado el estudio de la estabilidad de la pelicula de polimero
conductor para los electrodos modificados PEDOT/Pt en funcién del tiempo. En este contexto es posible
identificar que durante el periodo de un mes el PEDOT muestra practicamente la misma capacidad

electroconductora ya que las sefiales de intensidad de corriente de pico no se ven alteradas.
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Figura 3.11. (a) Voltamperogramas ciclicos de las peliculas de PEDOT sobre platino en buffer PBS 0.01M, pH
7.4, a diferentes velocidades de barrido de potencial (de 20 a 200 mVs™). (b) Griéficas de log I, vs log de v para los
electrodos modificado PEDOT/Pt en presencia de SmM Ky[Fe(CN)s] en PBS pH 7.4 a diferentes velocidad de
barrido. En el inserto se muestran los voltamogramas realizados a velocidad de barrido de 20 a 200 mVs™.
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Con base en este estudio se determind que los electrodos modificados PEDOT/Pt pueden ser una

plataforma electroconductora y biocompatible en la contruccion del biosensor SOD/PEDOT/Pt.

4.3. Caracterizacion microscopica de la pelicula de PEDOT sobre ITO.

En la figura 3.12(a) se presenta una imagen (izquierda) que resalta la cobertura de color gris oscuro
sobre el sustrato de ITO, lo cual es atribuido a la formacién de la pelicula de PEDOT generada por
electropolimerizacién del monémero EDOT sobre la superficie del material. Para comparar, a la derecha

de la misma figura se muestra el ITO sin modificacion superficial.

(b)

(a)

Z-Axis - Scan forward _Line fit

Line # 211nm

PEDOT/ITO ITO

692nm

Z-Axis range

Mean fit

-497nm

469nm X 25.8um

Figura 3.12. (a) fotografia del ITO modificado con PEDOT (izquierda) y del ITO sin modificacién superficial
(derecha). (b) imagenes SEM del recubrimieto de PEDOT sobre ITO, se muestra un “close up” sobre el polimero
desde 20 um hasta 20 nm. (c) imdgenes de AFM de 50 um x 50 pm en 2D y 3D. También se muestra el perfil para

el espesor de la pelicula.

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es capaz de resolver estructuras a nivel atomico y

molecular representando un importante papel en el andlisis morfol6gico de los polimeros. Las imdgenes
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SEM de los electrodos de ITO modificados con PEDOT se presentan en la figura 3.12(b). En este caso se
realiz6 el acercamiento secuencial (“close up”) hacia la pelicula de PEDOT, y las imagenes de izquierda a
derecha muestran la aproximacion que va desde 20 um hasta 200 nm; donde es posible observar que el
polimero presenta una estructura rugosa/porosa con cobertura aparentemente homogénea sobre el sustrato
de ITO.

La microscopia de fuerza atdmica (AFM) es una técnica de caracterizacion de superficies de alta
resolucién para una gran cantidad de materiales como los recubrimientos poliméricos, ya que permite
obtener un perfil topografico tridimensional cuantitativo de la superficie. En este estudio se pretende
demostrar la presencia de PEDOT sobre sustratos de 6xido de estafio dopados con indio (ITO). A
continuacion, se muestran las imdgenes de AFM para el PEDOT. En la figura 3.12(c), la imagen de la
derecha muestra la topografia de un drea determinada en 3D y la imagen de la izquierda muestra la misma
area pero en 2D. Al respecto es posible observar que con el proceso de electropolimerzacié de EDOT
permite obtener recubrimientos superficiales homogéneos. Entre ambas imagenes se muestra el valor de
la rugosidad media cuadritica o rms expresado en nm, en este caso se reporta como Rsm = 34.62 nm.
Dentro de la misma figura en la parte inferior se muestra el perfil de la pelicula que permite determinar el
espesor promedio de la cobertura de PEDOT, cuyo valor es el promedio de 278 nm. Todas las mediciones

se hicieron por triplicado en varios puntos de la pelicula y se obtuvo el promedio.

4.4. Recubrimiento superficial de PEDOT y su funcién como capa permoselectiva al paso de

H;0; y barrera al paso de interferentes redox.

4.4.1. Efecto del recubrimiento PEDOT/Pt como capa permoselectiva para H>O>.

La respuesta amperométrica del electrodo modificado fue registrada en buffer PBS 0.01 M, pH 7.4
a un potencial de trabajo E, = -0.30 V vs. SCE. Las condiciones de estos pardmetros analiticos fueron
establecidas considerando el mecanismo de deteccién de O, el cual involucra el ciclo redox llevado a
cabo por la enzima SOD. SOD dismuta eficientemente el O, a O, y H,O, via un ciclo redox atribuido a
la cupla del centro metalico Cu"" el cual actia como mediador redox en el complejo enzimatico Cu-Zn
SOD. Dos iones de anidén radical superdxido son convertidos estequiométricamente en una molécula de
oxigeno y una molécula de peréxido de hidrégeno con el consumo de dos iones H*. El mecanismo de las

reacciones consecutivas es el siguiente:
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soD(Cu') + 0,” + 2H* - SOD(Cu'") + H,0, (4)

soD(cu') + 0,~ > SOD(Cu') + 0, (5)

A potencial -0.30 V vs. SCE el H,O, generados por la dismutacion de 0, puede ser reducido,
proporcionando de esta manera la sefial analitica asociada al superéxido. De tal manera que el principal
enfoque del biosensor desarrollado aqui estd basado en la sefial amperométrica ligada a la ecuacidn (4).

De aqui surge la importancia de corroborar que la cobertura de PEDOT en el electrodo modificado
PEDOT/Pt funciona adecuadamente como capa permoselectiva para H,O, (Figura 3.13a), registrando
buenas sefales analiticas y promoviendo alta sensibilidad para su deteccion y cuantificacion. La respuesta
del electrodo modificado en presencia de H,O, se registré para un incremento de la concentracion por
adicion de alicuotas desde 0.5 uM hasta una concentracién final 37.5 uM. El estudio amperométrico
muestra como la corriente catédica en funcion del tiempo (Figura 3.13b) va incrementando
proporcionalmente al cambio en la concentracion de H,O, en la solucién. La sefial analitica es
reproducible, permitiendo alta sensibilidad (0.212 pA/uM) para la deteccion del peréxido de hidrégeno
con un limite de detecciéon 0.0707 uM.

| / pnA

w ]- polimero: PEDOT 2
» 0 5 10 15 20 25 30 35 40

-8 [H,0,]/ um

Platino i ; ; . )
N ———— 0 100 200 300 400 500

t /seg

Figura 3.13. (a) esquema representtivo para la funcién del recubrimiento de PEDOT como capa permoselectiva
para el paso del H,O,. (b) respuesta amperométrica del electrodo modificado PEDOT/Pt para adiciones sucesivas
de H,0O, desde una concentracion inicial 0.5 uM hasta 37.5 uM. potencial aplicado -0.30 V vs SCE en PBS 0.01 M,
pH 7.4, inserto se encuentra el grafico de la curva de calibracién correspondiente.
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4.4.2. Estudio de Interferentes.

