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Resumen  

Los sistemas celulares tienen mecanismos para mantener en equilibrio las 

reacciones REDOX. Estos incluyen vitaminas y enzimas a los que se les denominan 

antioxidantes, pues contrarrestan o neutralizan a las especies reactivas de oxígeno 

(ERO) originadas por el metabolismo celular. Sin embargo, se han asociado a 

diferentes enfermedades con el estrés oxidante (EO), por ejemplo, Alzhéimer, 

diabetes tipo II, colitis, entre otras. El EO se establece por la disminución de los 

sistemas antioxidantes y el aumento exagerado de ERO. Una de las consecuencias 

del EO es la formación del compuesto oxidado 3-nitrotirosina (3-NT) en proteínas y 

se asocia con diferentes enfermedades degenerativas. La 3-NT se forma por la 

reacción del superóxido con óxido nítrico, lo que resulta en peroxinitrito y este último 

reacciona con la tirosina de las proteínas formando 3-NT como producto final. La 

formación de esta molécula representa un daño irreversible para las proteínas, pues 

no se ha descrito algún sistema celular que lo revierta y esto puede resultar en 

daños mayores como la pérdida o ganancia de las funciones de las proteínas. No 

obstante, la levadura Debaryomyces hansenii cuenta con enzimas con la actividad 

de denitrasas cuando crece en estrés salino y su función es eliminar el grupo nitro 

de esta molécula sin degradar o hidrolizar a las proteínas.  

En la presente tesis se plantea que la concentración de 3-NT de las proteínas de 

los hígados de ratones enfermos de colitis disminuirá después de estar expuestas 

a las denitrasas de los extractos proteicos de D. hansenii. 

El objetivo del presente estudio es evaluar la actividad de las denitrasas de los 

extractos de proteínas totales de D. hansenii en los extractos de proteínas totales 

de hígado de Mus musculus con colitis.    

Por medio de la utilización de la reacción de peróxido con el compuesto 2’ 7’-

diacetato de diclorofluoresceína se determinó la concentración de ERO en los 

extractos de hígados de Mus musculus con y sin colitis. La diminución de 3-NT se 

determinó por ELISA en los extractos proteicos de los hígados de M. musculus con 

y sin colitis antes y después de ser incubados con los extractos de proteínas totales 



 

 
IX 

de D. hansenii crecida en medio de cultivo para levadura, adicionado con cloruro de 

sodio 1 y 2 M. Finalmente, a las muestras se les determinó la concentración de 

nitritos mediante la reacción de Griess.  

Los resultados muestran que los niveles de ERO son mayores en los extractos 

proteicos de los hígados de los ratones con colitis (p<0.05, t-Student). Asimismo, 

los niveles de 3-NT en los extractos proteicos de hígado de ratón con colitis son 

mayores que los niveles encontrados en las muestras control, sin embargo, no 

muestran diferencias significativas (p>0.05, Mann-Whitney). La concentración de 3-

NT en las muestras de los extractos proteicos de hígado después de la incubación 

con los extractos proteicos de D. hansenii disminuye en las muestras donde la 

levadura se sometió a estrés salino (p<0.05, Mann-Whitney). Mientras que los 

niveles de nitritos aumentan en los extractos proteicos de los hígados con los 

extractos proteicos de la levadura (p<0.05, Mann-Whitney). 

Finalmente se concluye que el daño a las proteínas oxidadas en su tirosina por 

peroxinitrito en los hígados de ratón enfermo de colitis puede ser revertido por las 

enzimas denitrasas de D. hansenii. 
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1. Introducción 

El sistema de salud enfrenta uno de los mayores retos debido a la incidencia de 

enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT), pues son la primera causa de 

muerte a nivel mundial de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS). 

Además, su incidencia va en aumento por el envejecimiento de la población y los 

estilos de vida actuales que acentúan el sedentarismo, la mala alimentación, el 

sobrepeso y obesidad, el consumo de alcohol y de tabaco, niveles altos de presión 

arterial, colesterol y glucosa, entre otros. Estos factores terminan por contribuir al 

desarrollo de enfermedades como diabetes, colitis, enfermedades cardiovasculares, 

neurológicas, entre otras que representan una verdadera epidemia (Tabla 1). Las 

ECNT son padecimientos de larga duración cuya evolución generalmente es lenta 

(OMS, 2013; Córdova-Villalobos et al., 2008).  

Tabla 1. Principales factores de riesgo de las ECNT con mayor prevalencia. Modificado de Córdova-

Villalobos et al. (2007). 

Factores de 
riesgo 

Enfermedad 

Enfermedad 
cardiovascular Diabetes 

Cáncer 
(pulmonar, 
gástrico, 
hepático, 

colorrectal, 
mamario, 

cervicouterino)  

Enfermedad 
pulmonar 

obstructiva 
crónica 

Enfermedades 
cerebrovasculares 

Consumo 
de tabaco * * * * * 
Consumo 

de bebidas 
alcohólicas   * * * 

Dieta no 
saludable * * * *  

Inactividad 
física * * * * * 

Presión 
arterial alta * *   * 
Sobrepeso 
y obesidad * * * * * 

Glucosa 
elevada * * *   

Colesterol 
elevado * * *   
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La incidencia y el aumento de las ECNT se consideran un problema de salud pública 

que son el resultado de cambios sociales y económicos; pues los tratamientos 

suelen ser complejos y de costos elevados.  Además, son la causa más frecuente 

de incapacidad prematura. Por lo que la prevención y control de las ECNT deben 

ser una prioridad para el sector salud, así, la OMS también resalta la importancia 

del conocimiento del origen y desarrollo de este grupo de enfermedades para poder 

tratarlas y sugiere continuar e incrementar las investigaciones sobre el tema (OMS, 

2013).  

El interés sobre el estudio de los radicales libres (RL) y el estrés celular ha 

incrementado en el área de la salud con la finalidad de conocer los mecanismos que 

mantienen el equilibrio celular y cómo su desequilibrio se relaciona con el 

envejecimiento de las mismas. La comprensión de estos mecanismos en las ECNT 

y su conexión con el progreso de este grupo de enfermedades podría ayudar a 

mejorar la calidad de vida del humano, pues es una herramienta para conocer el 

origen de diferentes enfermedades, sobre todo de tipo crónico-degenerativas 

(Rodríguez et al., 2001).  

La investigación que se presenta en esta tesis se centra en la acumulación de la     

3-nitrotirosina (3-NT) por varias razones: su formación es el producto de la reacción 

de peroxinitrito (ONOO-) con el aminoácido tirosina (Tir) de proteínas y su presencia 

se relaciona con estrés oxidante (EO), algunas enfermedades degenerativas, sobre 

todo con las pertenecientes al grupo de ECNT (Souza et al. 2008). Además, en 

mamíferos no se ha reportado ningún sistema eficaz que repare el daño que pueda 

causar dicho compuesto, por lo que revertir la formación de esta molécula podría 

significar una mejoría en la salud, sin embargo, la información al respecto es escasa. 
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1.1 Radicales libres 

Los compuestos conocidos como RL son especies químicas, moléculas o átomos, 

que poseen al menos un electrón desapareado en su último orbital. Dicha condición 

les confiriere un alto poder oxidante, por tanto, son capaces de reaccionar 

inmediatamente con múltiples biomoléculas pudiendo unirse con ellas y alcanzar un 

estado químico más estable. Por ejemplo, pueden robar un átomo de hidrógeno, 

unirse químicamente a otra molécula (Maldonado 2010; Solache, 2009). Un 

compuesto puede convertirse en RL captando o perdiendo un electrón, asimismo, 

pueden formarse cuando un enlace covalente se rompe de forma homolítica y cada 

electrón de la pareja compartida permanece en un átomo, tabla 2 (Königsberg, 

2008). 

Tabla 2. Formación de radicales libres. Modificada de Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri 

(2005). 

Radical formado por la pérdida de un electrón de un no 

radical 

 

X → e – + X•+ 

 

Radical formado por la ganancia de un electrón de un no 

radical 
Y + e–  → Y•- 

Radicales formados por la ruptura de enlaces covalentes 

 

A: B → A + B• 

 

Los RL se clasifican de acuerdo con el tipo de átomo del cual provienen. Así, hay 

especies reactivas derivadas del oxígeno (ERO) y especies reactivas derivadas del 

nitrógeno (ERN) (Gutiérrez, 2006). A su vez, cada una de ellas presenta varios tipos 

de RL o pro-radicales tal como se refiere en la tabla 3 (Hernández-Rodríguez et al. 

2014; González-Torres et al. 2000). Por su parte, las ERN pueden o no ser RL 

Algunos ejemplos de radicales son el óxido nítrico (NO•) y dióxido de nitrógeno 

(NO2•), y de los no radicales son el catión nitronio (NO2+) y peroxinitrito ONOO-, por 

mencionar algunos. Dentro de las ERN, el NO• es de gran importancia ya que es 

una molécula de señalización involucrada en numerosos procesos biológicos, sin 
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embargo, cuando se produce en exceso está implicada en proceso de citotoxicidad 

(Hernández-Rodríguez et al., 2014; Chirino et al., 2006). 

