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Resumen

En este trabajo, se expone por primera vez la interaccion del acetaminofén con las bases puricas del DNA (guanina y adenina).
El estudio de la interaccién se realizéd utilizando la voltamperometria diferencial de pulso (VDP), se encontré que, el
acetaminofén, la guanina (G) y adenina (A) no presentan interferencia entre las diferentes especies, y sus sefiales puede ser
analizadas de forma independiente. La interaccion fue analizada con el efecto de la concentracion del farmaco sobre los cambios
de la corriente y el potencial y se observé una disminucion significativa en la corriente de G y A lo que indica posibles
interacciones quimicas con las bases. Ademas, se analiz6 la interaccion con el producto de oxidacion de acetaminofén la N-
acetil-para-benzoquinoneimina, a través su produccion in situ por microelectrélisis, los resultados sugieren un dafio sobre Gy A
inducido por la exposicion al producto de la degradacion oxidativa, la base mas afectada es adenina.

Palabras Clave: interaccién farmaco-bases nitrogenadas-DNA, dafio-DNA, acetaminofén, guanina, adenina.

Abstract

The interaction of acetaminophen with the purine bases of DNA (guanine and adenine) is exposed for the first time. The
study of the interaction was carried out through differential pulse voltammetry (VDP), there are not interference between
acetaminophen, guanine (G) and adenine (A), so they can be analysed independently. The effect of the drug concentration was
analysed from current and potential changes, as indicative of possible alterations in the bases, a significant decrease in the current
of G and A was observed. In addition, interaction with oxidation product of acetaminophen, N-acetyl-para-benzoquinoneimine,
was analysed through production in situ by electrodeposition of the oxidized species of the drug. the results show a damage on
G and A induced by the exposure to the product of oxidative degradation, where the most affected base is adenine.

Keywords: drug-nitrogenous bases interaction, DNA-damage, acetaminophen, guanine, adenine.

1. Introduccion benzoquinoneimina (NAPQI) y el p-aminofenol, compuestos

asociados con dafio hepatico y neurotoxico respectivamente

La adenina (A) y la guanina (G) forman parte de la
estructura de los &cidos nucleicos, los cuales almacenan
informacién genética y juegan un papel importante en la
biosintesis de proteinas, se sabe que tienen una gran variedad
de funciones en el metabolismo de las células, por lo que los
cambios en la estructura o en la concentracion de Ay G pueden
desencadenar diversas enfermedades, como Parkinson,
carcinoma y enfermedades hepaticas (McGill, H., 2012). Por
otra parte, el acetaminofén (AFEN) es un farmaco usado
frecuentemente como principio activo en una gran cantidad de
medicamentos a nivel mundial y se ha reportado un sobreuso,
asi como algunos problemas de toxicidad. Sus productos de
degradacion con mas relevancia son las N-acetil-para-
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(Jaeschke, et al., 2012, Phillips & Arlt, 2009). Para identificar
si hay un efecto nocivo a nivel DNA es necesario tener un
método eficaz, en este caso, los métodos electroquimicos son
una muy buena opcion debido a su alta selectividad y
sensibilidad, ademas de su costo relativamente bajo y facilidad
de uso en comparacion de otras técnicas (Hasanzadeh, et al.,
2016, Rehman, et al., 2015).

Dado que, el AFEN puede degradarse por estrés oxidativo
con H,0,, es posible usar como alternativa las técnicas
electroquimicas para producir los productos de oxidacién a
partir de la aplicacion de un potencial electroquimico
adecuado, la produccidn de la especie oxidada dependera del
tiempo y del valor del potencial, en este caso el producto de
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oxidacion se genera y acumula sobre la superficie del
electrodo, este método resulta mas amigable en comparacién
con el uso de H,O, como agente oxidante, ademas tanto el
farmaco como el producto pueden ser cuantificados por la
misma técnica. Una vez generada la oxidacion del AFEN,
entonces es posible evaluar su interaccién con las bases
puricas.

