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1. RESUMEN
El papel protector de los carbohidratos contra los radicales libres de oxigeno

El estrés oxidativo es una condicion que se puede presentar en los organismos
aerobios debido a una pérdida en el equilibrio entre las condiciones oxidantes y
antioxidantes. Durante el estrés oxidativo las macromoléculas bioldgicas pueden sufrir
dafos, lo cual puede tener consecuencias para la viabilidad celular.

Se ha observado que los microorganismos sometidos a estrés acumulan solutos,
Ilamados compatibles debido a que éstos no interfieren con la actividad celular. En
Sacharomyces cerevisiae se acumula el disacérido trehalosa como respuesta a condiciones
de estrés oxidativo, alcanzando una concentracion citopldsmica de hasta 600 mM.

Se evaluo la capacidad de polialcoholes y carbohidratos para proteger a la Albumina
del suero bovino (BSA) contra la fragmentacion causada por los radicales hidroxilo. Los
radicales OH- fueron generados a través del sistema Cu?*/ H,0,. A altas concentraciones
de carbohidratos, similares a las que se alcanzan fisiologicamente, se evito la fragmentacion
de la BSA. Presentaron mejor efecto protector los solutos que no poseen un extremo
reductor.

Se caracterizé el efecto antioxidante de estos solutos mediante el empleo de una
molécula fluorescente (BCECF) que se apaga conforme se oxida. La proteccion de la
fluorescencia fue dependiente de la concentracion y del tipo de protector empleado, siendo
el orden de efectividad: trisacarido > disacarido > polialcohol > monosacérido. Estos
resultados pueden ayudar a explicar porqué los carbohidratos y polialcoholes se acumulan

en condiciones in vivo durante el estrés oxidativo.



2. INTRODUCCION

2.1 Estrés oxidativo

2.1.1 Las especies reactivas del oxigeno y la célula

El oxigeno es un elemento esencial para las formas de vida aerobias, ya que su
consumo esta acoplado a la produccion de energia mediante la sintesis de ATP. Este
proceso se conoce como fosforilacion oxidativa (1). EI aumento en la eficiencia del
metabolismo aerobio con respecto al metabolismo anaerobio es dramético. En este ultimo,
una molécula de glucosa produce dos moléculas de ATP y dos moléculas de lactato 6
etanol. En contraste, en el metabolismo aerobio el piruvato continta oxidandose hasta CO,
y H,O vy el rendimiento por molécula de glucosa es de 36 a 38 moléculas de ATP (2).
Paraddjicamente, el oxigeno puede llegar a ser una especie altamente toxica, ya que de €l
pueden derivar especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés: Reactive
Oxygen Species) (3). Las ROS dafian las macromoléculas de la célula, deteriorando su
funcion y su estructura. Por otro lado, los radicales libres tienen un papel importante en la
fisiologia de la célula, ya que fungen como sefiales involucradas en la regulacion del tono
vascular, en la transduccion de sefiales y en la respuesta al estrés oxidativo (4).

Las ROS estan presentes constantemente en la célula. En relacion a esto, en células de
Escherichia coli se ha estimado que durante la fase exponencial de crecimiento existe una
concentracion de H,O, hasta de 20 nM, misma que es generada de manera endogena (5).
Por lo tanto, se ha propuesto que los efectos dafiinos que puedan ejercer las ROS provienen
de fallas en las defensas de la célula o de un aumento excesivo de éstas.

Las ROS son formadas en procesos metab6licos normales. Uno de estos procesos se da

en la cadena respiratoria, donde la activaciéon del oxigeno molecular es catalizada por las



flavoproteinas involucradas en el transporte de electrones y la oxidacion. A esta clase de
enzimas pertenecen las deshidrogenasas, las transferasas de electrones, las oxidasas y las
mono-oxigenasas (6). La produccion de ROS también esta involucrada en la accion del
sistema inmune, puesto que en neutrofilos y macrofagos hay liberacion de radicales libres
durante el proceso inflamatorio (7). Todo lo anterior implica que deben de existir
mecanismos que ayuden a controlar los niveles de las ROS, de tal modo que no se permita
una produccion excesiva de éstas dentro de la celula. Adicionalmente, se debe contar con
sistemas eficientes de reparaciéon cuando haya dafio por radicales libres de oxigeno. La
viabilidad de la célula en condiciones donde abunda el oxigeno depende de un balance

entre las condiciones oxidantes del ambiente y la funcidn de sus sistemas antioxidantes (8).

2.1.2 Defensas antioxidantes en la célula

Las células cuentan con una variedad de sistemas antioxidantes (Tabla 1). Entre estos
estan las enzimas que se encargan de metabolizar directamente a las ROS, como son: la
peroxidasa, la catalasa y la superdxido dismutasa (9). Esta funcidén también la pueden
cumplir factores nutricionales como la vitamina E o el &cido ascorbico, que interactdian con
las ROS, funcionando como “secuestradores”. Otro sistema, de gran importancia para la
célula que entra en contacto con especies toxicas y oxidantes, es el glutation (GSH). El
GSH puede ser oxidado por radicales libres, a nivel de sus grupos sulfhidrilo para producir
una forma dimerizada (GSSG). Para mantener los niveles de proteccion asociados con el
glutation, es necesario regenerar la forma reducida de esta molécula, ya que ésta representa
su forma activa. La enzima que se encarga de dicha regeneracion es la glutation reductasa

(10).