Uno de los problemas a resolver durante la prictica para la aplicacion de sensores amperométricos
es minimizar y/o evitar el efecto de especies redox que pueden estar presentes en fluidos bioldgicos junto
con el analito. Los posibles compuestos que pueden interferir en la determinacién amperométrica del
anién radical superéxido se encuentran el dcido drico (UA), xantina (XA), acido ascérbico (AA). En este
caso también se ha considerado el super6xido de potasio (KO,) como posible interferente en la solucidn,
ya que es este compuesto el que se ha utilizado para la generacién del O, durante la caracterizacién y
calibracién electroquimica y espectroscopica del biosensor. Voltametria ciclica se emple6 para evaluar el
comportamiento electroquimico de los electrodos de Pt y los electrodos modificados PEDOT/Pt en
presencia de cada uno de los posibles interferentes de manera individual y registrar su proceso redox en
cada caso.

Los datos elecrtoquimicos se obtuvieron para cada compuesto a una concentracion de 1mM, con
respecto al dcido urico se muestra su reduccion sobre Pt a Eci = 0.06 V con I, = 12.3 pA; la reduccion de
acido ascorbico se observa en Ecy = 0.03 V con una I, = 23.3 pA; xantina a su vez es reducida a E¢, = -

0.25 V con una I, = 14.7 pA; y super6xido de potasio es reducido a Ec, = -0.20 V con una I,c =20 pA.
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Figura 3.14. (a) Estudio electroquimico de posibles compuestos interferentes tales como 4cido trico (UA), acido
ascorbico (AA), xantina (XA) y superoxido de potasio (KO,) en la determinacién final de anién radical superdxido.
(b) Respuesta amperémetrica para la evaluacion de la influencia electroactiva de los interfentes (UA, AA, XA,
KO,) en la deteccién de H,O, utilizando el electrodo modificado PEDOT/Pt a -0.30 V vs SCE en PBS 0.01 M, pH
7.4, relacién molar H,0, : interferente 1:4.
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De igual manera se realizé el mismo estudio para peréxido de hidrégeno, el cual muestra su sefial
de reduccion sobre Pt a Ec, = -0.20 V con una I,. = 93 pA (Figura 3.14a). Como se observa la superficie
del material sustrato de Pt es capaz de detectar por si sola el HyO, como analito de interés, la desventaja
es que al mismo potencial catddico detecta al KO, y a potenciales cercanos registra la reducciéon de UA y
AA principalmente, cuyas sefiales pudieran alterar de manera significativa la detecciéon del H,O,. De
acuerdo con estos resultados se continué con la evaluacion del electrodo modificado PEDOT/Pt en
presencia de cada uno de los posibles interferentes y el HO, bajo las mismas condiciones.

En la figura 3.14a se muestra claramente el comportamiento que desempefia el recubrimiento de
PEDOT como una barrera al paso de UA, XA, y KO, ya que no se registra ninguna sefial redox para estas
especies interferentes por ende el valor de la I, = 0. Sin embargo para AA se registr6 una ligera sefal de
I,c = 8.4 uA a Ec, = 0.01 V. A pesar de la senal registrada para AA, el electrodo modificado sigue siendo
selectivo para H,O,. Primero, por la considerable y significativa sefial de intensidad de corriente que se
obtiene (I, = 175 nA) a Ecy =-0.30 V, lo cual indica la alta sensibilidad del electrodo modificado para la
deteccién y cuantificaciéon del H,O,. Segundo, debido al rango de potencial de trabajo, ya que las
mediciones amperometricas para la deteccion de perdxido de hidrégeno se realizan a potencial fijo de -
0.30 V cerrando de esta manera la ventana de potencial y al mismo tiempo la posibilidad de efectuar
cualquier otra reaccion electroquimica en el medio.

Las mediciones amperométricas a potencial fijo de -0.30 V se presentan en la figura 14b. El H,O,
fue inyectado en dos ocasiones para una concentracion final de 25 uM en la celda antes de los
componentes interferentes (UA, AA, XA, KO;) ya mencionados e inyectados secuencialmente; este
hecho con la finalidad de corroborar la sefial amperométrica especifica para la deteccion del H,O, para
una relacion de concentraciéon 1:4 perdéxido de hidrégeno:interferentes (100 uM). La respuesta
amperométrica de la influencia de los compuestos interferentes en la deteccion de per6xido de hidrégeno
se muestra en la figura 14b, donde se aprecia claramente que ninguno de estos compuesto se oxida o
reduce a -0.30 V. De tal manera que después de las sefiales registradas para H,O,, la intensidad de la
corriente regresa practicamente al estado estacionario sin mostrar ninguna otra sefial faraddica que
pudiera asociarse a otras reacciones electroquimicas en el medio a pesar de la alta concentracion de cada
uno de los compuestos interferentes adicionados de manera consecutiva. Posteriormente se vuelven a
inyectar alicuotas de H,O, obteniendo como resultado el registro de las sefiales de intensidad de corriente
correspondientes al analito. Esto confirma que dichos compuestos no serdn interferencias para la

deteccion final de O, utilizando el biosensor final SOD/PEDOT/Pt.
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4.5. Generacion quimica, caracterizacion y cuantificacion espectroscopica de superoxido.

4.5.1. Caracterizacion espectroscépica de KO, como fuente generadora de 0, .

La espectrofotometria UV-vis ha sido empleada para detectar O,"~ a una longitud de onda de 255
nm en medio aprético y a 245 nm en solucién acuosa. Estos métodos son adecuados para el monitoreo y
deteccién de 0, generado a partir de sales de KO, por periodos de tiempo largo 2

El interés principal al realizar este ensayo espectrofotométrico ha sido con la finalidad de verificar
la produccién y concentracidn de superdxido a partir del reactivo KO,.

En este caso se utiliz6 una solucién 20 mM de KO; en un medio bésico de NaOH, pH 12.5. El pH
de la solucién contribuye a una minima dismutacién esponténea del 0, . A partir de esta solucion se
adicionaron alicuotas para una concentracién inicial 0.175 mM a una concentracion final de 3.5 mM en
una celda de cuarzo (/ = lcm) que contiene una matriz de buffer PBS 0.01 M, pH 7.4. Utilizando la
técnica UV-vis se registrd la absorbancia en un rango de longitud de onda entre 180 y 300 nm.