Tabla 3. Principales especies reactivas derivadas del oxígeno y del nitrógeno. Así como sus 

correspondientes pro-radicales. Tomada de Gutiérrez (2006). 

Especies reactivas derivadas del oxigeno 

Radicales No radicales 

Superóxido (O2
_•) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Radical hidroxilo (•OH) Ácido hipocloroso (HOCl) 

Radical peroxilo (R-O2•) Ácido hipobromoso (HOBr) 

Radical alcoxilo (RO•) Ozono (O3) 

Hidroperoxido (HO2•) Oxígeno singulete (¹Δg) 

Especies reactivas derivadas del nitrógeno 

Óxido nítrico (NO•) Ácido nitroso (HNO2) 

Dióxido de nitrógeno (NO2•) Catión nitrosilo (NO+) 

 Anión nitrosilo (NO−) 

 Tetróxido de dinitrógeno (N2O4) 

 Trióxido de dinitrógeno (N2O3) 

 Peroxinitrito (ONOO−) 

 Ácido peroxinitroso (ONOOH) 

 Catión nitrilo (NO2•) 

 Alquil-peroxinitritos (R-OONO) 

En los tejidos sanos, las fuentes principales de RL son generados tanto a través de 

procesos fisiológicos propios del organismo como la respiración, metabolización y 

defensa; así como por factores ambientales. Por ejemplo, la contaminación, 

radiación, aditivos químicos, medicamentos, etcétera. Cuando los RL se encuentran 

en niveles basales intervienen en procesos importantes como la defensa frente a 

patógenos, la detoxificación de xenobióticos, la señalización celular, la agregación 

plaquetaria, entre otros (López y Porcal, 2014). El problema de los RL es su 

aumento descontrolado que desencadena en una condición denominada EO. 
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1.2 Especies reactivas de oxígeno y estrés oxidante  

El EO ha cobrado importancia debido a las consecuencias que puede tener en la 

salud. El consumo constante de bebidas alcohólicas, de tabaco y de alimentos 

procesados, además de ser factores de riesgo para desarrollar algunas de las 

ECNT, contribuyen con la formación de RL (Figura 1). Sin embargo, el cuerpo 

humano mantiene un balance de óxido-reducción entre la producción de pro-

oxidantes como RL, ERO y ERN que se originan como resultado del metabolismo 

celular, y los sistemas de defensas antioxidantes (AOX) que incluyen enzimas y 

donadores de electrones encargados de eliminar y reducir los efectos de las 

ERO/ERN. No obstante, los AOX pueden ser sobrepasados por la generación 

excesiva de pro-oxidantes y en consecuencia se establece una condición de EO, 

llamado estrés nitrosativo cuando se origina por la sobreproducción ERN. En 

general, el EO puede ocasionar daños a biomoléculas como proteínas, ácidos 

nucleicos y lípidos insaturados al modificar su estructura y su función biológica 

(Figura 2), lo que compromete la viabilidad celular y afecta a la salud; de esta forma 

es considerado componente central de diversas patologías (López y Porcal 2014; 

Dorado et al. 2003; Poljsak, 2001).  

Figura 1. Balance REDOX y enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT). La producción de 

radicales libres (RL) se da por diferentes causas, ya sean del mismo metabolismo o por fuentes 

externas, sin embargo, los sistemas antioxidantes (AOX) se encargan de neutralizarlos. Cuando hay 

una condición de estrés oxidante (EO), la generación de RL puede contribuir con la progresión de 

las ECNT (Dominio propio). 
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La condición de EO en organismos vivos se evalúa mediante la utilización de 

marcadores bioquímicos de daños por oxidación a biomoléculas, por ejemplo, la 

peroxidación lipídica, la oxidación de aminoácidos en proteínas y ácidos nucleicos, 

así como con la capacidad antioxidante relacionada con la determinación de 

enzimas, entre otras. Uno de los principales marcadores utilizados para determinar 

que ha ocurrido oxidación de proteínas es el compuesto 3-NT (Souki et al., 2007). 

 

Figura 2. El daño celular es provocado principalmente por la peroxidación de lípidos de la membrana. 

Permitiendo la producción de radicales libres (RL) y el ingreso de calcio (Ca+2). Esto provoca daño 

por oxidación, simultáneamente se liberan más radicales libres al medio intracelular, los cuales 

provocan una reacción en cadena, oxidando a su paso proteínas, carbohidratos, lípidos de 

membrana, incluso el propio ADN. Modificada de Maldonado et al. (2010). 
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1.2.1 Formación de óxido nítrico (NO•) 

Dentro del EO uno de los radicales que más atención ha tenido en los últimos años 

es el NO•, esta molécula es sintetizada por acción de la enzima óxido nítrico sintasa; 

la cual es una familia enzimática que se compone por tres isoformas que son: la 

sintasa neuronal (nNOS), la sintasa endotelial (eNOS) y la sintasa inducible (iNOS). 

Las tres isoformas generan NO• durante el proceso de conversión del aminoácido 

L-Arginina en L-Citrulina, obteniéndolo como co-producto de la reacción (Figura 3). 

Mientras que la nNOS y la eNOS producen NO• de forma constante hasta una 

concentración fisiológica del orden nanomolar, la iNOS se expresa en respuesta a 

un estímulo, generalmente de tipo pro-inflamatorio y produce NO• dentro del rango 

micromolar, superando mil veces el producido por las enzimas neuronal y endotelial 

(Hernández-Rodríguez et al., 2014; Lozano-Juste, 2011; Cuellar et al., 2010; García 

et al., 2007). La naturaleza lipofílica del NO• permite que se difunda con gran 

facilidad a través de la membrana a células adyacentes, mediando así el mecanismo 

de señalización celular (Moncada et al., 1991).  

 

Figura 3. Producción biológica de NO• catalizada por óxido nítrico sintasa. A partir de L- arginina se 

produce NO• y L- citrulina. La reacción requiere NADPH y oxígeno molecular. Tomada de Cuéllar et 

al. (2010). 

El NO• es considerado un mediador endógeno en diferentes procesos biológicos al 

participar en una gama amplia de procesos fisiológicos como la vasodilatación, 
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neurotransmisión, destrucción de patógenos, etcétera (Cuellar et al., 2010; 

Rodríguez, 2008; García et al., 2007; Carrizo, 1998, Kamisaki et al., 1998). 

A pesar de los efectos beneficiosos que el NO• tiene en el organismo, se debe tener 

en cuenta su papel como RL. El NO• es una molécula con un potencial REDOX alto, 

muy inestable y que puede reaccionar rápidamente (Figura 4), lo que implica que 

es capaz de oxidar especies dando lugar a la formación de compuestos radicales y 

no radicales denominados ERN (Carrizo, 1998). Desde este punto de vista el NO• 

es una molécula oxidante y reactiva, puede reaccionar con algunos derivados del 

oxígeno, produciendo compuestos tóxicos, como el peroxinitrito. 

La sobreproducción de NO• puede alterar funciones claves en el organismo como 

la inhibición de la glicólisis porque es citotóxico a nivel de la cadena respiratoria ya 

que bloquea la síntesis de trifosfato de adenosina mitocondrial (ATPm) (Clementi et 

al., 1998) o bien inhibe la enzima glutatión peroxidasa implicada en procesos 

antioxidantes (Asahi et al., 1995). Así, bajo determinadas condiciones, se puede 

llegar a una muerte celular inducida por apoptosis. Otro ejemplo del daño de la 

producción descontrolada de NO• es la muerte neuronal en algunas zonas del 

cerebro, lo que ocurre en procesos neurodegenerativos (Cuellar et al., 2010; García 

et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Óxido nítrico como mediador endógeno y su reacción con el radical superóxido. Modificado 

de Cuéllar et al. (2010). 
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1.2.2 Formación de peroxinitrito (ONOO-) 

En lo que se refiere al ONOO-, es otra de las moléculas representativas de las ERN 

y se forma por la reacción entre el NO• y el anión superóxido (O2_•) (Ischiropoulos, 

1998). 

NO• + O2
_• → ONOO- 

El ONOO- es un potente oxidante que atraviesa membranas celulares mediante 

canales aniónicos y puede causar la oxidación de moléculas como lípidos, proteínas 

y aminoácidos (cisteína, metionina, triptófano, fenilalanina, histidina y tirosina), 

iones metálicos, cofactores, etcétera. Además, estas modificaciones pueden inducir 

cambios conformacionales en sus estructuras causando la pérdida de sus 

funciones. Por ejemplo, el ONOO- puede inactivar enzimas como la superóxido 

dismutasa, que es una enzima antioxidante (Chirino et al., 2006; Navarro-Antolín y 

Lamas, 2002). Asimismo, el ONOO- daña varias moléculas de la mitocondria, lo 

cual afecta la respiración celular, disminuye la síntesis de energía y afecta el 

metabolismo del calcio. Esta interacción finalmente desencadena el proceso de 

muerte celular conocido como apoptosis (Cuellar et al., 2010; Radi et al., 2000).  