Otra clase de moléculas que protegen contra el estrés son las proteinas chaperonas o
Hsp (del inglés Heat Shock Protein). Generalmente estan asociadas con la termoproteccion,
colaborando a mantener la estructura de las proteinas. Sin embargo, también pueden actuar
al momento de la exposicién a condiciones oxidantes (11). Las Hsp se asocian a diversas
proteinas, haciendo menos accesibles los sitios mas susceptibles a la oxidacion. Las Hsp
también funcionan capturando proteinas que han sido modificadas oxidativamente,
estabilizando la estructura parcialmente plegada, favoreciendo el proceso de reparacion y
re-plegamiento. Si el dafio hacia la estructura proteica es irreversible, las Hsp cubren a la
cadena polipeptidica para evitar la agregacion con otras proteinas y promueven su hidrolisis
(112).

En la célula existen diversos cationes metalicos, incluyendo al Fe*?. En presencia de
H,0,, el Fe*? cataliza la produccién de radicales hidroxilo. Para prevenir tal situacion
existen proteinas, como la ferritina o la transferrina, que secuestran al ion ferroso cuando se

encuentra en exceso (12).

Tabla 1. Mecanismos antioxidantes de la célula

Molécula Ubicacién Mecanismo de Referencia

detoxificacion de ROS

Catalasa Mitocondria  y|Conversion de peroxido 8
peroxisomas de hidrégeno a agua
2H>,0, —» 2H,0 + O,




Tabla 1 (Continuacion)

Superoxido Citoplasma, Conversion  de  anién 9
dismutasa mitocondria Yy |superdxido a perdxido de
extracelular hidrégeno
2057 +2 H - H,O, + O,
Glutation peroxidasa | Citoplasma, Reduccion de perdxidos 9
mitocondria  y|empleando dos moléculas
membrana de glutation.
plasmatica ROOH + 2GSH — ROH
+ GSSG + H,0
Glutatién reductasa | Citoplasma Reduccién de la forma 10
dimerizada del glutation
GSSG + NADPH + H" —»
NADP" + 2GSH
Proteinas de choque | Reticulo Estabilizacion y cobertura 11
térmico (Hsp) endoplasmico, |de la estructura proteica
periplasma y | parcialmente plegada
citoplasma
Ferritina Citoplasma Almacenamiento del 12
hierro intracelular
Transferrina Extracelular Union y transporte de 12
hierro al medio
intracelular.

2.1.3 El estrés oxidativo

Por diversas causas, puede perderse el balance entre condiciones oxidantes y defensas
antioxidantes, lo cual puede resultar en un aumento en la cantidad de ROS o bien, en una
disminucion en los sistemas antioxidantes o de reparacion (13). A tal condicion se le
denomina estrés oxidativo. En esta situacién, se presentan dafios de las macromoléculas
biolégicas debidos al rompimiento o modificaciéon de su estructura, trayendo como
consecuencia una alteracién en la funcién o incluso, la muerte de la célula (14).

El estrés oxidativo ha sido asociado a una amplia diversidad de estados patoldgicos.

como la enfermedad de Alzheimer, la artritis reumatoide, la cataratogénesis, la
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carcinogénesis y los dafios causados por la isquemia-reperfusion. También se ha
relacionado esta condicion con el proceso de envejecimiento (15).

El estudio del estrés oxidativo ha cobrado considerable importancia debido a las
consecuencias que puede tener en la salud. También se ha observado que diversos factores
ambientales, como los contaminantes en el aire y la radiacion ionizante, pueden favorecer
el desbalance oxidante/antioxidante (16). En la clinica se han desarrollado diversos
métodos para evaluar las condiciones de estrés oxidativo, basados en la acumulacion de
productos oxidados y en la medicién de la capacidad antioxidante de los mecanismos
celulares (17).

Tabla 2. Métodos para medir el estrés oxidativo

Determinacion Fundamento
Niveles plasméticos de El malonildialdehido es formado como
malonildialdehido. producto de la lipoperoxidacion. A traves de su

reaccion con el &cido tiobarbitdrico se forma un
derivado cuantificable por colorimetria.
Alcanos exhalados La oxidacion de los &cidos grasos insaturados
presentes en las membranas dan como
productos alcanos como el etano, el propano y
el pentano.

Capacidad antioxidante del plasma. | Se afiade una cantidad de un oxidante y de
dieno conjugado al plasma, para formar un
aducto entre el dieno y el lipoperéxido
resultante. Por espectrofotometria se sigue la
cinética de formacion del producto. El tiempo
que tarda en aparecer el aducto es proporcional
a la capacidad antioxidante del plasma.

Grupos carbonilo en el plasma. Se cuantifican por colorimetria, a través del
producto de reaccion entre la 24-
dinitrofenilhidrazina y los grupos carbonilo
generados por oxidacién de biomoléculas.

Tomado y modificado de la referencia 17
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2.2 Radicales libres
2.2.1 Generalidades.

Un radical libre es una especie que contiene un electron no apareado y es de alta
reactividad, ya que tiende a atrapar electrones del medio donde se haya producido o de
otras especies ricas en electrones (18). Los radicales libres importantes en biologia
provienen de centros que contienen atomos de oxigeno, nitrogeno o azufre.