En la figura 3.15 (a) se muestran los espectros UV-vis, donde la mdxima absorbancia se registra a
una A = 203 £ 3 nm. Dentro de la misma grafica es posible observar la inclinacion de las curvas (abs ,; 1)
hacia valores mayores de longitud de onda, esta ligera deformacién puede estar atribuida a la degradacién

o dismutacién esponténea del 0,°".
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Figura 3.15. (a) Espectros de absorciéon UV-vis de KO, a una concentracién inicial de 0.175 nm a una
concentracion final de 3.5 mM en buffer PBS, pH 7.4; (b) curva de calibraciéon experimental que corresponde al
ensayo UV-vis considerando un rango de concentracién de 0.5 a 10 mM de KO,.
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A partir del ensayo UV-vis de KO, se construy6 la respectiva curva de calibracién (figura 3.15b).
En este caso la tendencia lineal solo se presenta con los primeros tres puntos. A partir de la regresién
lineal se calculé el coeficiente de extincién molar £5027, = 690 M~ cm™1 para este reactivo (sal KO»)
en particular. En la literatura se reporta el coeficiente de extincion (&7) para el KO, en solucion a pH 12.5
de 2000 M~1cm™. Considerando este pardmetro reportado, se prosiguié a calcular (como a

continuacién se muestra) la concentracion real de 0,"~ estable presente en nuestra solucion.

Considerando:
&r = 2000 M~ 1 cm™t

Eexp = 690 M~ cm™1

entonces, el porcentaje de concentracion real es:

&
[%] = —£ = 35%
&r

Este célculo demuestra que la concentracién disponible de 0, estable es tinicamente el 35% de la
concentracion con la que fue preparada la solucion madre. Este hecho puede ser verificado mediante la
interaccién y reaccién del 0, con agentes capturadores quimicos como el XTT o enziméticos como la

SOD.

4.5.2. Caracterizacion espectroscopica del reactivo XTT.

Este estudio se ha realizado para identificar la longitud de méxima absorbancia correspondiente al
reactivo capturador XTT, ademds para establecer la concentracién adecuada que permita dar continuacion
a la deteccién de 0,"". En la figura 3.16 se presentan los espectros de absorbancia para concentraciones
crecientes de XTT desde 5 hasta 300 uM. En general se registran las sefiales a la misma A = 285 nm. Este
valor nos permite corroborar que no habré traslape o interferencia entre los espectros de KO, y XTT al
momento de realizar el estudio de la reaccién de reduccion de XTT con 0,°".

Dentro de la misma grafica se observa que a concentraciones mayores de 200 uM existe una
saturacion en el sistema. De estos resultados se ha determinado que la concentracién adecuada para dar
continuacion a la deteccion de superdxido es aquella de 100 uM de XTT. Estudios similares reportan

.. 29
buenos resultados en base al uso de esta concentracion ~.
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Figura 3.16. Espectro de UV-vis para concentraciones crecientes de XTT desde 5 uM hasta 300 uM en buffer de
fosfatos PBS 0.01 M, pH 7.4.

4.5.3. Deteccion espectroscopica de 0," usando el sistema KO»/XTT.

Caracterizados los dos reactivos principales para este ensayo, se continud con el monitoreo
espectrofotométrico de la reaccién de reduccion de XTT con 0, generado a partir de KO,. La principal
ventaja que muestra el XTT como agente capturador de radicales 0,°” es su alta solubilidad en agua,
hasta < 2 mM. Esta sal de tetrazolium XTT, reacciona con 0, a una velocidad de reaccién k = 8.59 x
10* M s formando un formazan soluble de color rojo (ecuacion 6). El formazan soluble puede ser
cuantificado por medio de espectrofotometria UV-vis, en donde se registra la maxima absorbancia a una

longitud de onda de 470 nm (g47 pm = 21.6 MM~ cm™1) .

reaccion de reduccion de tetrazolium (XTT)por superoxido:

XTTtetrazolium + 202._ - XTTformazan + 202 (6)

rojo

500 pL de XTT 100 uM se colocaron en una celda de cuarzo (volumen ImL) y se registr6 su espectro
UV-vis correspondiente (volgo, = 0) donde se observa la caracteristica sefial de mdxima absorbancia a
una A = 285 nm.

Consecutivamente se fueron adicionando alicuotas de 100 uL. de KO, [20 mM] de manera sucesiva

(Figura 3.17). En cada caso se registro su sefial de abs ys A correspondiente, y claramente se observa como

91



CAPITULO IIl. Andlisis amperométrico de superdxido con un biosensor de alta respuesta enzimatica a
base de PEDOT y Superéxido dismutasa.

el pico de mdxima absorbancia para XTT va disminuyendo de manera proporcional al incremento de la
concentracién de 0,°~. Dicho decremento de la absorbancia a 285 nm indica la reaccién de reduccion de
XTT, cuyo producto final (formazan de color rojo) muestra su respectiva sefial de absorbancia a una A =
440 nm. La absorbancia del producto formazan estable incrementa en funciéon de la concentracién

creciente de 0, en la celda.

1.0- 500 ml KO,
Py —— 400 ml KO,
) A =285nm —— 300 mI KO,
< 200 ml KO,
~" 0.25- — 100 ml KO,
< —— 0mlKO,
—_ S 0.20

<

(2) 8 0.15}
EE 0.5 % 0.10
Y Q 0.5
8! 2w
m
<

©
o
1

300 400 500 600 700 800
A (NmM)

Figura 3.17. Ensayo espectrofotométrico para la influencia de la concentracién de 0, sobre la reduccion
de XTT. La mezcla de reaccién contiene XTT 100 uM con adicién sucesiva de alicuotas de 100 uL. de KO,
20 mM.

La grafica de la figura 3.17 establece claramente que por medio de este método espectrofotométrico
es posible realizar la deteccion de 0, . A partir de estos resultados cualitativos se construyé la siguiente
tabla (Tabla 3.2), en donde se indica los volumenes sucesivos de KO, (columna 1) que fueron
adicionados a la celda y la concentracion tedrica que se esperaba reaccionaria con el XTT (columna 2).
Sin embargo, como ya se habia obtenido el dato del porcentaje de 0, disponible para reaccionar, se
realiz6 el ajuste al 35% considerando esta concentracién resultante como la “concentracion de reactivo
activo” (columna 3). Este dato relativamente teorico fue corroborado y validado usando los valores de
maxima absorbancia a A4 nm. Dichos datos de absorbancia (columna 4) se integraron a la ecuacion de

-1

Beer (a = &ypr * L= ¢), donde &xpr = 0.0071 mM~tcm™! es el valor del coeficiente experimental

obtenido a partir de nuestros datos experimentales. Mediante la ecuacién de Beer se obtuvieron los
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valores de la concentracion experimetnal de 0, (columna 5), y estos son practicamente los mismos que

se calcularon como concentracion de reactivo activo.