Si bien el ONOO- es un RL por sí misma, es capaz de producirlos mediante 

reacciones de homólisis formando radicales hidroxilo, dióxido de nitrógeno y trióxido 

de carbono, o bien por reacciones REDOX directamente con la oxidación de tioles 

y centros metálicos por transferencia monoelectrónica (Chirino et al., 2006; Navarro-

Antolín y Lamas, 2002).  

Las principales reacciones en las que interviene el ONOO- son: a) oxidación de 

tioles con formación tanto de radical tiílo como de ácido sulfénico y disulfuro, b) 

peroxidación de lípidos, c) modificaciones en el ADN mediante cambios 

estructurales de sus bases, d) citotoxicidad, e) nitración en residuos de tirosina 

formando 3-NT. Lo que puede desencadenar señales que terminen en un proceso 

de apoptosis celular. Muchos estudios han considerado al ONOO- como una de las 

principales especies reactivas responsable de procesos neurodegenerativos en 

enfermedades como Alzheimer y Parkinson, junto con la formación de 3-NT (ver 

revisión de Campolo, 2013; Ferrer-Sueta y Radi, 2009; Chirino et al., 2006). 



 

 
- 10 

- 

1.3 Tirosina como blanco de oxidación de las ERN 

Los residuos de aminoácidos más susceptibles de sufrir oxidación o nitración son 

cisteína, tirosina, metionina y triptófano. De todos estos, el que reacciona con más 

frecuencia con las ERN, particularmente del ONOO-, es la Tir de las proteínas. El 

ONOO- se forma por la reacción del radical O2_• con el NO•, luego reacciona 

rápidamente con la Tir para formar 3-NT, que se relaciona con procesos 

inflamatorios y la que constituye un reflejo de estrés nitrosativo (Ischiropoulos, 

1998). 

La tirosina es uno de los veinte aminoácidos estándar encontrados en las proteínas 

(Figura 5). Una de las características de este aminoácido es que posee una cadena 

lateral aromática (grupo fenol), que le confiere que sea relativamente apolar y pueda 

participar en interacciones hidrofóbicas. A su vez, el grupo hidroxilo (-OH) del grupo 

fenol puede formar puentes de hidrógeno y constituye un grupo funcional importante 

en algunas enzimas. Además de poseer los grupos funcionales ionizables 

característicos de los aminoácidos (grupos α-amino y α-carboxilo), el grupo fenol de 

su cadena lateral puede desprotonarse y encontrarse como fenolato, aportando una 

carga negativa extra. Su presencia en las proteínas es de aproximadamente un 3,2 

%, y posee un índice hidropático de -1,3 (un valor negativo predice la tendencia de 

los aminoácidos a buscar un ambiente acuoso), lo que determina dentro de las 

proteínas que los residuos de Tir puedan encontrarse tanto expuestos al solvente 

como en zonas menos expuestas (Campolo, 2013; Radi, 2013; Murray et al., 2005). 

  

  

  

Figura 5. Estructura del aminoácido tirosina. Modificado de Campolo (2013). 

El grupo fenol le otorga a la Tir dos roles especiales que contribuyen a la 

funcionalidad de diversas proteínas: por un lado, puede recibir grupos fosfato por 

medio de las proteínas cinasas específicas de Tir; por otro lado, los residuos de 
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dicho aminoácido pueden participar en procesos de transferencia electrónica, es 

decir, puede funcionar como intermediario formando un radical tirosilo tras la 

oxidación monoelectrónica del aminoácido. La respuesta celular a numerosas 

proteínas de señalización extracelulares involucra la fosforilación de residuos de Tir 

de ciertas proteínas. Ejemplos de esto, son las vías de señalización 

desencadenadas por factores tales como: la insulina, el factor de crecimiento 

epidérmico, el factor de crecimiento derivado de plaquetas y el factor de crecimiento 

vascular endotelial, entre otros. Los receptores de membrana de estos mensajeros 

poseen dominios intracelulares con actividad tirosina-cinasa (se llaman por esto 

receptores tirosina-cinasa) que derivan en la fosforilación de residuos de Tir del 

propio receptor tras la unión del ligando. El reconocimiento de dichos residuos de 

Tir fosforilados por proteínas especializadas es el primer paso de una vía de 

señalización (Campolo, 2013; Radi, 2013; Nelson y Cox, 2006; Murray, 2005; 

Kamisaki, 1998).  

1.4 Formación de 3-Nitrotirosina (3-NT) 

Una vez que se ha generado la 3-NT en  las proteínas por la oxidación de la Tir por 

ONOO-, esta modificación se considera irreversible, ya que en mamíferos no se ha 

descrito un sistema enzimático que pueda revertir o eliminar el grupo NO2; por ello 

se le asocia con la alteración en la estructura y función de las proteínas, pues puede 

conducirlas a la pérdida o ganancia de funciones, modular la actividad catalítica de 

alguna enzima, afectar la susceptibilidad proteolítica y el sistema de 

transducción/señalización como la fosforilación de la Tir (Campolo, 2013; Corpas et 

al., 2009; Kang y Akbarali, 2008; Kamikasi et al., 2003; Navarro-Antolín y Lamas, 

2002; Ischiropoulos, 1998). Las proteínas nitradas en la Tir son abundantes en los 

tejidos y células afectadas por alguna enfermedad, como en algunos trastornos 

inflamatorios como la colitis, en la aterosclerosis, artritis reumatoide, enfermedades 

neurodegenerativas, etcétera (Parcher et al., 2007; Greenacre y Ischiropoulos, 

2001; Kamikasi et al., 1998). Para que las proteínas nitradas puedan volver a su 

estado normal se requieren de enzimas denitrasas que elimine el grupo nitro sin 
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degradar o hidrolizar a la proteína (Lozano-Juste, 2011; García et al., 2007). Pero, 

hasta el momento no se ha logrado aislar una enzima denitrasa en mamíferos. 

La nitración en Tir es una modificación covalente que resulta de la adición de un 

grupo nitro (-NO2) en la posición orto respecto del hidroxilo fenólico (Figura 6) 

(Abello et al., 2009; Souza, 2008).  

 

Figura 6. Formación de 3-NT. Modificado de Abello et al. (2009). 

Esta nitración que ocurre post-traducción, es decir, después de que la proteína fue 

sintetizada, implica una modificación en la función proteica debido a que cambia el 

pKa de la Tir de 10-10.3 a 7.2-7.5 modificando así el punto isoeléctrico de la 

proteína. El grupo nitro es un sustituyente voluminoso, que puede generar 

restricciones estéricas a la proteína, siendo probable que este cambio sea el que 

reduzca la fosforilación del compuesto (Rojas, 2015; Campolo, 2013; Souza, 2008).  

En conjunto, la nitración del anillo fenólico de la Tir puede crear restricciones 

estéricas locales, disparar cambios conformacionales de la proteína e impedir la 

fosforilación de la Tir. Además, el potencial de reducción estándar del par radical 

nitrotirosilo/nitrotirosina es 0.2 a 0.3 V más positivo que el del par radical 

tirosilo/tirosina, lo que es capaz de alterar los procesos de transferencia electrónica 

intramoleculares dependientes de Tir en proteínas (Campolo, 2013; 

Kamisaki,1998). 
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1.5 Colitis 

El conocimiento de RL, ERO/ERN ha permitido relacionar al EO directamente con 

diferentes padecimientos dentro del grupo de ECNT como Alzhéimer, Huntington, 

Parkinson, diabetes, hipertensión, artritis, colitis, así como con diversas 

complicaciones cardiacas y renales; con la carcinogénesis y con el envejecimiento 

(Poljsak, 2001).  En el presente estudio se propone a la colitis como modelo de 

estudio de una enfermedad crónica, debido a que mantiene predicciones 

desfavorables que van en aumento por una serie de complicaciones como lo son: 

su desarrollo y evolución con recaídas, su limitada eficacia médica, el deterioro de 

la calidad de vida de los pacientes, y porque se tiene mayor riesgo al padecerla de 

desarrollar cáncer colorrectal es casos extremos (Quera y Palma, 2008).  

Además, la colitis se considera una enfermedad sistémica, es decir, puede asociar 

síntomas o complicaciones a nivel de otros órganos o sistemas. Al conjunto de estos 

síntomas se les denomina manifestaciones o complicaciones extraintestinales. Los 

principales órganos que pueden resultar con daño son los ojos, piel, articulaciones, 

los conductos biliares y el hígado. Estas afectaciones extraintestinales dependen de 

varios factores y se llegan a presentar en casos muy graves de colitis por 

malnutrición o como consecuencia de los fármacos, así deteriorando la calidad de 

vida de las personas pues incrementa la susceptibilidad a padecer otras 

enfermedades. De esta manera, dichas complicaciones se desarrollan de forma 

independiente de la colitis (Fortea y Marín-Jiménez, 2015). 