El oxigeno es una molécula bi-radical estable, y tiene la particularidad de poseer dos
electrones no apareados en dos orbitales = de antienlace diferentes (Fig. 1). Debido a esto,
puede participar en procesos de transferencia de un solo electrén. Sin embargo, el potencial
de reduccion para el oxigeno es muy bajo (E° =-0.16 V), lo cual indica que no es un buen
aceptor de electrones (19). La baja reactividad del oxigeno es de vital importancia, ya que
de lo contrario, todas las moléculas esenciales para la vida serian oxidadas.

Para lograr la transferencia univalente de electrones se requieren condiciones
especiales, como por ejemplo, la presencia de metales de transicion o de moléculas
organicas ricas en electrones, o bien la presencia de radiacion ionizante (19). Las
principales especies reactivas a las que da origen el oxigeno son cuatro: el anién

superdxido, el peroxido de hidrégeno, el oxigeno singulete (Fig. 1) y el radical hidroxilo

(3).

2.2.2 Las especies reactivas del oxigeno (ROS)
El anion superdxido y el peroxido de hidrogeno son formados por la transferencia
de uno y dos electrones, respectivamente, a la molécula de oxigeno. Los potenciales de

reduccion para estas dos especies son mas altos que para el oxigeno (0.94 V y 0.38 V,
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respectivamente) (20), siendo mejores aceptores de electrones que éste, y por lo tanto, mas
reactivos. A pesar de este aumento de reactividad, en condiciones celulares normales estas
dos especies no producen dafios considerables. Esto es debido, principalmente, a los
mecanismos antioxidantes mencionados anteriormente. No obstante, deben considerarse

ciertos factores estructurales de estas especies para explicar algunas de sus propiedades.

Figura 1. Diagrama de los orbitales moleculares del Oxigeno y las ROS derivadas de éste. De
izquierda a derecha: Se muestra el caracter biradical del oxigeno molecular (O,) debido a la
presencia de electrones desapareados en sus orbitales © de antienlace. En el radical superdxido
(077) solo uno de estos electrones estd desapareado, constituyendo un radical libre. En el
perdxido de hidrégeno (H,0,) ambos electrones del oxigeno han sido apareados. Finalmente, en
el oxigeno singulete (* O,) uno de los electrones de antienlace del oxigeno se aparea con el otro,

dejando un orbital = de antienlace vacio.

El anion superdxido, posee una carga negativa y debido a esto su interaccion con
moléculas ricas en electrones no es favorable. Por lo tanto, las macromoléculas bioldgicas
con alta densidad electrénica son poco sensibles al radical superdxido. El peroxido de
hidrégeno es inestable debido al enlace entre oxigenos que existe en su estructura. El

oxigeno singulete es considerado solo en sistemas fotosintéticos, pues su formacion esta
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dada por la transferencia de la energia proveniente de croméforos fotoexcitados (21). La
especie més reactiva es el radical hidroxilo, el cual reacciona virtualmente con cualquier
molécula con la que tenga contacto; sin embargo, un factor limitante en su accién es su

incapacidad para difundir, precisamente por su alta reactividad (22).

2.2.3 El papel de los metales de transiciéon

Como se ha sefialado, la produccion de ROS es acelerada en presencia de metales
como el cobre o el hierro (23). Ambos metales en presencia de peroxido de hidrégeno
favorecen la generacion de radicales hidroxilo. Una de las principales vias de produccion de
ROS es la reaccién de Fenton (Figura 2, Reaccion 1), en donde el catién en su estado
reducido (Cu'* 6 Fe?"), funciona como donador de un electrén en un proceso llamado “ciclo
de Haber-Wiess” (24) (Figura 2), en el cual la especie metalica es regenerada, cumpliendo

asi la funcion de catalizador.

Fe?* + H,0; — Fe** + OH™ + OH- (1)

Fe** + 0y »> Fe®" + O, (2)

H,0,+ 0" _ OH +OH-+0, (3)

Figura 2. Esquema del ciclo de Haber-Weiss. El catidn ferroso funciona como agente reductor
al donar un electrén al peroxido de hidrogeno para formar un idn hidrdxido y un radical
hidroxilo. En el siguiente paso, el ion férrico recupera un electrdn del superdxido para producir

oxigeno y regenerar el ién ferroso.

De la misma manera, el catién en su estado oxidado puede favorecer la produccién de

radicales hidroxilo en una reaccion tipo Fenton. EI mecanismo de esta reaccion todavia no
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es conocido. Sin embargo, se ha determinado experimentalmente la presencia del radical
hidroxilo generado a través de dicho sistema (25). Ambos metales generan radicales libres
por cualquiera de las dos vias antes mencionadas (26). El hierro y el cobre son empleados
para el estudio de los fendbmenos asociados al estrés oxidativo en estudios in vitro. Ambos
tienen importancia fisioldgica, pues constituyen la via principal por la cual se generan

radicales libres a través de la reaccion Fenton en sistemas biolédgicos.