Tabla 3.2. Se muestra la secuencia de valores calculados para determinar la concentracion real del

superoxido que reacciona para reducir al XTT.

mL KO, [20 mM] KO; exp [MM] [0,° ]ra= f354 [mMM] Abs(AU) £ SD [0;° Trew / mM
0 0 0.0 0+0 0

100 4 1.4 0.027 £0.012 1.25

200 8 2.8 0.073 £ 0.002 3.36

300 12 4.2 0.091 £ 0.001 4.19

400 16 5.6 0.104 = 0.005 4.83

500 20 7.0 0.130 +£0.008 6.04

Finalmente se construy6 la respectiva curva de calibracién en funcién de la concentracién UA vs.
[0,"~ mM] (Figura 3.18). Se realiz6 la regresion lineal, obteniendo los pardmetros analiticos de

sensibilidad 0.02 AU mM™ y limite de deteccién (LoD = 138 pM).

sensitividad = 0.0216 AU mM'
LoD =138 uM

0 1 2 3 4 5 6
[0; 1 mM

Figura 3.18. Curva de calibracién para superdxido correspondiente al ensayo espectrofotométrico para la reaccion
de reduccién de XTT por adicién continua de 0,°~ desde una concentracién 1.25 a 6.04 mM en buffer de fosfatos
PBS 0.01 M, pH 7.4.

El estudio realizado ha permitido evidenciar por una parte la generacion adecuada de
0," utilizando como fuente productora KO2. El anidn-radical superdxido puede ser detectado
eficientemente mediante la reduccion de XTT. Aqui se establece un ensayo espectrofotométrico sencillo y
eficaz para la deteccion y cuantificacién de 0,°, lo que permite establecerlo como un método analitico

alterno para el andlisis de 0,"~ en soluciones acuosas a pH fisioldgico.
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4.6. Desempeiio del biosensor SOD/PEDOT/Pt para la deteccion electroquimica de 0,

4.6.1. Actividad enzimdtica de la SOD inmovilizada sobre PEDOT/Pt.

Adicionalmente se evalué por método electroquimico la actividad de la enzima SOD inmovilizada
en el biosensor SOD/PEDOT/Pt para la dismutacion espontdnea de 0, a H,O; (ecuacién 7) a partir de
KO, como fuente generadora del anién-radical superéxido en buffer PBS 0.01 M, pH 7.4. Este estudio se
realiz6 por medio de la inyeccién consecutiva de alicuotas de 0.09 uM KO, verificando de esta manera
las sefiales amperométricas que corresponden a la detecciéon de H,0O, registrada por el biosensor,
enseguida se adicionaron 200 puL de 0.1% Catalasa. La principal accién de la catalasa es la captura de
H,O; presente en la en la celda electroquimica convirtiéndolo en agua y oxigeno (ecuacion 8). Este hecho
evita el desempefo del biosensor y como respuesta se produce el decremento instantdneo en la sefial

analitica de intensidad de corriente regresando practicamente hasta la linea base (Figura 3.19a).

SOD(Cu!) + 0,7~ + 2H* > SOD(Cu'") + H,0,  (7)

CATALASA
2H202 —_— 2H20 + 02 (8)
KO,
0.0 0
-0.11
-1 b
02, (a) < (b)
< 3.
= ~ _24| — (GA25%_BSA2%)PEDOT/Ptin PBS 0.01 M, pH 7.4
~ -0.3- —_ —— (GA 2.5%_BSA 2%)/PEDOT/Pt in PBS + KO,
-0.4 -3
0 t Catalase ; ; ; ; ; ;
= .5 T T T 1
0 00 200 300 400 100 200 300 400 500 600
t/ seg t/ seg

Figura 3.19. (a) Tipica respuesta amperométrica para la reacciéon H,O, + catalsa a -0.30 V vs SCE en buffer PBS
0.01 M, pH 7.4. Las flechas naranjas representan la adicién secuencial de 0.09, 0.175, 0.263, 0.350, 0.438 uM de
0, . La fuente de produccidon de superdxido fue KO, en NaOH, pH 12.3. La flecha azul indica la inyeccién de 200
puL de 0.1% catalasa. (b) Respuesta amperométrica del electrodo modificado (GA 2.5%_BSA 2%)/PEDOT/Pt en
presencia de buffer PBS 0.01 M, pH 7.4 y KO,: 0.175, 0.35, 0.7, 0.875 uM a -0.30 V vs SCE en PBS 0.01 M, pH
7.4.
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Esto sugiere que la capacidad enzimdtica de SOD es espontdnea y que a su vez la produccién de
0, por parte del KO, es adecuada, lo cual finalmente permite la accién eficiente del biosensor para
llevar acabo la dismutacién de O, y la deteccién continua de H,O, como sefial analitica.

Una de las controversias es el hecho del impacto que surge dentro del sistema en estudio debido a la
descompsiciéon del O, por si solo en el medio de reaccién. Sin embargo en este trabajo se ha
considerado que la enzima (SOD-CuZn) utilizada en el desarrollo del biosensor acelera la destruccion de

0, a una constante de velocidad de dismutacién 10° M s’

, en comparacién con la constante de
descomposicion espontdnea del mismo anidn-radical superéxido en el medio, la cual se ha calculado de
~10° M s a pH 7.0 ". Esto indica que la dismutacién enzimética de 0, es mds favorable que su
descomposicion espontdnea en el electrolito.

Con respecto a esto, se evalud la respuesta amperométrica del sensor restringiendo la integracion de
la enzima SOD en presencia de O, generado a partir de KO, con la intencién de observar si se registra
la sefial de intensidad de corriente asociada al H,O,, lo cual indicaria su descomposicion instantdnea y el
registro de su detecciéon como interferente. En la figura 3.19b se muestra la respuesta del electrodo
modificado (GA 2.5%_BSA 2%)/PEDOT/Pt en buffer PBS 0.01 M, pH 7.4 y en presencia de KO,. En
ambos casos no se presenta ninguna sefal faradaica que refleje alguna reaccion electroquimica en la
celda, practicamente los perfiles obtenidos corresponden al blanco. Con estos resultados se muestra una

vez mds la importancia de la actividad enzimdtica SOD en el biosensor, ademds de descartar la

intervencién del H,O, producido por la descomposicion espontdnea de O, en el electrolito.

4.6.2. Caracterizacion electroquimica del biosensor para el andlisis de O o~

Los niveles de concentracion del anidn-radical superéxido en el entorno extracelular bajo
condiciones normales han sido reportados en un rango entre 10 a 100 nM ’, lo cual es una consideracién
critica cuando se pretende disefar, construir y aplicar biosensores para su deteccion in vitro € in vivo. En
este trabajo de investigacioén se ha realizado paso a paso la optimizacién del biosensor amperométrico
disefiado a base de (SOD 0.1%_BAS 2%_GA 2.5%)/PEDOT/Pt (Figura 3.20a) con la finalidad de obtener
los parametros analiticos adecuados para su futura aplicacion en sistemas in vitro e in vivo.