La colitis es una de las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) crónicas más 

comunes junto con la enfermedad de Crohn; y es una enfermedad inflamatoria que 

afecta a la mucosa del colon. La enfermedad se inicia en el recto y de forma continua 

puede alcanzar una extensión variable en sentido proximal hasta el ciego (Figura 

7). Los síntomas típicos incluyen diarrea con moco y sangre, dolor abdominal, 

pérdida de peso y fiebre en casos graves. Dicha enfermedad es crónica, pero puede 

mantenerse en remisión por periodos largos, acompañada o no de síntomas 

sistémicos (dependiendo de la extensión de la colitis y de la gravedad del brote) y/o 

de las manifestaciones extraintestinales (Vergara et al., 2015). 
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En un estudio realizado por Namba et al. (2009) se menciona que en un modelo 

murino al que se le induce colitis con dextran sulfato de sodio (DSS) las ERO 

incrementan, pues el DSS causa daño epitelial e incrementa la respuesta 

inflamatoria en el colon. En condiciones normales las ERO y ERN intestinales tienen 

efectos bactericidas, pues participan en la defensa intestinal al haber una activación 

de macrófagos, linfocitos y neutrófilos como respuesta del sistema inmune. Sin 

embargo, una sobreproducción de estas moléculas resulta en una afección mayor 

al causar daño celular y tisular. Asimismo, exageran la inflamación y dan lugar a 

efectos de largo alcance como la carcinogénesis (Wang et al., 2016; Li et al., 2014; 

Rana et al., 2014; Kim et al., 2012). 

 

Figura 7. Esquema del daño por colitis en el humano (Imagen de dominio público). 

Durante la colitis, la mucosa inflamatoria del colon, submucosa, y la lámina propia 

a menudo se infiltran con neutrófilos, linfocitos, células plasmáticas y eosinófilos. La 

infiltración de neutrófilos produce una gran cantidad de ERO, lo que provoca EO y 

la activación de enzimas proteolíticas. Las enzimas proteolíticas y las ERO actúan 

sobre las células endoteliales causando una lesión celular y la posterior 

permeabilidad de la barrera epitelial, lo que conlleva a la invasión de patógenos que 
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a su vez facilita la infiltración de células y daño inflamatorio. Finalmente, el resultado 

es la ulceración de la mucosa intestinal (Wang et al., 2016). 

La permeabilidad intestinal es un proceso biológico que incluye la interacción del 

sistema inmunitario con varias sustancias que se encuentran en la región luminal, 

así como su interacción con el hígado, que es regulada y dirigida en el tracto 

digestivo, esta interacción implica o conduce a una variedad de efectos metabólicos 

en el hígado. La interacción o el intercambio intestino-hígado se ha relacionado con 

la progresión de diferentes enfermedades, tanto hepáticas como del metabolismo 

general. Esta comunicación está determinada por procesos como inflamación local 

y sistémica, EO, señales de proliferación, apoptosis o fibrogénesis. Dentro de los 

factores internos que afectan la permeabilidad intestinal se cuentan entidades como 

la enfermedad de Crohn y la colitis, el síndrome metabólico y la obesidad (Gómez-

Cortés et al., 2015). Un ejemplo de las consecuencias del daño a la permeabilidad 

intestinal por la colitis y la generación de ERO en el intestino es la colangitis (Dohan 

et al., 2015; Erkan, 2011). La colangitis es una enfermedad crónica del hígado que 

puede asociarse con la colitis ulcerosa y con otras enfermedades que implican 

infección del colón como las EII (Aguilar et al., 2016; Chapman et al., 2010). 

1.6 Daños en hígado por EO  

Como consecuencia del daño celular causado por el EO aumenta la patogénesis de 

muchas enfermedades hepáticas. El impacto de las ERO puede ser especialmente 

importante en el hígado debido a su gran exposición a concentraciones altas de 

oxígeno, ya que posee una velocidad metabólica alta, que lo hace un consumidor 

muy importante de esta molécula con gran capacidad oxidante (Gutiérrez y Morales, 

2004). 

El hígado es un órgano que tiene funciones diversas como participar en el 

metabolismo intermediario de carbohidratos, aminoácidos y lípidos, en la síntesis y 

secreción de varias proteínas del plasma, de lípidos y de glicolípidos. Entre ellas, 

las enzimas, así como las sales biliares, colesterol y algunas vitaminas. También 

almacena energía en forma de glucógeno. El hígado forma parte del sistema 
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endocrino al producir y degradar hormonas. Y es el primer órgano irrigado por la 

sangre proveniente del intestino, allí se lleva a cabo la regulación de los niveles de 

la mayoría de los componentes de la sangre pues actúa sobre numerosas 

sustancias tóxicas. Por esta razón se encuentra expuesto a sufrir daño por los 

efectos nocivos de patógenos, toxinas y ERO provenientes del intestino (Figura 8) 

(Aguilar, 2010). 

 

Figura 8. Incremento de ERO en colitis y su relación con la colangitis. Durante la colitis hay un 

incremento en la producción de células como neutrófilos y macrófagos que producen especies 

reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrógeno (ERN) como defensa intestinal. Sin 

embargo, la producción en exceso de estas moléculas puede provocar daños celulares y tisulares, 

aumentando la inflamación y la permeabilidad de la barrera intestina. Lo que provoca un aumento 

exagerado de ERO y ERN que pueden llegar al hígado por el eje intestino-hígado (Dominio propio).  

1.7 Enzimas denitrasas en Debaryomyces hansenii  

En síntesis, el EO es causante de la progresión y patogenicidad de algunas ECNT. 

Sin embargo, las enzimas denitrasas son capaces de revertir la oxidación de la Tir. 

Los estudios de las enzimas denitrasas como el realizado por Kwo et al. en 1999, 

indican que la nitración de la Tir inhibe la fosforilación de péptidos. No obstante, 

dicho daño puede revertirse mediante la actividad específica de estas enzimas. 

Además, la nitración de las proteínas es suficiente para inducir la eliminación 
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acelerada de estas por el proteasoma, pero no del producto 3-NT (Souza et al., 

2003). Aunque únicamente en las bacterias Variovorax paradoxus (V. paradoxus) 

cepa JS171 y Burkholderia sp. cepa JS165 se han descrito genes que codifican 

para este tipo de enzimas (Nishino y Spain, 2006), hay poca evidencia de la 

existencia de las enzimas denitrasas en animales y posible reacción. 

Los organismos eucariontes adaptados a condiciones extremas del ambiente, son 

una buena fuente para la búsqueda de genes implicados en la desintoxicación de 

biomoléculas oxidadas, ejemplo de ello es la levadura extremo-halotolerante 

Debaryomyces hansenii (D. hansenii), es decir, puede crecer sin sodio y en medios 

con altas concentraciones de sales, normalmente habita en aguas marinas y en 

lugares con baja actividad hídrica donde su tolerancia salina es una ventaja. En los 

últimos años, la importancia de dicho organismo ha incrementado pues se han 

encontrado diversas aplicaciones en la industria alimenticia como la producción de 

lácteos, y en aplicaciones biotecnológicas debido a la capacidad para soportar 

condiciones extremas tales como temperaturas bajas y pH elevado (Michán et al., 

2012; Cabrera-Orefice et al., 2010; Navarrete et al., 2009). 

El presente estudio se enfoca en uno de los mecanismos que posee D. hansenii 

para sobrevivir en ambientes de estrés salino. Durante este tipo de estrés, Calderón-

Torres et al. (2011) reportaron niveles altos de ERO, sin embargo, también 

reportaron que el gen DhARO4 participa en la disminución de estos compuestos, 

este codifica para la primera enzima de la síntesis de aminoácidos aromáticos, 

específicamente la Tir. La Tir puede neutralizar el efecto de las ERN como el ONOO- 

convirtiéndola en 3-NT, además dichos autores mencionan que D. hansenii posee 

la actividad de la enzima denitrasa y es capaz de asimilar a la 3-NT como única 

fuente de nitrógeno (Castro et al., 2017). 

.  
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2. Antecedentes 

La generación de ERO está involucrada en una variedad de mecanismos 

intracelulares. El rol protector que juegan los radicales durante la colitis en el 

intestino se relaciona con un incremento de células inmunológicas como 

macrófagos (Li et al., 2014), neutrófilos, linfocitos, células plasmáticas y eosinófilos. 

Sin embargo, cuando hay una sobre producción de las ERO pueden dañar la barrera 

intestinal y provocar la infiltración de dichas moléculas y microorganismos al torrente 

sanguíneo (Wang et al., 2016). Asimismo, durante la colitis hay aumento en la 

expresión de la enzima NADPH oxidasa específicamente de NOX 1 (Kato et al., 

2016) descrita en macrófagos y neutrófilos, cuya función primaria es producir ERO 

como medida de señalización celular para proteger la barrera de la mucosa 

intestinal de patógenos. También estimula células del colón y promueve su 

restauración (Mouzaoui et al., 2014). Sin embargo, NOX 1 también juega un papel 

antagónico pues su producción en exceso provoca lesiones epiteliales e inflamación 

crónica, lo que puede aumentar el riesgo de tener cáncer intestinal (Ramonaite et 

al., 2014). 