2.2.4 Captacion y almacenamiento de hierro en las células.

En el metabolismo celular normal el hierro tiene un papel vital, ya que éste es
incorporado en grupos prostéticos de proteinas que participan en reacciones de oxido-
reduccién y en mecanismos de proteccion contra radicales libres. Debido a la gran
necesidad del organismo por este metal, existe un flujo constante de hierro hacia la célula
que lo capta y almacena (27). La transferrina es una proteina encargada de capturar al ion
férrico del medio extracelular y llevarlo a un receptor donde se transporta al citoplasma
(11). También se ha encontrado un transportador de protones acoplado al transporte
inespecifico de cationes divalentes llamado DMT1 (por sus siglas en inglés Divalent Metal
Transporter 1). Este se encuentra en la porcion apical de las células epiteliales del intestino
delgado proximal. EIl DMT1 posee 12 dominios transmembranales y un sitio involucrado
en el transporte de hierro (28). Existen pozas intracelulares de hierro, siendo la ferritina una
de las principales. La ferritina es capaz de almacenar hasta 4500 Fe** por molécula (27).

Cuando existe una sobrecarga de hierro, o bien, cuando existe alguna falla en alguno de
estos sistemas, se provoca un incremento en la concentracion de hierro libre. El hierro libre
es conocido como “hierro labil”, debido a que ésta es la fraccion del hierro total de la célula

que puede participar en el ciclo de Haber Weiss y generar estrés oxidativo (27). Se han
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determinado los niveles de hierro labil en hepatocitos y células endoteliales de higado de
rata, y se ha encontrado que varian dentro del rango de 5-20 uM. La concentracion es

diferente para cada organelo, y depende de la necesidad de hierro por parte de estos (29).

2.2.5 Captacion y almacenamiento de cobre en las células

El cobre es un elemento traza en la célula, necesario para la sintesis de enzimas como la
superdxido dismutasa y la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial (30). La absorcion y el
transporte del cobre hacia el higado ocurre a través de proteinas plasmaticas como la
albumina, la transcupreina y la ceruloplasmina (31). En el higado, el cobre puede ser
empleado para la sintesis de proteinas o almacenado unido a la proteina citoplasmica
metalotioneina. Los depositos de cobre se encuentran principalmente en el higado. El
transporte de este metal y su reabsorcion depende de su union con &cidos organicos y
aminoacidos (32). La toxicidad y dafio oxidativo por cobre resulta de la exposicién a un
exceso de éste por riesgo ocupacional o por su presencia como contaminante ambiental

(33).

2.3. Efectos de los radicales libres sobre las macromoléculas
2.3.1 Efecto sobre los &cidos nucleicos
Los radicales libres dafian al DNA al reaccionar con las bases nitrogenadas y con la
desoxirribosa. El dafio oxidativo al DNA es de extrema importancia, debido a que las bases
nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones que resultan en carcinogénesis, apoptosis,

necrosis y aun enfermedades hereditarias. En relacion a esto, se han detectado mas de 20
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tipos de modificaciones estructurales de las bases. Se ha observado que en presencia de las
ROS existe fragmentacion del DNA y aparecen fragmentos internucleosomales (34).
Existen mecanismos de reparacion del DNA, que se activan en el momento en que éste
sufre modificaciones oxidativas. Cuando las especies reactivas alcanzan al nucleo o se
generan dentro de éste por reaccion de Fenton, existen mecanismos de reparacion que
funcionan de manera eficiente, y que continuamente monitorean y reparan el dafio causado.
Se ha reportado que el mecanismo de reparacion por escision de bases es el mas importante
en el caso de la modificacion oxidativa (35). Este mecanismo se caracteriza por la remocién
de la base modificada por una enzima glucosilasa, dejando un sitio sin base (sitio AP), el
cual es removido por una endonucleasa y el segmento es reemplazado por la accién de la
DNA polimerasa | y la ligasa. Cuando la modificacion afecta regiones mas extensas del
DNA, el sistema de reparacion por escision de nucleétidos es el que actla, removiendo
todo el segmento dafiado a través de una nucleasa, para ser reemplazado por la DNA

polimerasa | y la ligasa (36).

2.3.2 Efecto sobre los lipidos

El efecto principal de los radicales libres sobre los lipidos es la reaccion de
lipoperoxidacion. El contacto de los lipidos de la membrana con un agente oxidante, como
puede ser cualquiera de las ROS, genera lipoperoxidacion (9). En esta reaccion, el radical
libre formado oxida una cadena insaturada del lipido, dando la formacion de un lipido
hidroperdxido y un radical alquilo. El alquilo reacciona con una molécula de oxigeno y
genera la especie inicial, constituyendo una reaccion ciclica. Esta lipoperoxidacién trae
como consecuencia una alteracion en la estructura de la membrana, afectando su fluidez y

provocando dafio en su integridad. La peroxidacién de los lipidos genera especies como el
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malonildialdehido y el 4-hidroxi-3-nonenal, los cuales son considerados como citotdxicos,
ya que pueden funcionar como agentes electrofilicos que pueden interactuar con otros
componentes celulares, principalmente proteinas (37) y DNA (38). La lipoperoxidacion es
un proceso involucrado en enfermedades cardiovasculares, particularmente en la
aterogénesis. Un proceso importante es la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad,

efecto que ha sido relacionado con la ateroesclerosis (39).

2.3.3 Efecto sobre las proteinas

Uno de los aspectos més criticos del estrés oxidativo es el dafio causado a las
proteinas, debido a que puede causar la pérdida de la actividad catalitica de enzimas, dafios
en la integridad de proteinas estructurales o la interrupcion en la regulacion de las vias
metabdlicas (14). A diferencia de los acidos nucleicos, los sistemas de reparacion de las
proteinas s6lo se limitan a los residuos de metionina (40), de modo que las proteinas
oxidadas tienen que ser hidrolizadas para evitar una disfuncién en la red metabodlica o para
evitar interacciones inespecificas con otras proteinas.