Es asi que, en este trabajo se estudia la interaccion del
AFEN con adenina y guanina, ademas se estudia la interaccion
de la especie oxidada NAPQI con adenina y guanina aplicando
la voltamperometria diferencial de pulso. Se analiza el
comportamiento electroquimico de cada especie, se evallan
las sefiales electroquimicas de guanina y adenina y se detecta
cambios en los voltamperogramas de las bases pdricas cuando
estdn en presencia del AFEN en concentraciones altas o
cuando estan en presencia del producto de oxidacion, NAPQI,
se detectan cambios en la corriente y en los potenciales de pico.

2. Material y métodos
2.1. Reactivos

Se utiliz6 acetato de sodio, cloruro de sodio, &cido acético,
guanina (porcentaje de pureza >98%), adenina (porcentaje de
pureza >99%) y AFEN grado analitico. La solucion
amortiguadora de acetatos (SAA,0.1 M) a pH 4.5 fue preparada
con CH3;COOH y C;H3NaO;, el pH fue ajustado con NaOH
(1.0 M). Todas las soluciones fueron preparadas con agua
desionizada (MiliQ 18MQ). Todos los reactivos usados son de
la marca Sigma Aldrich.

2.2. Mediciones electrogquimicas

Todas las mediciones electroquimicas se realizaron con un
potenciostato portatil (Dropsens uStad400), para el estudio se
usaron electrodos serigrafiados (SPE) comerciales (Dropsens)
que integran un electrodo de referencia (Ag/AgCl), un
electrodo auxiliar (carbono) y de trabajo (carbono). La
caracterizaciéon de AFEN, se realiz6 por voltamperometria
ciclica (VC), mientras que, el estudio de la interaccion se
realiz6 por voltamperometria diferencial de pulso (VDP) en la
ventana de potencial de 0 a 1.4 V, con un pulso de potencial de
0.06V, un tiempo de pulso de 75ms y velocidad 30mV/s. Para
todas las mediciones se verifico que la superficie de electrodo
no estuviera contaminada utilizando un sistema blanco.

El analisis cuantitativo de cada analito se realiz6 a partir de
las curvas de calibracion de los estandares. Los productos de
oxidacién de acetaminofén se obtuvieron de forma
electroquimica aplicando un voltaje de 0.55 V, durante un
tiempo establecido. El potencial de 0.55V corresponde a un
sobre-potencial respecto a la oxidacion de AFEN por DPV, lo
cual permite la generacion de la especie NAPQI, potenciales
mayores podrian propiciar la oxidacion de G y A.

2.3. Interaccion farmaco-base purica

Se prepararon sistemas electroquimicos mezclando
acetaminofén-guanina, acetaminofén-adenina, acetaminofén-
guanina-adenina, variando la concentracion del acetaminofén,
y se eligié una relacién de concentraciones para la interaccion
por 4, 24 y 48 horas. Para cada experimento se realizdé un
sistema control y de forma individual se analizaron las
soluciones de AFEN, G y A bajo las mismas condiciones.

2.4. Condiciones oxidantes

Se prepararon mezclas de acetaminofén-guanina,
acetaminofén-adenina, acetaminofén-guanina-adenina, vy
utilizando el sistema de tres electrodos se realizd una micro-
electrdlisis un potencial de oxidacion aplicado de 0.55V en el
intervalo 0 a 5min. El mismo tratamiento se aplicé a las
disoluciones de cada uno de los analitos (AFEN, G y A).
Posterior a la electrdlisis se monitoreo los valores de potencial
y de corriente de pico anddico. Se caracterizo la interaccion
entre G-AFEN y A-AFEN, a través de los desplazamientos de
potencial y/o cambios en la sefial analitica (corriente). Se
considerara una posible interaccién entre las especies cuando
se tiene un cambio en la concentracién mayor o igual 10% o
cuando el potencial de las sefiales de oxidacidon se desplaza mas
de 50 mV.