Por otra parte, la colitis es una enfermedad que puede presentar manifestaciones 

extraintestinales con una frecuencia del 30% de los casos. Uno de los órganos 

comúnmente afectado es el hígado. Las consecuencias hepatobiliares por una 

colitis aguda pueden ser: colelitiasis, colangitis esclerosaste primaria (CEP), 

esteatosis hepática, hepatitis autoinmune, amiloidosis hepática, etcétera (Aguilar-

Sánchez et al., 2016), mientras que, de estos la presencia de colangitis es más 

frecuente (Chapman et al., 2010). Loftus et al. (2005) mencionaron que la CEP 

podría ser un factor de riesgo independiente para desarrollar displasias o cáncer 

colorrectal en pacientes con colitis. 

El EO es un factor importante durante la colitis y la nitración de las proteínas. La 

formación de 3-NT es una modificación postraduccional capaz de alterar la función 

de proteínas que se asocian a estados de enfermedades agudas y crónicas, o bien, 

puede funcionar como un indicador de riesgo de enfermedad. La nitración de la Tir 

tiene consecuencias sobre la función de las proteínas como la pérdida o ganancia 
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de función, o bien, que no ocurran efectos sobre esta (Souza et al., 2008). Los 

factores principales de este fenómeno dependen de la estructura proteica, el 

mecanismo de nitración y el ambiente en el cual se localiza la proteína (Campolo, 

2013). 

En algunas enfermedades asociadas con el estrés nitrosativo (EN) se identifican 

niveles altos de 3-NT, por ejemplo, en desórdenes inflamatorios, 

neurodegenerativos, cardiovasculares, entre otros (Teixeira, 2016). Sin embargo, 

algunos estudios mencionan que la nitración de las proteínas puede ser un proceso 

reversible relacionado con la señalización celular, pues podría jugar un papel similar 

a la fosforilación y desfosforilación de la Tir, pero por enzimas denitrasas con el 

compuesto 3-NT. También mencionan que el epítopo de la 3-NT es eliminado por 

dichas enzimas de las proteínas sin eliminarlas o hidrolizarlas (Kamikasi et al.,1998), 

pero las enzimas y el mecanismo de acción son desconocidos. Asimismo, indican 

que las proteínas oxidadas en sus Tir son degradadas por el proteasoma, pero el 

epítopo nitrado permanece. 

La actividad de las denitrasas se ha identificado en las bacterias Burkholderia sp. 

JS165 y V. paradoxus JS171 por Nishino y Spain en 2006. Los datos que reportan 

señalan que estás bacterias pueden crecer en medios donde la 3-NT es la única 

fuente de nitrógeno hasta 5 y 2 mM respectivamente. También mencionan que la 

disminución de 3-NT conduce a un incremento en la concentración de nitritos y 

amoniaco en el medio. 

En la levadura extremófila D. hansenii Calderón-Torres et al (2011) reportaron que 

la expresión del gen DhARO4 aumentaba durante estrés salino al igual que la 

actividad específica de la enzima DhAro4p. Sin embargo, no aumenta la 

concentración de dicho aminoácido, pero sí aumenta la concentración de 3-NT. Por 

esta razón, se sugiere que la Tir recién sintetizada es rápidamente oxidada a 3-NT 

como un mecanismo para disminuir los niveles de las ERO  que se forma durante 

la exposición de las levaduras a NaCl 2M (Calderón-Torres et al., 2006). Sin 

embargo, quedaba pendiente que hacía la levadura con el compuesto oxidado 3-

NT, fue en el trabajo de Castro et al. en 2017, que reportaron que la levadura puede 
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crecer en presencia de 10 mM de 3-NT como única fuente de nitrógeno, es decir 

que lo asimila y también reportaron in vitro, que los extractos de proteínas totales 

tienen actividad de denitrasa al añadir 3-NT comercial. Así, proponen que D. 

hansenii tiene genes que codifican para enzimas denitrasas en la levadura. 

La degradación de 3-NT por las enzimas denitrasas en D. hansenii después de 

crecer en estrés salino, da pauta a nuevas investigaciones sobre la eliminación de 

proteínas nitradas en enfermedades degenerativas como el modelo propuesto de 

daño a hígado por colitis. 
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3. Justificación 

El progreso de varias enfermedades ha sido asociado con el EO, pese a que existen 

compuestos para prevenir y reducir los efectos de las ERO como vitaminas, 

enzimas, entre otros antioxidantes, sin embargo, son escasos los estudios sobre 

compuestos que reviertan el daño cuando la oxidación de biomoléculas ya ocurrió, 

específicamente sobre la formación del compuesto 3-NT. El conocimiento de las 

enzimas denitrasas de la levadura D. hansenii podría permitir aclarar el papel de la 

3-NT en mamíferos. 

4. Planteamiento del problema 

La formación y acumulación del compuesto oxidado 3-NT resulta en afecciones 

mayores. Sin embargo, la levadura D. hansenii cuenta con genes de enzimas 

denitrasas, que se transcriben durante estrés salino para asimilar la 3-NT. La 

función de estas enzimas es eliminar el grupo nitro de la 3-NT sin degradar o 

hidrolizar a la proteína. El planteamiento de este trabajo es el siguiente: ¿Es posible 

que la concentración de 3-NT disminuya en los extractos de proteínas totales en los 

hígados de los ratones enfermos de colitis después de estar expuestas a las 

denitrasas de los extractos proteicos de D. hansenii? 

5. Hipótesis 

 

Los estudios de D. hansenii indican que mantiene niveles altos de ERO al ser 

sometida a estrés salino, sin embargo, para evitar el daño a sus proteínas sintetiza 

Tir libre, la que es oxidada y resulta en 3-NT. Por ello cuando esta levadura es 

cultivada en 3-NT como única fuente de nitrógeno, puede crecer sin ningún 

problema. Lo que lleva a suponer que la concentración de 3-NT presente en los 

extractos de proteínas de hígado de M. musculus enfermo de colitis disminuirá al 

agregar los extractos proteicos de D. hansenii debido a la actividad de las enzimas 

denitrasas de la levadura. 
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6. Objetivo general  

 

Evaluar la actividad de la enzima denitrasa presente en los extractos proteicos de 

la levadura D. hansenii en proteínas de hígado de M. musculus con colitis. 

1.6 Objetivos particulares 

1. Comparar los niveles de ERO en los extractos proteicos de hígado de M. 

musculus con y sin colitis. 

 

2. Cuantificar los niveles de 3-NT en las proteínas de hígado de M. musculus 

con y sin colitis 

 
3. Determinar y analizar la concentración de 3-NT en las proteínas de hígado 

de ratón sin exposición y después de estar expuestas a las denitrasas de D. 

hansenii. 

 

4. Determinar y comparar la concentración de nitritos de los extractos de hígado 

de M. musculus con y sin colitis, antes y después de la incubación con los 

extractos de la levadura. 
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7. Materiales y métodos 

 

 7.1 Extractos de proteínas totales de hígado de M. musculus 

Los hígados de ratones (M. musculus) con y sin colitis fueron donados por el 

laboratorio de Inmunoparasitología de la Unidad de Investigación en Biomedicina, 

de la FES-Iztacala. La inducción de colitis se realizó de acuerdo con el modelo 

propuesto por Ledesma et al. (2015), con ratones de la cepa BALBc (Envigo 

México). Se asignaron dos grupos: el grupo Control que recibieron alimento y agua 

ad libitum y el grupo Colitis a los que se les administró DSS al 4% en el agua durante 

diez días. Ambos grupos se sacrificaron el décimo día mediante asfixia en una 

cámara de CO2. Rápidamente se extrajeron los hígados, se congelaron en nitrógeno 

líquido y se mantuvieron en refrigeración a –70 °C hasta su uso. 

Para la extracción de proteínas totales se tomaron 200 mg de tejido de hígado, los 

cuales fueron macerados con un micro homogeneizador de teflón, 500 μL con buffer 

de fosfatos 10 mM (PBS 1x) y 5 µl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PFMS) 100 mM 

como inhibidor de proteasas, todo se realizó en hielo. Luego del macerado, las 

muestras se centrifugaron a 13,000 rpm 10 min a 4°C. Los sobrenadantes se 

transfirieron a tubos eppendorf nuevos. 

 7.2 Cuantificación de ERO en hígado de M. musculus 

La concentración de ERO se determinó en los extractos de hígado de M. musculus 

con y sin colitis de acuerdo con el método de Hempel et al. (1999). El cual determina 

la producción de ERO mediante la reacción de peróxido de hidrógeno con el 

compuesto 2’ 7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceína (DCFH2-DA). El DCFH2-DA 

se incorpora en las células donde es convertido por acción de esterasas 

intracelulares en 2’ 7’-diclorodihidrofluoresceína (DCFH2); que a su vez es oxidado 

por peróxido de hidrógeno convirtiéndose en 2’ 7’-diclorofluoresceína (DCF). La 

DCF es un compuesto fluorescente. Por lo que se tomaron lecturas en un 

espectrofotómetro de fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 485 nm 

y de emisión de 580 nm, cada 10 minutos durante una hora. El incremento de 
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fluorescencia obtenido se calculó a partir de la intensidad de señal emitida por cada 

extracto y fue empleado como índice de generación de ERO. 