Los efectos de los radicales libres sobre la proteina son: la oxidacion de residuos de
aminoéacido, el rompimiento del enlace peptidico, y la agregacion entre proteinas. En el
caso de las proteinas es importante considerar a la reaccion de Fenton, pues en presencia
de concentraciones fisioldgicas de Fe (I1), un aumento de H,O,, favorece la oxidacion en
los sitios de las proteinas involucrados en la union a metales (41). Una amplia diversidad de
enfermedades han sido directamente vinculadas con la presencia de las proteinas oxidadas,
algunas de esas son: la enfermedad de Alzheimer, la artritis reumatoide y la cataratogénesis

(14).
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2.4 Solutos compatibles

2.4.1 Naturaleza y funcion de los solutos compatibles.

Cuando estan sometidas a condiciones de estrés, las bacterias, las arqueobacterias y las
levaduras sintetizan o toman del medio determinados solutos que se acumulan alcanzando
una alta concentracion en el citoplasma, llegando incluso, al orden de magnitud molar (42).
A éstos, se les ha denominado “solutos compatibles”, debido a que no interfieren con la
actividad metabolica y los procesos vitales para la célula.

Durante un tiempo se mantuvo la hip6tesis de que el Unico propdsito de este proceso
era contrarrestar los cambios en la osmolaridad del medio. Sin embargo, se ha demostrado
gue ademas de la funcion osmotica, los solutos compatibles pueden tener un efecto
protector, manteniendo la integridad de los organelos y el funcionamiento de las enzimas.
Los solutos compatibles son esenciales para la supervivencia cuando la célula es expuesta a
condiciones adversas. Las caracteristicas estructurales de estos solutos pueden ser de dos
tipos: a) aminoacidos o derivados de éstos y b) derivados de carbohidratos o polialcoholes
(43). La naturaleza del soluto acumulado depende del microorganismo, de las condiciones
de estrés a las cuales sea sometido y de la fase de crecimiento en la que se encuentre (44).
Los solutos compatibles se acumulan en diversas condiciones, como la desecacion, las

temperaturas extremas y el estrés oxidante (42).

2.4.2 Solutos compatibles como protectores contra el estrés.

Tomando como base la actividad protectora de los solutos compatibles, se han
encontrado diversas aplicaciones practicas in vitro. A continuacion se mencionan algunas
de éstas: La glicina betaina, un derivado de aminoacido, es acumulado como soluto

compatible en plantas, algas, bacterias y algunos hongos. Ha sido empleada como
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termoprotector en cultivos de Bacillus subtilis (45). La ectoina, también un derivado de
aminoacido acumulado en hongos, ha sido empleada como protector contra la oxidacién
inducida por el sistema Fenton (46). EIl manitol, que es un polialcohol almacenado por
algas, se ha empleado como secuestrador de radicales hidroxilo (47).

Uno de los solutos compatibles que ha recibido mas atencion es el disacérido trehalosa.
Este es encontrado en una amplia diversidad de organismos como bacterias, hongos,
insectos, plantas y mamiferos. Su importancia yace en su capacidad protectora contra
diferentes tipos de estrés (48). Se ha demostrado su actividad crioprotectora y
termoprotectora en una forma dependiente de la concentracién, al estabilizar la estructura y
actividad de la H-ATPasa aislada de la membrana plasmatica de Kluyveromyces lactis

durante condiciones de liofilizacion-rehidratacion y estrés térmico (49, 50).

2.5. Trehalosa.

2.5.1. Metabolismo de la trehalosa

En levaduras como Saccharomyces sp, Kluyveromyces sp y Candida sp, se acumula
trehalosa como soluto compatible. La trehalosa (1,1’-a-D-glucopiranosil-o-D-
glucopirandésido) es un disacarido no reductor formado a partir de dos unidades de glucosa
unidas por un enlace glucosidico o (1—1). En estos microorganismos, la trehalosa es
sintetizada por un complejo enzimatico localizado en el citoplasma. EI complejo de la
trehalosa sintasa esta constituido por tres componentes: Tpslp (Trehalosa 6-fosfato sintasa)
que sintetiza trehalosa 6-fosfato a partir de glucosa 6-fosfato y UDP-glucosa; Tps2p
(Trehalosa 6-fosfato fosfatasa) que hidroliza el enlace éster fosfato, para dar trehalosa y
fosfato libre; y el tercer componente (Tsllp) que probablemente sea una subunidad

reguladora. El catabolismo de la trehalosa es llevado a cabo por la enzima trehalasa, de la
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cual existen dos isoformas con pH 6ptimo diferente: la trehalasa neutra, que es una enzima
citoplasmica (pH o6ptimo de 7.0) y la trehalasa acida que estd presente en vesiculas
endociticas (pH 6ptimo 4.5) (51).

Anteriormente, se habia propuesto que este carbohidrato tenia una funcién de
reserva. Esta opcion se ha descartado porque durante la fase de crecimiento exponencial,
condiciéon en la cual la glucosa es abundante, no hay sintesis de trehalosa sino de
glucdgeno, el cual es el principal compuesto de reserva en la célula. De manera
contrastante, la trehalosa es sintetizada en la fase estacionaria, cuando la glucosa
extracelular es escasa (52). De hecho, cuando se prolonga esta fase, la trehalosa es
metabolizada solamente después de que se acaba el glucogeno (53).