3. Resultados y discusion
3.1. Caracterizacion electrogquimica

Como se ha informado el AFEN se oxida electroquimica-
mente a  N-acetil-para-benzoquinoneimina  (NAPQI)
(Salehzadeh, H., 2021, ), en la Figura la se presenta el
comportamiento electroquimico de AFEN por
voltamperometria ciclica, en el cual se observan las sefiales de
los procesos de oxidacion y reduccién, la relacion de corriente
entre los picos anddico y catddico superior a 1.0, asi como la
diferencia entre los potenciales superior a 60 mV, es un
indicativo de que el proceso redox del fAirmaco presenta una
cinética de transferencia electrénica lenta (Bard, 2004). Por
otra parte, el estudio de velocidad mostr6 que la oxidacion de
AFEN esta controlado por difusion, se demuestra con el
andlisis de corriente en funcion de la raiz de velocidad de
barrido de potencial (v¥?), con r? =0.99, la ecuacién que
representa el comportamiento es 1a=402.02v%2-5.14,
1c=205.89v¥2+19.54. En el voltamperograma de la Figura 1 se
muestra que el AFEN tiene una corriente de oxidacion méxima
a0.61V.

La interaccion farmaco-bases puricas se analiz6 a partir de
las variaciones en los VVDPs, en la Figura 2A, se muestra las
sefiales caracteristicas de los procesos de oxidacion de AFEN,
Gy A a041lV, 078V y 1.10 V respectivamente. La
separacion de los potenciales de pico es cercana a 300 mV, por
lo que se puede deducir que no existe interferencia entre las
sefiales de los analitos y es factible la determinacion de cada
uno de los tres presentes en una mezcla (Figura 2B).
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Figura 1: VC de AFEN [50ug/ml] a 100mV/s, en SAA,0.1 M, pH 4.5,
electrodo SPE.
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Figura 2: A) VDPs de soluciones de AFEN, G y A individuales, a una
concentracion de 0.3mM, y B) Mezcla de AFEN, G y A. Analizados a pH
4.5y con un electrodo SPE.
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3.2. Andlisis cuantitativo

Para la determinacion cuantitativa de las bases puricas se
obtuvieron los VDPs y se evalud la relacion lineal entre la
corriente de pico anddica (Ipa) y la concentracion, en el
intervalo de 20 a 100 pg/mL. Las ecuaciones que representan
las curvas de calibracion son:

Guanina: Ipa(HA)= 0.461C (ug/mL) + 1.26; r’>=0.996

Adenina: Ipa (uA)= 0.517C (ug/mL) + 0.921; r>=0.995
El coeficiente de variacion sobre el factor respuesta de guanina
fue 1.13%, mientras que para adenina fue de 2.93%, para n=3.

3.3. Efecto de la concentracion de acetaminofén sobre guanina

Con el fin de conocer la interaccién entre el farmaco y su
producto de oxidacidn con la guanina, se analizo el efecto de
la concentracion de AFEN sobre la intensidad y potencial de la
sefial de la G (Figura 3A). Se observa que la sefial de la G
disminuye y no es cuantificable, mientras que el potencial de
la sefial de oxidacion de la guanina se desplaza 80mV mas
positivo (Figura 3A). Un aspecto importante es que la sefial de
la guanina disminuye y se enmascara cuando la concentracion
del farmaco es 20 veces mayor que la de la base G (Figura 3).
Por lo anterior se elige un sistema con una relacion molar 5:1
AFEN/G para poder hacer el seguimiento en la interaccion en
funcion del tiempo de oxidaciébn de AFEN, en estas
condiciones los cambios producidos por la concentracion de
AFEN sobre la corriente de G corresponde a un cambio de
corriente de pico anddico (Alpa) menor al 10% y un
desplazamiento del potencial (AE) menor a 50mV.
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Figura 3: A) VDPs de la interaccion G con AFEN a diferentes
concentraciones. B) Efecto de la concentracién de AFEN [de 0.3 a 6 mM]
sobre guanina [0.3 mM].

3.4. Efecto de la concentracion de acetaminofén sobre adenina

El efecto del incremento de la concentracion de AFEN
sobre la sefial de adenina (Figura 4A), no tiene impacto a
concentraciones bajas, donde la sefial de A permanece sin
cambios significativos. Cuando la concentracion del fa&rmaco
es 8 veces mayor respecto a la de la base, la sefial de la adenina
no es cuantificable, es decir la adenina es enmascarada por el
farmaco. Para el AFEN se presenta un comportamiento lineal
de la corriente en funcién del incremento en la concentracion,
y a concentraciones altas se presenta un desplazamiento en el
potencial de 50mV. Cabe mencionar que el tiempo de
interaccion es de 1.25min para cada concentracién.