Sobre el recubrimiento biocompatible de PEDOT/Pt se inmovilizé la enzima SOD usando el
método “drop coating”. La solucidon de la enzima se prepard adicionando albumina sérica de bovino
(BSA), la cual permite mantener la actividad enzimatica de la SOD. Posteriormente se integra el
glutaraldehido (GA) como agente promotor de cross-linking, €l cual es utilizado con regularidad en la

construccion de biosensores para proporcionar estabilidad a la enzima. El Glutaraldehido realiza el cross-
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linking con los residuos de lisina presentes en la BAS localizados generalmente en su superficie, estas
interacciones evitan el enlace directo de GA con los residuos de lisina contenidos en la SOD preservando

de esta manera la actividad y configuracién de la enzima.

0.04
-0.54
-1.0
< 3
4.
(a) — -1.51
-2.0
Platinum
N ———— -2.5 - . : ; : .
0 100 200 300
t/ seg

Figura 3.20. (a) Esquema representativo de la configuracion final para el biosensor (SOD 0.1%_BAS 2%_GA

2.5%)/PEDOT/Pt. (b) Respuesta amperométrica del biosensor SOD/PEDOT/Pt para la adicién sucesiva de O,
desde una concentracion inicial de 0.175 uM hasta 2.8 uM. Potencial aplcicado -0.30 V vs SCE en PBS 0.01 M,
pH 7.4; inserta se encuentra la curva de calibracién correspondiente.

La respuesta amprométrica del biosensor desarrollado fue registrada in buffer PBS 0.01 M, pH 7.4 a
-0.30 V vs SCE. La figura 3.20b muestra la grafica de la corriente en funcion del tiempo de respuesta del
electrodo a diferentes concentraciones adicionadas de superoxido, donde se observa que la corriente es
mds negativa con respecto al incremento en la concentracién de 0, . Después de la caracterizacion, las
condiciones experimentales han sido optimizadas y los pardmetros analiticos del biosensor (SOD
0.1%_BAS 2%_GA 2.5%)/PEDOT/Pt muestran alta sensitividad para 0, (0.818 pA/uM) y bajo limite
de deteccion de ca. 11 nM, lo cual sugiere su potencial uso para el monitoreo de O, in vitro e in vivo.

Algunos pardmetros analiticos de biosensores a base de SOD sobre materiales nanoestructurados,
reportados desde 2009 son resumidos en la tabla 3.3 474817273,

Nuestros resultados pueden ser comparados con aquellos de més bajo limite de detecciéon 3.5 nM 48
y 1.7 nM ¥ Sin embargo hay que considerar los diferentes contenidos de materiales nanoestructurados
para la construccion de ambos biosensores los cuales requieren del uso de nanoparticulas de Fe;O4 y Au

respectivamente. La principal diferencia en el disefio y construccion del biosensor que se presenta en este
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trabajo el cual mantiene una configuracion mads sencilla al final refleja buenos resultados analiticos para la

deteccidn y cuantificacién de 0, .

Tabla 3.3. Comparacién de los pardmetros analiticos reportados para biosensores a base de SOD sobre

materiales nanoestructurados. Datos reportados desde 2009 a la fecha.

Electrodo modificado Etrabajo (V) Sensitividad LoD Referencia
SOD/Fe;0, NP/Au +0.50 vs. Ag/AgCl 183.1 pAcm " mM ' 3.5nM -
SOD/CNT/PPy/Pt +0.07 vs. Ag/AgCl 1900 pAcm”>mM ' 0.1 uM 72
PMMA/PANI-AuNP/SOD-ESCFM +0.30 vs. Ag/AgCl 425 pAcm > mM’ 0.3 uM S
SOD/chitosan AuNP/GCE —0.19 vs. Ag/AgCl 6.7 uAcm > mM' 1.7 nM 49
SOD/Cys- SG/AuNP/ITO +0.17 vs. Ag/AgCl 185 uAcm > mM ! 0.2 uM =L
SOD/Pt-Pd NP/CNT/SPEG —0.1 vs. Ag/AgCl 601 pA cm > mM 0.71 uM 7
SOD/Pt-Pd NP/PDARGO —0.30 vs. Ag/AgCl 909.7yAcm *mM ' 2.0uM =
MeSOD/AuFs/GCE -0.30 vs. Ag/AgCl 42pAcm *mM ! 92.1 uM 73
SOD/CNT/PEDOT/GCE -0.30 vs. Ag/AgCl 1115 pA cm > mM' 1.0 uM &
Sty-(SOD-0.5% GA-2%PEI)/Pt +0.700 vs. SCE 11586 nAcm > uM ' 0.063 uM 7
(SOD 0.1%_BAS 2%_GA 2.5%)/PEDOT/Pt | —0.30 vs. SCE 104.15 pA cm > uM'! 11 nM Presente trabajo

4.6.3. Estudio electroquimico de la estabilidad del biosensor.

Se evalud el comportamiento de la eficacia del biosensor para el analisis del anion-radical
super6xido con respecto al tiempo. El estudio consistié en monitorear las sefiales amperométricas

registradas para la deteccién y cuantificaciéon de O, por medio de curvas de calibracién durante un

periodo de 28 dias.
1.54
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Figura 3.21. Mediciones electroquimicas con el biosensor (SOD 0.1%_BAS 2%_GA 2.5%)/PEDOT/Pt en un rango
de concentracién (0.175,0.35,0.7,0.875,1.05,1.225,1.4,1.575) uM de O, . Estudio de la estabilidad después de 8,12
y 28 dias de la primera medicion. La fuente de produccion de perdxido fue a partir del sistema KO,/NaOH pH 12.3.
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En la figura 3.21 se muestran las curvas de calibracién correspondientes a los resultados de
corriente (LA) contra la concentracién (0, / uM) a los 8, 12 y 28 dias después del primer uso del
biosensor en el andlisis. Se observa que la corriente registrada en las mediciones va disminuyendo hasta
en un 27% conforme avanza el tiempo. Esto se refleja a su vez en la ligera disminucién de la sensitividad
(0.597 uA/uM) del método para el andlisis de O, , pero finalmente este valor se mantiene dentro del

mismo orden de magnitud que el valor inicial, conservando un buen limite de deteccién (15 nM).

S. CONCLUSIONES PARCIALES

Un biosensor sensitivo y selectivo para 0, a base de superéxido dismutasa es presentado. El
desarrollo del mismo fue realizado inmovilizando la enzima SOD por el método de drop coating sobre el
electrodo modificado PEDOT/Pt. La integracién de glutaraldehido y albimina sérica de bovino
proporcionaron y preservaron la integridad, actividad y estabilidad de la enzima, lo cual contribuyé en la
buena sensitividad y buenos parametros analiticos exhibidos por el biosensor para el andlisis del anion-
radical superdxido.