En la levadura, la trehalosa protege contra el estrés. Su sintesis es inducida como
parte de una respuesta adaptativa a condiciones como choque térmico, deshidratacion y
oxidacion (48). La concentracion de trehalosa acumulada en levaduras sometidas a estrés es

de 0.5-0.6 M (50).

2.5.2 Latrehalosay el estrés oxidativo.

El papel protector de la trehalosa durante las condiciones de choque térmico ha sido
comprobado in vivo (54). Sin embargo, su contribucion a la proteccion contra el estrés
oxidativo ha sido objeto de discusion. Se ha reportado que en S. cerevisiae existe una
respuesta adaptativa al estrés oxidativo independiente de los niveles de trehalosa presentes
en el medio (55). Para este mismo microorganismo, se reportd que la expresion del gen
TPS1 que codifica para la trehalosa 6-fosfato sintasa no tiene un papel esencial en la
tolerancia a la presencia de estrés oxidativo resultante de la presencia de peréxido de

hidrogeno (56). Sin embargo, se ha propuesto que la trehalosa protege la viabilidad de las
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células de Saccharomyces cerevisiae contra los efectos de los radicales hidroxilo generados
por la reaccion de Fenton, y esto se reflejo en la proteccion de proteinas plasmaticas (57).
En este trabajo se decidié evaluar si algunos carbohidratos y polialcoholes pueden
funcionar como protectores contra la oxidacién mediada por el radical hidroxilo. De esta
manera se podria explicar porqué la célula “per se” acumula manitol y la trehalosa durante

condiciones de estrés oxidativo.
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2. HIPOTESIS
La presencia de carbohidratos o polialcoholes en el medio evitaré la oxidacion de una
proteina mediada por el radical hidroxilo 6 el apagamiento de la fluorescencia de una

molécula indicadora sensible.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Demostrar el papel protector de los carbohidratos y los poliacoholes de proteinas

contra la oxidacion mediada por el radical hidroxilo.

4.2 Objetivos particulares
o Evaluar el efecto del radical hidroxilo derivado del sistema Cu®*/H,O, sobre la
integridad estructural de la albumina sérica bovina.
e Medir el efecto protector de carbohidratos y polialcoholes contra la proteolisis
mediada por el radical hidroxilo.
e Determinar el efecto antioxidante de carbohidratos y polialcoholes empleando un

sistema fluorescente como modelo.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
El fosfato dibasico de potasio, el sulfato cuprico, el &cido clorhidrico y el metanol
fueron adquiridos de J.T.Baker S.A. de C.V. (México). El acido acético y el &cido
tricloroacético (TCA) fueron adquiridos de Merck-México S.A. El perdxido de hidrégeno,
el manitol, el sorbitol, la glucosa, la galactosa, la sacarosa, la trehalosa, la rafinosa y la
albimina del suero bovino (BSA) fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). La BCECF (2’,7’-Bis-Carboxietil-5(6)-Carboxifluoresceina) se adquiri6 de
Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR). El Tris (Hidroxietil Aminometano) , la acrilamida, la
bis-acrilamida, el dodecil sulfato de sodio (SDS), el persulfato de Amonio, el TEMED
(N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamina), el azul de bromofenol, y el Coomassie fueron

adquiridos de Bio-Rad (Richmond, CA).

5.2 Métodos.

5.2.1 Determinacion de la concentracion de perdxido de hidrégeno

La determinacion de la concentracion de perdxido de hidrogeno se realizd por
método espectrofotométrico. La solucion de perdxido de hidrogeno se perparé tomando una
alicuota de 100 uL del patron de peroxido de hidrégeno 30 % y llevando a un volumen de
100 mL con agua desionizada en un matraz aforado. Se determino la absorbancia de esta
dilucion contra un blanco de agua desionizada, empleando una longitud de onda de 240 nm
y un coeficiente de extincion molar de 35.76 M™* cm™ (58). Esta determinacion se realizé
antes de cada experimento para tomar en cuenta los cambios de concentracion debidos a la

descomposicion del reactivo.
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5.2.2 Fragmentacién de la Albumina del suero bovino (BSA) mediada por

radicales hidroxilo.

Esta determinacion se realiz6 la incubando la albimina en presencia de un sistema
generador de radicales hidroxilo. Se retiraron alicuotas de esta mezcla cada 3 minutos. El
efecto oxidante se determino por electroforésis.

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocaron 300 pug de BSA y sulfato de cobre 0.1
mM, en un volumen total de 200 uL ajustado con solucién amortiguadora de fosfatos 100
mM, pH 7.0. La fragmentacion se inici6 con la adicion de H,O, 40 mM provenientes la
solucion patron. La mezcla se incub6 en un bafio a 25°C. Cada tres minutos se retird una
alicuota de 20 uL, la cual se coloc6 en un tubo Eppendorf de 0.6 mL y se afiadieron 20 uL
de &cido tricloroacético (TCA) al 30% (p/v), y se centrifugaron a 14 000 rpm durante 2
minutos en una microcentrifuga para tubos Eppendorf. Se retird el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié con 20 pL de una solucidon de rafinosa 0.1 M en solucién
amortiguadora de fosfato 100 mM, pH 7.0. El efecto protector de cada uno de los
carbohidratos o polialcoholes se determind a una concentracion de 600 mM. Para cada uno
de ellos se prepard una solucion patrén 1 M en un amortiguador de fosfatos 100 mM, pH
7.0. Se tomaron muestras de la mezcla de fragmentacion en los tiempos 0, 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21 y 24 minutos. Las muestras obtenidas fueron guardadas en el congelador hasta su

analisis por electroforésis.
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5.2.3 Obtencidn del patron de fragmentacidn proteica.