  7.3 Cultivos de D. hansenii 

Los cultivos de D. hansenii se hicieron con la cepa CBS 767, en el medio enriquecido 

YPD (extracto de levadura 1%, peptona 1% y glucosa 2%). A los cultivos con 

tratamiento de estrés salino se les añadió cloruro de sodio (NaCl) 1M y 2M. Primero 

se hicieron pre-cultivos en medio YPD, los cuales se mantuvieron a 28 °C en 

agitación constante (250 rpm) durante 24 horas. Una vez que las células se 

encontraban en la fase estacionaria se tomaron alícuotas de estos para inocular los 

medios con valor de densidad óptica (DO) de 0.01 a 0.2 (Calderón-Torres et al., 

2006). Una vez que los cultivos alcanzaron una DO de 0.8 a 1 se colectaron las 

células por centrifugación a 3,500 rpm 5 min. Todo se realizó bajo condiciones de 

esterilidad (Michan et al., 2012; Cabrera-Orefice et al., 2010; Navarrete et al., 2009). 

 7.4 Extractos de proteínas totales de D. hansenii 

Los paquetes celulares de la levadura colectados por centrifugación fueron 

resuspendidos en un volumen mínimo del medio de cultivo y se transfirieron a tubos 

eppendorf previamente pesados, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm 1 min, el 

sobrenadante de cada tubo se descartó. Cada tubo eppendorf con el paquete celular 

se pesó para obtener el peso en mg de levadura. El paquete celular de cada 

tratamiento se lavó con 1 mL de PBS 1x a 4°C. Después se centrifugó a 13,000 rpm 

30 seg, el sobrenadante se descartó y se les añadió PBS 1x (1:1), PFMS 100 mM 

(1%) y perlas de vidrio; todo a 4°C. Las células se rompieron en vórtex durante 30 

segundos y se colocaron en hielo durante otro minuto, este procedimiento se repitió 

seis veces. Después del rompimiento celular los tubos se conservaron en hielo 

durante 3 min y se centrifugaron a 13,000 rpm 3 min, el sobrenadante se colocó en 

tubos eppendorf nuevos. 
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7.5 Cuantificación de proteínas totales  

La determinación de la concentración de proteínas totales de los extractos, tanto de 

levadura como de los hígados de M. musculus con y sin colitis, se realizó mediante 

espectrofotometría de luz ultravioleta, para ello se construyó una curva estándar de 

albúmina sérica bovina (BSA) y fue leída a una longitud de onda de 280 nm. Las 

concentraciones de las proteínas en ambos extractos fueron calculadas a partir de 

una curva patrón de BSA (Apéndice I). 

 7.6 Incubación de los extractos proteicos de los hígados con los extractos 

 proteicos de D. hansenii 

Una vez conocida la concentración de proteínas de cada uno de los extractos de 

hígado y de levadura se calculó el volumen de las muestras para tener 200 µg·ml 

de proteínas en una proporción de 1:1 para cada tratamiento. Las combinaciones 

de los tratamientos se muestran en la figura 9. La reacción entre los extractos fue a 

temperatura ambiente durante 30 min y luego las muestras se congelaron para 

mantenerse a -70 °C hasta su uso. Para cada ensayo se realizaron tres repeticiones. 

 

Figura 9. Combinación y reacción de los extractos proteicos de hígado y de D. hansenii. Las 

combinaciones fueron: extracto de proteínas de hígado de M. musculus con colitis con los extractos 

de proteínas de D. hansenii crecida en YPD, YPD + NaCl 1M, y YPD + NaCl 2M. También se 

realizaron estas combinaciones para los extractos de hígado de ratón sin colitis; así mismo a cada 

muestra se le añadió 3.7 µl de nicotinamida-adenina-dinucleótido-fosfato (NADPH) como co-factor 

de las denitrasas y sulfato de magnesio (MgSO4), después se ajustó el volumen a 100 µl con PBS 

1x.  
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 7.7 Cuantificación de 3-NT por ELISA 

Las proteínas modificadas con 3-NT de los extractos proteicos de hígado tanto del 

grupo control como los del grupo colitis, se determinaron antes y después de la 

incubación con los extractos de la levadura (YPD, YPD + NaCl 1M y 2M). La 

concentración de 3-NT fue cuantificada mediante un ensayo de ELISA de 

reconocimiento del anticuerpo primario de dicha molécula (Ab116691, ABCAM), la 

cual viene inmovilizada en una placa de 96 pozos. La cuantificación del compuesto 

se hizo con una curva estándar de BSA nitrada siguiendo las recomendaciones del 

manual de ABCAM (Apéndice II). De cada muestra se tomó una alícuota que se 

añadió a cada pozo de la placa y se incubó durante dos horas a temperatura 

ambiente. Posteriormente se agregó el anticuerpo secundario que reconoce al 

anticuerpo 3-NT y que cambia de color cuando se le añade el sustrato peroxidasa 

de rábano (horseradish peroxidase o HRP por sus siglas en inglés). La placa se leyó 

en un espectrofotómetro UV-VIS a una longitud de onda de 600 nm. 

 7.8 Cuantificación de nitritos 

La concentración de nitritos en los extractos de hígado de las muestras control y 

colitis se determinó antes y después de la incubación con los extractos de la 

levadura (YPD, YPD + NaCl 1M y 2M), para ello se empleó un sistema comercial de 

ensayo colorimétrico de la reacción de Griess. Los reactivos de Griess, en este caso 

sulfanilamida reacciona con los nitritos y en presencia de n-(1-naftil)-etilendiamina 

forman una sal de diazonio de color violeta, esté es un cromóforo capaz de absorber 

energía o luz visible, por lo que el aumento de la coloración violeta aumenta la 

lectura de absorción a una longitud de onda de 545 nm, también se realizó una 

curva estándar de nitrito (Apéndice III).  

 7.9 Análisis estadístico 

Para determinar las diferencias estadísticas de ERO de los tratamientos se 

compararon las medias mediante la prueba de t-Student considerando valores con 

diferencias significativas cuando p<0.05 (P value), mientras que para comparar los 
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valores de la concentración de 3-NT y de nitritos, se utilizó la prueba estadística de 

Mann-Whitney con p˂0.05 en Excel.  

Modelo de trabajo 

En este trabajo proponemos como modelo de estudio de la actividad de denitrasa 

de la levadura, para revertir la oxidación de 3-NT, lo siguiente que en D. hansenii 

crecida en estrés salino, se producen en exceso ERO y ERN y en respuesta se 

sintetiza Tir libre como fuente antioxidante para evitar el daño a sus proteínas, 

incrementando la concentración de 3-nitrotirosina (3-NT) (Figura 10). Por otra parte, 

el hígado de M. musculus con colitis también presenta niveles altos de ERO a causa 

de la enfermedad, así aumentando las posibilidades de formar 3-NT en las proteínas 

de dicho órgano. No obstante, los extractos de la levadura que tienen actividad de 

denitrasa tendrán la capacidad de revertir el daño ocasionado por estrés oxidante 

en las proteínas del hígado. 

 

Figura 10. Modelo de trabajo. Actividad de denitrasa de la levadura Debaryomyces hansenii para 

disminuir 3-NT en hígados de ratón con colitis (Dominio propio). 
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8. Resultados  

8.1 Niveles de ERO en extractos de proteína de hígados de M. musculus con y 

sin colitis 

Las ERO determinadas en los extractos proteicos de los hígados de ratón con y sin 

colitis que se presentan en la figura 11, corresponden al promedio de los datos a los 

60 min de la reacción de peróxido de hidrógeno con DCFH2-DA en los extractos 

proteicos de los hígados de M. musculus del grupo control (n=4) y del grupo colitis 

(n=5).  

Las ERO son mayores en los extractos de los hígados pertenecientes a los 

organismos con colitis comparados con los organismos que no tenían la 

enfermedad. Las diferencias de los valores que indican la generación ERO, son 

evidentes entre las muestras de los ratones sin y con colitis ya que entre ambas 

muestras hay una diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) de 98.87 

unidades relativas de florescencia (URF), así, se sugiere la presencia de una 

condición de EO en el hígado de un ratón enfermo de colitis. Para observar las 

lecturas de las ERO de las muestras CN y DSS desde el tiempo cero observe el 

apéndice IV. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Niveles de ERO en extractos de hígado de M. musculus sin colitis (n=4) y con colitis (n=5) 

a los 60 minutos de reacción con el compuesto DCFH2-DA. Los resultados son expresados como 

media ± SD. (*) Representa diferencias significativas entre los grupos (p<0.05, t-Student). 
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8.2 Niveles de 3-NT en extractos de hígado de M. musculus con y sin colitis sin 

en tratamiento de D. hansenii  

Al observar que en los hígados de los ratones enfermos de colitis había niveles 

mayores de ERO, se decidió determinar la presencia de 3-NT como marcador de 

EO, específicamente al ocasionado por la oxidación de la Tir de las proteínas en las 

muestras de hígado de ratones sanos y enfermos de colitis.  