La electropolimerizaciéon de PEDOT sobre la superficie de platino muestra un eficiente método de
recubrimiento superficial, que contribuye en el aumento sinérgico de la transferencia de carga interfacial,
lo cual impacta directamente en el incremento significativo de las sefiales analiticas. Otra particularidad
atribuida al recubrimiento de PEDOT es que actia al mismo tiempo como capa permoselectiva al paso de
H,0, y como barrera para evitar el paso de especies interferentes como UA, AA, XA, KO..

Los resultados analiticos que este trabajo muestra permiten establecer al biosensor para su potencial

aplicacion futura en la deteccion del O, para modelos bioldgicos in vitro e in vivo.
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CONSLUSIONES GENERALES

e Una metodologia novedosa de electroandlisis fue implementada para la deteccion y
cuantificcién simultdnea de GSH y GSSG como bimarcadores de estrés oxidativo en fluidos biologiccs
(orina y plasma) de organismos vivos, como modelo ratas Wistar intoxicado con plomo. Ningtn otro
estudio hasta la fecha ha reportado metodologia similar para la determinacién de la cupla antioxidante
(GSH/GSSG) en fluidos bioldgicos empleando técnicas electroanaliticas. Ademds cabe mencionar que
tampoco se ha reportado el analisis de estos biomarcadores simultdneamente sin el uso de pretratamiento y
derivatizaciéon empleando técnicas sofisticadas como HPLC/MS-MS. De tal suerte que el trabajo de
investigacién aqui presentado y con base en los resultados obtenidos, es pionero en este contexto.

e Dentro del mismo tema fue posible determinar que el método de electroandlisis, también
permite la determinacién de otras especies antioxidantes de suma importancia como el Acido ascérbico y
la Cisteina. Estos antioxidantes asi como el GSH juegan un rol importante durante el padecimiento de
estrés oxidativo y pueden ser clasificados como biomarcadores asociados al mismo. Esto implica que con
nuestro método seria posible determinar toda una gama de biomarcadores dentro de una misma muestra de
fluido bioldgico.

e Como se menciond el fendmeno del estrés oxidativo engloba tanto la participacion de
especies antioxdantes y oxidantes. De tal manera que para complementar el trabajo de investigacion,
tambie se desarrollo un método de electroandlisis para la determinacién de superéxido. Este método
también ha sido novedoso en comparacion con los reportados hasta la fecha, ya que sugiere el uso de una
metodologia relativamente sencilla pero eficaz para la deteccion del superdxido a niveles de concentracion
inferiores a los publicados en la literatura empleando técnicas de electroandlisis. Hasta el momento los
resultados reportados fueron los obtenidos en soluciones sintéticas de superdxido, sin embargo su

aplicacion para la deteccién del anién-radical superéxido en sistemas in vivo e in vitro es prometedora.
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PERSPECTIVAS

e Con respecto al tema de los antioxidantes, se continuard con la optimizacién adecuada del
método electroanalitico para la deteccion de una gama de antioxidantes (dcido ascorbico, cisteina y GSH-

GSSG) de manera simultdnea en muestras sintéticas y muestras realies (p.e. orina y plasma).

® De igual manera, a la par se realizaran métodos alternos de validacién para el método de

electroandlisis propuesto. En este caso para la deteccion de dcido ascorbico y cysteina.

e Para la determinacion de sper6xido, se trabaja en la deteccion de este radical-ani6 en sistemas
in vitro. Empleando un sistema enzimdtico de Xantina/Xantinaoxidasa. Posteriormente se considera la
aplicacion del método para el monitoreo del superéxido en cultivos celulares perturbados por algin
inductor que provoque el padecimiento de estrés oxidativo. Finalmente los resultados podran ser

asociados.

e Se trabaja también en el escalamiento del biosensor para la deteccién de superéxido. En este
caso se ha considerado el uso de ultramicroelectrodos de platino. La optimizacion de todos los parametros
para su modificacion e inmovilizacién de la enzima SOD siguen en marcha. Los resultados son

prometedores y se continua trabajando para establecer calibracién adecuada para su posible aplicacion.

103



ANEXO 1.
ANEXO L.

METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE ESTRES OXIDATIVO

i. Cuantificacion de ROS.

La evaluacién y demostracion de la participacion de ROS en eventos bioquimicos es posible mediante el
uso de diferentes metodologias '. En la figura Al se describe la clasificacién basica de las metodologias
empleadas para la determinacion del estrés oxidativo en organismos vivos. Comenzando por los ROS, la tnica
detecci6n directa de estos radicales es RSE 2.

Sin embargo de manera indirecta también es posible cuantificarlos mediante métodos espectroscopicos
donde usualmente se emplean cierto tipo de sales que son reducidas cuando se ponen en contacto con el
agente oxidante (p.e. 0, ) para generar un producto colorido que puede ser analizado en muestras bioldgicas
?. Los métodos de trampas de spin permiten que el radical reaccione con moléculas detectoras de amplio
campo para generar un producto estable el cual puede ser evaluado usando una variedad de técnicas, entre
estas UV-vis y HPLC. Algunos de los principales ensayos son la hidroxilacién del 4cido salicilico la
reduccién de citocromo c¢ para la deteccion de radicales superdxido 4 y la deteccioén de 6xido nitrico por la

. 2
produccion de compuestos coloreados “.

ii. Cuantificacion de metabolitos como productos de peroxidacion.

Otra manera indirecta para la cuantificaciéon de ROS consiste en el andlisis de metabolitos productos de
la peroxidacién de biomoléculas, ya que la presencia de estos productos finales sirve como una prueba de la
existencia de ROS en las células y tejidos. Generalmente el ADN se somete a hidrolisis enzimética para
posteriormente analizar los fragmentos de telomeros dafiados por medio de electroforesis en gel > Las
muestras hidrolizadas se aprovechan para hacer también andlisis de bases de ADN hidroxiladas tales como 8-
OHdG y Nj-etenodeoxiguanosin por mencionar algunos ejemplo; generalmente en este caso son empleadas
técnicas HPLC, MS-MS, GC-MS y UV-vis. Otra de las pruebas realizadas sobre el DNA es el ensayo cometa
donde es posible observar macroscopicamente la modificacion que esta macromolécula presenta por efecto del
dafio oxidativo .

El deterioro y dafio a lipidos altera y modifica la membrana celular y por lo tanto las funciones celulares
en general. La peroxidacion lipidica puede ser determinada por métodos alternos para cuantificar el progreso

del proceso oxidativo y evidenciar su existencia. Este proceso es caracterizado por la formacién de dienos
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conjugados (DC)° los cuales pueden ser ficilmente monitoreados por métodos espectroscépicos. En la dltima
etapa de se produce malondialdehido (MDA), el cual puede ser detectado por 4cido tiobarbitirico que da un
color rosa ficilmente medible ’. El pentano y el hexano son gases de hidrocarburo los cuales son productos
finales de la peroxidacion. Estos gases son detectados en el aliento de humanos y animales de prueba usando

cromatografia de gases.