La determinacion del patron de fragmentacion de la BSA se realizd mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

Para preparar el gel concentrador se utilizaron: 0.4 mL de una solucion de
acrilamida 30% / bis-acrilamida 0.8 % (p/v), 0.75 mL de un amortiguador Tris-HCI 0.5 M,
pH 6.8, 1.8 mL de agua desionizada, 30 uL de persulfato de amonio al 10% (p/v), 30 uL de
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% (w/v) y 5 uL de TEMED (N,N,N’,N’-
Tetrametilenetilendiamina). Para el gel separador se emplearon: 2.5 mL de una solucién de
acrilamida 30% / bis-acrilamida 0.8 % (p/v), 0.95 mL del amortiguador Tris-HCI 0.5 M,
pH 8.9, 3.9 mL de agua desionizada, 50 uL de persulfato de amonio al 10% (p/v), 75 pL de
SDS al 10% (p/v) y 5 uL de TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamina). La
concentracion final de poliacrilamida fue del 15%. Los geles se prepararon un dia antes de
usarse, manteniéndolos en una bandeja con agua destilada a temperatura ambiente.

A 20 pL de las muestras obtenidas en la seccion 5.2.2 se les afiadieron 20 uL del
amortiguador de carga, constituido por Tris — HCI 0.5 M, pH 6.8, SDS 10% (p/v), Glicerol
30% (v/v), Azul de bromofenol al 0.1%. La mezcla se incub6 durante 10 minutos a 37°C.
Al final de esta incubacion, los 40 uL resultantes se colocaron en sendos pozos del gel. La
cantidad de proteina en cada pozo fue de aproximadamente 30 pg.

Se corrié el gel empleando un aparato Mini-protean Il. Para esto se utiliz6 una
solucién con glicina 0.192 M, Tris 0.025 M y SDS 0.1 % (p/v). Se emple6 un voltaje
constante de 100 mV, y se dejo correr la muestra aproximadamente durante una hora y

media, hasta que el frente lleg6 a 2 cm del final del gel.
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La tincion del gel se hizo con una solucion acuosa de azul de Coomassie 0.125%,
Metanol 40% y Acido acético 10% durante 4 horas, y se destifié con una solucion acuosa

de Metanol 40 % y Acido acético 10 % durante 4 horas.

5.2.4 Densitometria

Se midio la intensidad de las bandas observadas en el patron de fragmentacion
proteica en el gel de poliacrilamida por medio de densitometria. Se tomo una fotografia de
cada gel y ésta se analizd con el programa Collage 2.0 (Mac) (Specular, 1995). El
pardmetro que se empled para el andlisis fue el nimero de pixeles correspondientes a cada

una de las bandas.

5.2.5 Apagamiento de la fluorescencia de la BCECF mediado por el radical

hidroxilo.

Se utiliz6 el método establecido por Naguib (59), en el cual se monitorea la
velocidad del apagamiento de la fluorescencia de un indicador como consecuencia de su
oxidacion por radicales libres.

Para estudiar la actividad oxidante de los radicales hidroxilo generados por el
sistema Cu?*/ H,O, fue necesario emplear un método sensible a especies reactivas de
oxigeno. Como indicador se emple6 la BCECF (2’,7’-Bis-Carboxietil-5(6)-
Carboxifluoresceina), (Fig. 3). La oxidacion de este reactivo pierde la continuidad del
sistema conjugado y trae como consecuencia la una pérdida de la fluorescencia.

Como la BCECF detecta también cambios en el pH (60), la solucién se amortigud
fuertemente mediante el empleo de una solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM, pH

7.0.
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Para generar el apagamiento de la BCECF se utilizd el sistema generador de
radicales hidroxilo mencionado en la seccion 5.2.2, para ello se colocaron en una celda de
vidrio sulfato de cobre 0.1 mM y BCECF 5.62 nM en un volumen final de 2 mL de
amortiguador de fosfato 100 mM pH 7.0 y la mezcla se dejo equilibrar en el aparato
durante 5 minutos. Para iniciar el apagamiento se afiadié H,O, 40 mM.

Los carbohidratos y polialcoholes protectores fueron adicionados antes que el
peroxido de hidrégeno.

El seguimiento del apagamiento se hizo en un espectrofluorémetro Mark | acoplado
a un graficador de cama, empleando longitudes de onda de excitacion y emision de 505 nm
y 525 nm respectivamente, una apertura de ventana de 10 nmy . Durante el experimento se

mantuvieron condiciones de agitacidn constante y temperatura ambiente.