En la figura 12 se presentan los resultados de la cuantificación de 3-NT y se observa 

que los niveles de 3-NT son mayores en los hígados de los organismos con colitis 

(78.13 ng/mL) al ser comparados con los datos de los organismos sanos 

(36.81ng/mL). Sin embargo, al comparar las muestras con la prueba de Mann-

Whitney no hay diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Niveles de 3-NT en proteínas de hígado de M. musculus sin colitis (n=3) y con colitis 

(n=3).  Los resultados son expresados como media ± SD. 

8.3 Concentración de proteínas con 3-NT en hígado de M. musculus con el 

tratamiento de D. hansenii 

Para determinar la capacidad de denitrasa de D. hansenii, se midió la concentración 

de 3-NT en los extractos proteicos de los hígados de M. musculus con y sin colitis, 

concentración que también se cuantificó después de ser incubados cada uno con 

los extractos de la levadura crecida en medio YPD, YPD + NaCl 1M y 2M. En la 
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figura 13 se observa que la concentración de 3-NT en las muestras de hígado de 

ratón con colitis (64.7 ng/mL) es más alta en comparación con las muestras sin 

colitis (43.83 ng/mL) ambas incubadas con los extractos de la levadura crecida en 

YPD, además la diferencia de las concentraciones fue significativa con la prueba de 

Mann-Whitney (p<0.05). Asimismo, se observa que hay una concentración menor 

de 3-NT en los extractos de las muestras de colitis cuando se incubaron en el 

extracto NaCl 1M: 33.88 y NaCl 2M: 26.77 ng/mL comparadas con las muestras 

control 54.5 y 49.8 ng/mL, respectivamente. Ambas incubadas con los extractos de 

D. hansenii cultivada en medio YPD NaCl 1M y 2M. Sin embargo, al ser comparadas 

estadísticamente con la prueba de Mann-Whitney, únicamente las muestras que 

corresponden a la incubación con los extractos de la levadura crecida en YPD + 

NaCl 2M resultaron significativas. 

 

Figura 13. Niveles de 3-NT en proteínas de hígado de M. musculus sin colitis (n=3) y con colitis 

(n=3) después de la incubación con los extractos de D. hansenii (cultivada en medio YPD, YPD+NaCl 

1M y YPD+NaCl 2M). Los resultados son expresados como media ± SD. (* y **) Representan 

diferencias significativas entre los grupos (p<0.05 y p<0.001 respectivamente). 
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8.4 Concentración de nitritos en extractos de hígado de M. musculus  

 con y sin colitis sin extractos proteicos de D. hansenii 

Los datos que corresponden a la concentración de nitritos presentes en las 

muestras de los grupos control y colitis después de la incubación con los extractos 

de D. hansenii se muestran en la figura 14. En el trabajo de Nishino et al. (2006) se 

reportó que en la reacción de las enzimas denitrasas sobre el compuesto 3-NT 

provoca la reducción de este compuesto, de esta forma se libera nitrito como 

producto final.  

Por lo anterior y para verificar que en las incubaciones con los extractos de proteínas 

totales de D. hansenii se produce nitrito, se midió este último y se observó que 

aumentó la concentración de esta molécula en los extractos de las muestras control 

y colitis incubadas con cada uno de los extractos de la levadura.  

 

Figura 14. Niveles de nitritos en los extractos de proteínas de hígado de M. musculus sin colitis (n=4) 

y con colitis (n=5) después de ser expuestas a los extractos de D. hansenii crecida en YPD, YPD + 

NaCl 1M y 2M. Los resultados son expresados como media ± SD. (* y •) Representan diferencias 

significativas entre los grupos (p<0.05). 

En la figura 14 se observa que las concentraciones de nitritos fueron 

significativamente diferentes con la prueba de Mann-Whitney, entre los grupos 
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colitis incubados con los extractos de la levadura cultivada en medio YPD (2.55 µM) 

y YPD + NaCl 1M (3.99 µM) comparados con las muestras de colitis sin ningún 

extracto de D. hansenii (0.4245 µM). Asimismo, hay diferencias significativas entre 

los extractos control incubados con los extractos de la levadura crecida en YPD 

(2.05 µM) y YPD + NaCl 1M (3.22 µM) contra las muestras control sin extractos de 

levadura (0.3705 µM). Con lo anterior se corrobora que la reducción de 3-NT 

observada aumentó la concentración de nitritos. 
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9. Discusión  

9.1 Niveles de ERO en extractos de proteína de hígados de M. musculus  

Dentro de las células se forman ERO y ERN en diferentes organelos, principalmente 

en las mitocondrias a partir de la cadena respiratoria, en los peroxisomas y en el 

citosol. De esta manera, una de las células donde hay mayor producción de RL 

derivados del oxígeno es el eritrocito. Mientras que los órganos que producen 

mayores concentraciones de RL son: el cerebro, el hígado y el riñón, debido a que 

presentan un metabolismo alto (Gutiérrez, 2006). El presente trabajo resalta la 

producción alta de ERO en el hígado de ratón con colitis. En condiciones normales, 

las ERO se producen en todo el organismo a niveles basales. En el intestino tienen 

efectos bactericidas y participan en su defensa. Sin embargo, cuando hay una 

alteración en el sistema digestivo, como en la colitis, se incrementa la actividad de 

algunas células del sistema inmune como monocitos, macrófagos, leucocitos, 

neutrófilos y células endoteliales. Ya que están involucradas en la respuesta 

inflamatoria y en la recuperación de la mucosa intestinal (Wang et al., 2016). Pero 

cuando estas células se agregan e infiltran en el tejido, aumentan 

considerablemente el consumo de oxígeno. Además, se activan las iNOS y Nox1 

que producen NO• en exceso. Nox1 es una molécula altamente expresada en el 

epitelio del colon ya que está implicada en los procesos de proliferación y migración 

celular al ser una de las principales respuestas de regeneración cuando existe una 

lesión causada por colitis, además ayuda en la protección de la barrera epitelial de 

patógenos (Kato et al., 2016, Ramonaite et al., 2014).  Asimismo, Nox1 juega un 

papel antagónico, pues su expresión se relaciona con la inducción y expansión de 

las lesiones ocasionadas por ERO en las EII, mientras que los AOX disminuyen 

durante la colitis favoreciendo la progresión de la enfermedad (Mouzaoui et al., 

2014). 

Los efectos integrados del NO•, como la actividad antimicrobiana, la actividad de 

señalización celular y las acciones tóxicas en la barrera a lo largo del intestino 

pueden promover o disminuir la colitis. Al incrementar los niveles de ERO y ERN se 

potencia la respuesta inmunitaria (Li et al. 2014). Pero simultáneamente hay una 
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condición de EO que ocurre tras la defensa intestinal que puede dañar la barrera de 

la mucosa intestinal, aumentando la inflamación y permitiendo la alteración de otros 

sistemas u órganos como el hígado. Lo anterior, se observa en los resultados 

obtenidos en este trabajo, pues los niveles de ERO en los hígados de los ratones 

con colitis fueron mayores (187.09 URF) comparados con los hígados de los ratones 

sanos (88.22 URF). Es decir, hay un incremento en la producción de RL en el hígado 

cuando hay una condición de colitis. Esto puede deberse a la infiltración de especies 

reactivas originadas en el intestino, y que al causar daño a la barrera intestinal la 

atraviesan y se propagan al igual que otras moléculas pro-inflamatorias hasta llegar 

al flujo sanguíneo donde afectan al eje intestino-hígado (Gómez-Cortez et al., 2015). 

De esta manera, la duración y progresión de la colitis son factores de riesgo para 

desarrollar algunas enfermedades hepáticas principalmente la CEP. Además, hay 

una alteración en las sales biliares y mayor probabilidad de desarrollar displasias y 

cáncer colorrectal (Loftus et al., 2005). Dentro de las EII, la colitis corresponde al 

75-80% de los casos clínicos, y de estos el porcentaje de tener CEP relacionado 

con colitis es del 2.4 y 7.5%. Mientras que la incidencia de los pacientes con EII que 

llegan a presentar CEP puede ser hasta del 80% (Aguilar-Sánchez et al., 2016; 

Chapman et al., 2010). 