Mediciones .| petodologias para la determinacion de estrés oxidativo

redox
Cuantificacién de ROS Cuantificacion de oxidantes
- \ «sistemas de dgfensa celular»
e =Y _ =
Directa Indirecta _
i j Evaluacion de LMWA Evaluacion de la actividad
Antioxidante total
ESR * Espectrofotometria
* Trampa de spin
* Ensayo cometa HPLC, GC-MS, MS-MS, UV-vis
Electroquimica

Cuantificacién de marcadores

de dafo oxidativo Evaluacién de
enzimas antioxidantes

DNA dafiado  proceso de peroxidacién lipidica  proteinas dafiadas

(e.g. 8-OH-dG) (e.g. aldehydes) (e.g. carbonyls)
~ Kits especificos
o ~ Epectrofotometria
s v e Immunoesayos

HPLC, GC-MS, MS-MS, UV-vis
Ensayo ELISA , Western blot e immunoensayos

. . ., L . . . . . . 2
Figura A1. Clasificacion basica de los métodos usados para determinar estrés oxidativo .

iii. Deteccion y cuantificacion de residuos proteicos oxidados.
La evaluacion del dafio oxidativo sobre proteinas puede ser abordado usando el ensayo de

Dinitrofenilhidracina (DNP) el cual sirve para marcar residuos carboxil, empleando técnicas como ELISA y

Western blot para cuantificar los niveles de DNP enlazada a grupos carboxilo ®. La cuantificacién de la
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perdida de grupos tiol —SH es otra metodologia alterna que a partir del quenching de fluorescencia en algunas
proteinas (p.e. triptéfano) puede estimarse °. Todos estos productos de residuos proteicos oxidados pueden ser
evaluados tanto por inmunomarcadores especificos, como con métodos de cromatografia liquida (HPLC) y

cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS) 10,

iv. Deteccion y cuantificacion de niveles de antioxidantes y sus metabolitos.

Los ensayos de actividad total antioxidante ofrecen grandes ventajas y es considerada una herramienta
muy util para detectar fendmenos de estrés oxidativo en fluidos bioldgicos y tejidos. Una gran cantidad de
métodos han sido propuestos para evaluar la actividad y composicion de enzimas antioxidantes, las cuales

junto con los LMW As, constituyen los dos principales componentes del sistema antioxidante.

v. Determinacion de la actividad enzimatica antioxidante.

La actividad de aquellas enzimas antioxidantes (p.e. SOD, CAT) puede ser determinada con técnicas
espectroscOpicas, empleando Kits especificos cuyos reactivos interactian con las enzimas para generar un
producto generalmente colorido, el cual se mide con UV-vis. Por medio de electroforesis en gel también es
posible determinar la actividad enzimdtica, por reconocimiento y diferenciacion de enzimas oxidadas. La
inmunocitometria es otra de las metodologias alternas que permite evaluar la funcién de enzimas

antioxidantes.

vi. Analisis del perfil antioxidante redox.

Los cambios en el perfil antioxidante redox pueden indicar inmediatamente que el sistema bioldgico se
encuentra bajo ciertas fisiopatologias generdas por dafio oxidativo 2. En este caso el agotamiento de una
molécula antioxidante causa cambios en los niveles de todas las moléculas antioxidantes. Este
comportamiento puede ser evaluado por medio del estudio individual de cada antioxidante o més bien dicho
de la relacion particular de cada cupla redox por ejemplo acido ascérbico/ascorbato; GSH/GSSG entre otros
"

Numerosos procedimientos de andlisis permiten la deteccion y cuantificacion de LMWAs y los
metabolitos generados debido a su oxidacion; lo que en conjunto determina la relacion de la cupla redox 2
Los métodos empleados generalmente son indirectos, ya que estos requieren de la reaccién por una parte de la

especie antioxidante con algin agente quimico que permite su derivatizacién y que posteriormente es
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detectado y cuantificado por técnicas espectrofotométrica, fluorescencia, HPLC, MS-MS 12 El metabolito
producto de la oxidacion del antioxidante también suele someterse a andlisis semejantes.

Otras técnicas indirectas son los métodos de inhibicién competitiva que involucran una especie radical
adicionada a la muestra junto con un capturador el cual compite con el antioxidante para atrapar al radical
oxidante. Los LMW As presentes en las muestras bajo investigacion pueden opacar/apagar al radical, entonces
interfiere en esta reaccion con el capturador adicionado; de tal manera que la variacion en la concentracion del
capturador es cuantificada con técnicas espectroscopicas (UV-vis) o electroquimicas y finalmente estos
valores son asociados a la concentracién de antioxidante presente en la muestra Existen otras metodologias

. e L . A e 1314
alternas, las cuales emplean diferentes técnicas incluyendo bioquémicas e inmunohistolégicas .

Los cambios en el poder reductor de las muestras bioldgicas esta correlacionado con todos los LMW As.
El poder reductor o también conocido como capacidad antioxidante total puede ser determinada por medicion
directa con el uso de métodos electroquimicos, en donde se emplea un electrodo sobre el cual se promueve la
oxidacién de todas aquellas especies reductoras presentes en la muestra. Los métodos electroquimicos
incluyen varias técnicas, tales como potenciometria, titulacion electroquimica y voltametria 2 La dltima se
describe a detalle, porque esta hace posible la medicion del poder reductor de ambos antioxidantes lipofilicos
e hidrofilicos en fluidos bioldgicos y tejidos homogenados. La medicién del poder reductor por métodos
voltametricos ofrece grandes ventajas 14, Algunas mediciones se realizan facil y rdpidamente, lo que permite
la evaluacién de varias muestras sin extraccion y tratamientos sofisticados.

Otro método directo se realiza monitoreando la actividad de una sonda ideal redox conocida cuyo estado
reducido y oxidado tienen diferentes propiedades fisicas que pueden ser medidas como una funcién de
concentracion. Esta sonda redox es cominmente férrico/ferroso la cual es empleada en el ensayo FRAP el
cual estd basado en la reduccion del férrico con antioxidantes en la muestra lo cual resulta en una solucién de

color azul que puede ser medido a 593 nm B,
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ANEXO IT

INTOXICACION AGUDA DE RATAS WISTAR CON PLOMO Y SU ASOCIACION AL
PADECIMIENTO DE ESTRES OXIDATIVO.

i. Generacion de tumores en ratas Wistar por efecto del estrés oxidativo inducido con plomo.