Para el seguimiento de la interaccién farmaco-adenina bajo
condiciones de potencial de oxidacion impuesto se seleccion6
un sistema con una relacién molar 5:1 AFEN/A (Figura 4B),
donde el cambio en la corriente es del 6% y el desplazamiento
del potencial de pico anddico es de 20mV sobre A.

3.5. Estrés oxidativo

Para la produccion de NAPQI, producto de la oxidacion de
AFEN, vy establecer asi el estrés oxidativo, se impuso al
electrodo un potencial de oxidacion superior al Epa de AFEN
para de garantizar s6lo la oxidacién del fa&rmaco, por lo que se
eligié 0.55V, el potencial fue aplicado durante diferentes
tiempos. Cuando el potencial se aplica por tres minutos y
después se evalla el VDP, la sefial del AFEN disminuye
significativamente (42%) por lo que, se considera que la
especie oxidada incrementa su concentracion sobre la
superficie del electrodo, la variacion en la sefial esta indicada
en la Figura 5. Otros parametros indicativos de la presencia de
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la especie oxidada de AFEN es el desplazamiento del potencial
(40mV), el cambio en la amplitud del pico, asi como el
desplazamiento en la linea base.
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Figura 4: A) VDPs de la interaccion A con AFEN a diferentes
concentraciones. B) Efecto de la concentracion de AFEN [de 0.3 a 4.5 mM]
sobre Adenina [0.3 mM].

120

100

80

60

Corriente (pA)

40

20

0 02 04 06 08 1 12 14
Potencial (V vs Ag/AgCl)

Figura 5: VDP AFEN (2.2 mM) con estrés oxidativo a diferentes tiempos de
potencial de aplicacion (Epa = 0.55V).

3.6. Interaccidn Acetaminofén guanina y Acetaminofén adenina

Para analizar el efecto de la N-acetil-para-
benzoquinoneimina sobre la guanina, primero se evalu6 el
potencial aplicado (0.55 V) sobre guanina en ausencia del
AFEN. La Figura 6A, muestra que la guanina no presenta
ninguna alteracion sobre el potencial de oxidacion, y el valor
de la corriente del pico tiende a disminuir ligeramente

proporcional con el tiempo de aplicacion de potencial (25% en
15 min). La disminucién en la corriente se asocia a la
disminucion en la concentracidn de la guanina; que se puede
oxidar en condiciones de subpotencial. Por otra parte, en el
estudio de la interaccion del farmaco con guanina ([AFEN/G]=
5:1) en condiciones de estrés oxidativo, ver Figura 6B, se
encontrd que, al aplicar el potencial por 5min, tanto la sefial
del AFEN como de la G disminuyen de forma significativa, la
aparicion de una nueva sefial en la ventana de potencial de 0.2
a 0.35V sugiere la formacion de una nueva especie.
Considerando que la corriente de la nueva sefial aumenta con
el tiempo de exposicién de la guanina ante el producto de
oxidacion del farmaco, entonces en Epa = 0.34V se propone
que el producto se genera a partir de la interaccion AFEN-
guanina, en particular se ha reportado que la guanina puede
formar puentes de hidrogeno entre los grupos amino de la base
y grupos funcionales como C=0 de otras especies, por lo que
se propone este tipo de interacciéon entre el NAPQI y la
guanina. La inhibicion de la sefial de la guanina es otro
indicativo de esta posible asociacion NAPQI-G.