9.2 Concentración de proteínas con 3-NT en hígado de M. musculus 

Mientras tanto, así como las ERO llegan al hígado, pueden llegar citocinas pro-

inflamatorias que podrían activar a las enzimas iNOS, que se expresan en todas las 

células hepáticas y conducir a la producción de ERN, principalmente NO•. Lo que 

facilita la formación del ONOO- que puede reaccionar con Tir y favorecer la nitración 

de las proteínas. La modificación de residuos de Tir a 3-NT a partir del ONOO- 

podría tener un impacto fuerte sobre la función de diversas proteínas endoteliales y 

plasmáticas. De esta forma se contribuye con el desarrollo de distintos desórdenes 

vasculares asociados a patologías que cursan con eventos de hemólisis severa, 

como la colitis. (Campolo, 2013). Así, la formación de ONOO- favorece la formación, 

incremento y acumulación del compuesto oxidado 3-NT en las proteínas de órganos 

relacionados con enfermedades degenerativas y por lo tanto también favorece a 
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que dichas macromoléculas sean degradadas en diferentes sistemas de proteólisis. 

Incluso puede comprometer la viabilidad celular e inducir a las células a apoptosis 

(Souza et al. 2008). En este sentido, los resultados de este estudio indican que la 

concentración de 3-NT en los hígados de los ratones con colitis es mayor (78.13 

ng/mL) que la concentración que se presenta en los extractos proteicos de hígado 

de ratones sanos (36.81 ng/mL). Esta tendencia es acorde con el aumento de ERO 

observado, y es indicativo de que la colitis sí tiene un efecto en otros órganos que 

no puede ser descartado porque la presencia de 3-NT es un marcador específico 

de que hay EO en las células (Hernández-Rodríguez et al. 2014). Además, si bien 

es cierto que, en condiciones normales, es posible detectar niveles bajos de 3-NT 

libre o unida a proteínas, la concentración que observamos en los hígados de los 

ratones con colitis no se puede considerar basal. Porque es el doble de la 

concentración de los controles sin colitis y concuerda con las observaciones de 

Abello et al. (2009) quienes mostraron que hay un incremento considerable de 3-NT 

bajo condiciones como la inflamación, que causan el aumento de NO•. En 

situaciones patológicas asociadas con estrés nitrosativo como en asma, esclerosis 

sistémica, complicaciones renales, EII, artritis reumatoide y lesiones vasculares, 

Parkinson y Alzheimer, diabetes, entre otras, hay un aumento significativo en los 

niveles de 3-NT (Teixeira, 2016). 

9.3 Concentración de proteínas con 3-NT en hígado de M. musculus con el 

tratamiento de extractos de proteínas de D. hansenii 

En varios trabajos, se ha postulado o se indica que la nitración de proteínas induce 

paulatinamente la eliminación de éstas por el proteasoma. Sin embargo, la 3-NT no 

se degrada, asimismo, dicha nitración resulta en modificaciones estructurales de las 

proteínas y esto puede interferir en diferentes procesos. No obstante, son pocos los 

estudios que se encargan de investigar la denitrificación. Kamikasi et al. en 1998 

señalaron que la oxidación de los residuos de Tir en las proteínas puede 

comprometer la señalización celular a través de las vías de la tirosina-cinasa, por lo 

que la denitración de las proteínas podrían permitir el restablecimiento de su función 

y de esta manera convertirse en sustratos para la tirosina-cinasa. Entonces, aunque 
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la actividad de enzimas denitrasas no se ha encontrado en mamíferos, la 

eliminación de 3-NT en proteínas es un proceso reversible mediante la acción de 

enzimas denitrasas, como las que presenta D. hansenii cuando se encuentra en 

estrés salino reportada por Castro et al. en 2017. Con base en esto, los resultados 

observados en el presente trabajo son importantes pues revelan que al agregar los 

extractos proteicos de la levadura cultivada en estrés salino (NaCl 1 y 2M) a los 

extractos proteicos de los hígados de ratones con colitis disminuye 

considerablemente la concentración de 3-NT al ser comparados con los controles 

(Figura 11). Lo que indica que las denitrasas de la levadura actúan sobre las 

proteínas de los hígados con 3-NT producido durante el EO por la colitis. Mientras 

que las concentraciones de 3-NT presentes en los hígados de los organismos 

sanos, corresponden a la suma de las concentraciones basales del compuesto tanto 

en la levadura como del propio hígado, además debe tomarse en cuenta que la 

actividad de denitrasas fue reportada en la levadura únicamente durante estrés 

salino. Los hallazgos en este estudio son consistentes con lo que reportan Calderón 

et al. en 2011, donde mencionan que hay un incremento de ERO en D. hansenii 

durante estrés salino, el aumento de la síntesis de Tir libre que funciona como 

antioxidante para evitar el daño a sus proteínas por EO, de esta manera neutraliza 

la producción de ERO y aumenta la concentración de 3-NT. Aunque la actividad de 

las denitrasas también fue reportada en las bacterias Burkholderia sp. y Variovorax 

paradoxus por Nishino y Spain en 2006, la actividad que presenta la levadura D. 

hansenii en presencia de 10 mM supera al de las bacterias que solo asimilan 3-NT 

2 y 5 mM. 

 9.4 Concentración de nitritos en extractos de hígado de M. musculus  

 con y sin colitis sin extractos proteicos de D. hansenii 

La manera de acción de las enzimas denitrasas es reducir el compuesto 3-NT, 

liberando el grupo nitro (NO2-) y amoniaco en el medio (Nishino y Spain, 2006). Este 

hecho explica las concentraciones de nitritos encontradas en los extractos de 

hígado de ratones con y sin colitis después de su reacción con las denitrasas de las 

levaduras. Los NO2 mostraron ser mayores comparados con los extractos de 

hígados a los que no se les agrego los extractos de la levadura (Figura 12), de esta 
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manera se comprueba que la eliminación del compuesto 3-NT en los hígados de los 

organismos con colitis no es un hecho azaroso, sino que corresponde a la actividad 

de las denitrasas de la levadura, que liberan a la Tir de las proteínas del grupo nitro 

adherido a las proteínas del hígado durante el EO ocasionado por la colitis. 

Los hallazgos encontrados en el presente estudio indican que la 3-NT de proteínas 

de órganos afectados por colitis pueden volver a su estado nativo después de 

tratarlas con los extractos de D. hansenii cultivada en estrés salino donde muestra 

actividad de las enzimas denitrasas. 
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10. Conclusiones 
 

En una condición de colitis, los niveles de ERO incrementan en el hígado de M. 

musculus. 

La colitis induce al aumento en la concentración de proteínas con 3-NT en el hígado 
de ratón. 

Los extractos proteicos de D. hansenii con la actividad de denitrasa revierten la 
formación de 3-NT en el hígado ratón con colitis. 

La concentración de nitritos aumenta en los extractos de hígado después de la 
incubación con los extractos de D. hansenii. Lo que indica la eliminación del grupo 
nitro de la 3-NT. 
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Apéndice I BSA 
 

La construcción de una curva de calibración es la representación gráfica de una 

señal que se mide en función de la concentración de un analito. La calibración 

incluye la selección de un modelo lineal para estimar los parámetros que permitan 

determinar la concentración en una muestra desconocida, dentro de un determinado 

intervalo de trabajo. A continuación, se muestran las curvas de calibración utilizadas 

en el presente trabajo (Dosal y Villanueva, 2008).  

La cuantificación de proteínas se realizó mediante la curva de BSA con las 

siguientes concentraciones: 

 Stock BSA (mg/mL) 
µL 

H2O destilada 
µL 

Concentración final 
 (mg/mL) 

 

1 50 950 0.05 
2 100 900 0.1 
3 250 750 0.25 
4 500 500 0.5 
5 750 250 0.75 
6 1000 - 1 

 

 

Figura 15. Curva patrón de BSA. 
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Apéndice II Curva de estándar de BSA nitrada  
 

La concentración de 3-NT de las muestras se realizó por ELISA, para ello se 

construyó una curva patrón de BSA-nitrada.  

 

Figura 16. Curva patrón de BSA nitrada. 

Apéndice III Curva de nitritos 

La concentración de nitritos de las muestras fue calculada a partir de la siguiente 

curva patrón.  

 

Figura 17. Curva patrón de nitritos 
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Apéndice IV ERO  

Con la finalidad de evaluar la producción de ERO en los hígados de M. musculus 

con y sin colitis, se utilizó el ensayo de reacción de ERO con el compuesto DCF que 

emite una señal fluorescente tras su esterificación intracelular por acción de RL, es 

decir, la reacción química entre un ácido carboxílico y un alcohol. 

 

Figura 18. Promedios de niveles de ERO desde el tiempo cero. 

El diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) es un compuesto apolar 

que penetra en la célula. Se trata de una forma de fluoresceína reducida 

químicamente que se utiliza como indicador se ERO en las células, por ejemplo, 

para detectar la generación de productos intermediarios reactivos de oxígeno en 

neutrófilos y macrófagos. Tras la disociación de los grupos de acetato por parte de 

las esterasas intracelulares y la oxidación, el H2DCFDA no fluorescente se convierte 

en 2',7'-diclorofluoresceína (DCF) que es fluorescente. El DCF reacciona con el 

peróxido de hidrógeno intracelular, esta reacción es mediada por peroxidasas, 

citocromo C o Fe2+. De hecho, se utiliza como substrato fluorescente para enzimas 

peroxidasas (Cathcart et al., 1983). 
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