La intoxicacién aguda se refiere a una intoxicacion periédicamente rpomovida sobre el organismos vivo,
el cual suele presentar ciertas alteraciones fisiopatoldgicas (entre ellas tumoraciones corporales) y alteraciones
en el comportamiento '. La intoxicacién aguda puede ser prolongada hasta provocar la muerte del organismo
biologico modelo. Anélisis microscopico de cortes de tejido suelen ser utilizados para evidenciar la
acumulacion de plomo asociada a la intoxicacion, ademds del andlisis quimico de la concentraciéon de plomo
en sangre > ° %,

En esta pequena seccion se muestran los resultados fisicos y quimicos observados durante la
manipulaciéon de intoxicacion de ratas Wistar con plomo, y su asociaciéon con el padecimiento de estrés
oxidativo.

En este estudio los experimentos fueron realizados con animales (ratas Wistar) de peso promedio 210 +
37 g, estos se dividieron en dos grupos: control y tratados con plomo (intoxicado). EI grupo tratado con
plomo (n = 3) recibi6é 50 mgppac/KEcorporal de Rw de dosis intraperitoneal durante un periodo de dos semanas. La
solucion de PbAc fue preparada diariamente a partir de los reactivos originales para obtener la concentracion
deseada. El grupo control (n = 2) prescindi6é de la administracién de PbAc, pero, recibié la misma dieta,
administracién de agua y entorno general. Para el grupo de ratas tratadas elegimos la ruta intraperitoneal
(figura AIl-1(i)) de exposicion a PbAc promoviendo asi la intoxicacidon aguda en los animales g

Por una parte mencionaremos que después de la primera semana de haber aplicado la solucién
intraperitoneal de AcPb diariamente, observamos que justo en el cuadrante inferior abdominal de las ratas se
presenta una cierta inflamacion anormal (figura AIl-1(ii)). Esta inflamacién mencionada crecia conforme el
tiempo avanzaba, después de termindo el tratamiento de dosificacion se observa que la inflamacién aumento
considerablemente formado una especie de tumor (figura AIl-1(ii1)) cuya apariencia es dura al tacto. Cabe
mencionar que durante la dltima semana de intoxicacién también observamos el comportamiento bastante
agresivo que las ratas mostraban.

Consecutivamente se realizé el andlisis quimico de plomo en sangre. En la figura AIl-I se observa
claramente el incremento significativo de plomo hasta de casi 48 unidades en la sangre de aquellos animales

dosificados con AcPb.
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Figura AII-1. (I) Niveles de plomo en sangre de ratas Wistar intoxicadas con AaPb (grupo toxic) y no intoxicadas
(control). Inserto se muestra la curva de calibracién correspondiente. Fotografias de ratas Wistar (II-i) inyeccién
intraperitoneal de AcPb; (II-ii) inflamacién del abdomen bajo; (II-iii) tumor en el abdomen bajo.

*Fotografias tomadas con ayuda del asistente Juan Pedro Galvan del bioterio, Departamento de Biologia Experimental,
Universidad de Guanajuato.

Con base en las observaciones fisicas (pseudo diagnostico fisico) y el andlisis quimico de plomo en
sangre, podemos determinar que debido a la intoxicacién aguda de las ratas, este modelo bioldgico encaja
dentro de la clasificacién del padecimiento de estrés oxidativo en un nivel de intensidad intermedia ° % como
se observa en la siguiente tabla A-II.

Esto lo podemos explicar de alguna manera, con la validacion de la intoxicacién de los aimales, la cual
promueve e incrementa el padecimiento de fenémenos fisiopatolégicos como estrés oxidativo ’, el cual a su
vez provoca efectos fisiopatoldgicos de dafio celular generando tumoraciones debido al dafio tisular. De

alguna manera el propio organismo del animal logra mantener su homeostdsis celular y continta con vida

durante el periodo de intoxicacion.
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Tabla A-II. Se muestran los principales grados de intensidad para el estrés oxidativo, algunos de los

factores que lo detonan, las rutas de sefialamiento especifico y finalmente las respuestas fisioldgicas que se

expresa.
Factores de induccién Intensidad Ruta de sefializacion Activacion molecular Efecto fisiologico
de estrés oxidativo
Diet: . . Respuesta adaptati
s Baja Nrf2/Keapl Mecanismo antioxidante AL
Shock fisico
4 . o Res t binada:
Farmacos . d NF-kB, AP1,MAP Mecanismo antioxidante y cspuesta combinada
ntermedia Adaptacién vs Daii Tul
Drogas quinasas protefnas de inflamacién aptacion vs Lo cefuiar
Metales pesados
iaci . . N sis y Apoptosis
atbraomes DY @ 11% Alta Desconocida ? Desconocida ? CCTOSIS y APOPLOSIS

iil.  Asociacion entre estado redox y el padecimiento de tumores en ratas Wistar intoxicadas con

plomo.

Dentro del mismo contexto hemos querido también interpretar y asociar nuestros resultados con el
estado redox del organismo vivo . De acuerdo a los procesos de generacién y eliminacién de ROS. Al parecer
nuestro modelo bioldgico en estudio (ratas Wistar) muestra la capacidad de regular y mantener niveles bajos
de ROS *”°,

Creemos que esto ocurre de la siguiente manera: durante la primera semana de intoxicacioén (Figura AIl-
2i) las ratas entran dentro del proceso de estrés oxidativo agudo, donde el organismo de estos animales genera
una sobreproduccion de ROS durante este periodo de tiempo. En este caso es posible pensar que los sistemas
de defensa antioxidante son capaces de hacer frente adecuadamente para controlar la cantidad de ROS y
regresar a los niveles dentro del rango de una fisiologia normal. Probablemente esto es atribuido al incremento
en la produccién y expresién de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos °, evitando de alguna
manera transtornnos fisioldgicos severos.

Posteriormente mediante el tiempo de intoxicacion se prolonga (segunda semana) se pasa a la siguiente
etapa, el estrés oxidativo cronico (Figura AlI-2ii), en donde al parecer la sobreproducciéon de ROS sigue
dentro de los mismos niveles y es constante. Sin embargo en este caso la capacidad celular requiere de mas
tiempo para neutralizar la sobreproduccién de ROS. De tal manera que la homeostasis del organismo se ve
alterada lo que implica aletargar un poco mds su estabilidad fisioldgica. El dafo celular y tisular se muestra
mas grave debido a la exposicion de los componentes celulares con las especies oxidantes durante un periodo

. ., 1 ..
mayor de tiempo lo que provoca la formacién de tumores '° y otros padecimientos.
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(c) Estrés oxidativo
A crénico
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Figura AII-2. El esquema muestra el comportamiento dindmico para las diferentes etapas descritas para el estrés
oxidativo. El estado redox asociado a ratas Wistar intoxicadas con plomo se explica en funcién a la fluctuacién de los
niveles de ROS y antioxidantes bajo estrés oxidativo agudo (i) y crénico (ii).

Esta informacién nos ha permitido completar y entender atin mds el desarrollo del trabajo de
investigacion aqui realizado. Cabe aclarar que quedan algunos puntos por retomar, los cuales serdn abordados

posteriormente como perspectivas.
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