En el andlisis de la interaccion del AFEN con adenina,
primero se evalu6 el efecto de imponer el potencial de
oxidacion de 0.55V sobre la sefial de adenina y se encontrd que
no hay cambios significativos sobre la corriente 6 sobre el
potencial de oxidacién (Figura 7A). En el caso de la relacién
molar AFEN/A 5:1, Figura 7B, la sefial de adenina disminuye
hasta desaparecer después del primer minuto de imponer el
potencial (oxidacion del farmaco). Los cambios en la corriente
de oxidacion del AFEN sugieren que disminuye su
concentracion y que su proceso de oxidacion estd cambiando
ya que el potencial de pico se desplaza y el ancho aumenta.
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Figura 6: Efecto del potencial (0.55V) aplicado A) guanina B) guanina en
presencia de AFEN (1.5mM) durante 0. 5 y 15min.
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Figura 7: VDPs Efecto del potencial (0.55V) aplicado sobre
A) adenina B) adenina en presencia de AFEN (2mM) durante
0.5y 15min.

3.7. Interaccion de la NAPQI con mezcla guanina-adenina en
condiciones de estrés

En el estudio de la interaccion AFEN: A: G (Figura 8) auna
relacion molar 10:1:1, a través de los VDPs muestra que la
especie oxidada del fArmaco y las bases puricas interactdan, y
que la sefial de guanina y adenina son enmascaradas cuando
estan expuestas por mas tiempo al producto de oxidacién del
AFEN, la base purica que sufre mayor efecto es la adenina,
pues su sefial de oxidacion ya no es detectada en los primero 5
min. de interaccion con la especie NAPQI (ver Figura 8).

En la Figura 8, se observa un comportamiento similar al
mostrado en la Figura 6, la interaccion entre el AFEN, NAPQI
y guanina, genera una sefial de oxidacién en la ventana de
potencial 0.2 a 0.42 V. Considerando las interacciones
individuales de las bases puricas con el farmaco, se conoce que
la guanina contribuye fuertemente a la formacion de la especie
que se oxida en 0.34V, asi también se observa que la linea base
(corriente capacitiva) tiende a incrementar como un resultado
de la interaccion, lo que no se observa en las Figuras 6y 7.

Las interacciones entre el AFEN y la especie oxidada
NAPQI con las bases puricas pueden asociarse a la formacion
de enlaces tipo puente de hidrégeno siendo mayores en el
producto de oxidacion del farmaco con la base, ya que la
formacion de la quinona facilita la interaccion con la base a
través de los grupos C=0, C=N, y NH de los 4 compuestos.
Otro mecanismo reportado en estudios electroquimicos indica

la presencia de especies degradadas de guanina a valores de
potencial menos positivos al valor de oxidacién de la base
purica. Este proceso involucra la formacion de radicales libres
que dan origen a la formaciéon de 8-oxoguanina o bien 8-
oxoadenina (Hassani et al., 2021, Oliveira-Brett et al., 2002,
2002); es asi como en los sistemas evaluados se puede
considerar que al oxidarse el AFEN se generen radicales libres
que oxidan en fase homogénea a las bases puricas antes
mencionadas, generando la nueva sefial de oxidacion de las
bases pdricas a un potencial de 0.38V.
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Figura 8: Interaccién AFEN (5x10~° M) guanina, adenina (relacion molar
10:1:1:1) con aplicacién de potencial 0.55V, en solucién amortiguadora pH =
45.

4. Conclusion

La oxidacién del AFEN a NAPQI en presencia de Guanina
origina una nueva sefial voltamperométrica a 0.34 V, asi como
la disminucién de la concentracion interfacial del farmaco.

A partir de los desplazamientos de potencial y los cambios
en la corriente (concentracién), se propone una interaccion del
AFEN y NAPQI con las bases pdricas, una posible asociacion
por puentes de hidrégeno.

Los mecanismos de interaccién pueden originarse por una
oxidacion de AFEN a subpotencial, por la oxidacion de AFEN
catalizada por la formacion de puentes de hidrégeno con la
Adenina y Guanina, o por una oxidacion en fase homogénea
de la guanina por radicales libres provenientes del NAPQI.

El estudio revela que es posible monitorear el dafio u
oxidacion de las bases puricas de DNA causado por el farmaco
y por su metabolito oxidado, por lo que podria desarrollarse un
método para poder analizar el dafio que generan los productos
oxidacion de cualquier farmaco a las bases puricas de DNA.
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