Figura 3. 2’,7’-Bis-Carboxietil-5(6)-Carboxifluoresceina

(BCECF)

El espectro de emision de la fluorescencia de la BCECF fue obtenido manteniendo fija

la longitud de onda de excitacién en 505 nm.
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También se realizo6 el perfil de apagamiento de la BCECF en presencia de diferentes
concentraciones de peroxido de hidrégeno (2.5, 5, 10, 20, 30 y 40 mM). El apagamiento se
registré durante 50 minutos.

Para evaluar la linealidad en la respuesta del método empleado se obtuvieron las
constantes de rapidez de apagamiento de la fluorescencia, ajustando los datos a una cinética

de primer orden (ver la seccion 5.2.7).

5.2.6 Efecto de los carbohidratos y polialcoholes sobre el apagamiento de la

fluorescencia.

Para estos experimentos se emplearon los polialcoholes manitol y sorbitol y los
monosacaridos glucosa y galactosa, el disacarido trehalosa y el trisacarido rafinosa. De
cada uno de ellos se prepar6 una solucion patrén 0.1 M en una solucién amortiguadora de
fosfatos 100 mM, pH 7.0.

Se emplearon las mismas condiciones que en 5.2.5 con H,O, 40 mM. Cada uno de
estos solutos se emple6 en concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 mM.

Se registrd el apagamiento durante los primeros 25 minutos y se obtuvieron las
rapideces iniciales de apagamiento.

Debido a que la trehalosa y rafinosa mostraron un mayor efecto protector se realizd
un perfil de apagamiento de la BCECF en presencia de éstos. Para esto se emplearon las

mismas concentraciones (0.1-4 mM) y el registro se realizé durante 50 minutos.

5.2.7 Analisis de la cinética de apagamiento de la BCECF.
La cinética de apagamiento de la fluorescencia se analizd empleando el programa

Origin version 6.0 (Microcal Software, Inc. 1999). Para determinar la linealidad del método
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se obtuvieron las rapideces de apagamiento ajustando los datos a una cinética de primer
orden (ecuacidén 1), donde U son las unidades de fluorescencia, A es una constante, k es la
constante de rapidez y t es el tiempo.

LnU=A-kt (1)

También se hizo un ajuste de los datos mostrados en las gréficas a una cinética
decreciente exponencial de primer orden (ecuacion 2) y de segundo orden (ecuacion 3),
donde yy es la fluorescencia residual, A; y A, representan la amplitud del apagamiento, k;
la constante de rapidez de apagamiento en la primera fase, k, la constante de rapidez de
apagamiento en la segunda fase y t es el tiempo.

y=yo+ A e« (2)

Y = Yo + Al e-kl- tl + A2 e-kz- t2 (3)
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6. RESULTADOS

6.1 Fragmentacién de la albimina de suero bovino por el sistema Cu®/ H,0..

Proteccidn por carbohidratos.

En la célula, uno de los efectos méas dafinos de las especies reactivas de oxigeno es la
ruptura de las proteinas (ver sec 2.3.3). Para determinar si un sistema generador de
radicales hidroxilo puede generar protedlisis se expuso a la albumina sérica bovina a los
componentes de una reaccion tipo Fenton. Ademads, este sistema pudo utilizarse para
evaluar el efecto de la adicion de diversos polialcoholes y carbohidratos sobre la proteolisis.

En condiciones de estrés, la concentracion de trehalosa alcanza 0.6 M en el citoplasma
de la levadura (54). Este disacarido es acumulado en levaduras durante el estrés oxidativo
(48). Se han elaborado pruebas in vivo donde se demuestra que el aumento de la
concentracion endogena de trehalosa en S. cerevisiae disminuye la cantidad de proteinas
oxidadas (57). Sin embargo, hasta ahora no se ha evaluado en forma directa a la trehalosa
como protector contra las ROS. Por esto se realizo la fragmentacion de la BSA a través de
un sistema oxidante (ver secc. 5 .2.2) en presencia de trehalosa. Como referencia se utiliz6
al manitol que in vitro actia como un protector contra radicales hidroxilo (47).

Inicialmente, este experimento se realiz6 empleando bajas concentraciones de trehalosa
y rafinosa (20-100 mM) y los resultados obtenidos no mostraron ninguna diferencia con el
control (Resultados no mostrados). Los patrones de fragmentacion obtenidos en presencia
de una concentracion 0.6 M de cada soluto: manitol, galactosa, trehalosa 6 rafinosa si

mostraron proteccion y se presentan a continuacion (Fig. 4)
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Figura 4. Patrén de fragmentacion de la BSA en ausencia y presencia de diferentes carbohidratos y
un polialcohol. Las condiciones experimentales fueron: BSA 1.5 mg/mL, H,0,40 mM, CuSO,0.1
mM en una solucién amortiguadora de fosfatos 100mM, pH 7.0 a 25°C. Cuando se adiciond un
carbohidrato 6 polialcohol se us6 a una concentracién de 0.6 M y se coloc6 antes que el H,O,. La
mezcla se incubd en un bafio de temperatura constante y se retiraron alicuotas de 20 uL cada 3
minutos, para ser tratadas como se describe en la seccidn 4.2.2. El inciso A) corresponde al control

sin adiciones, B) Manitol, C) Glucosa, D) Trehalosa y E) Rafinosa.

Se presentd una fragmentacion de la BSA que aumentd con el tiempo de incubacion
(Fig. 4 A) y que se observa desde los 3 minutos. En este tiempo, la intensidad de la banda
disminuyé aproximadamente en un 50% (Fig. 5). Esta banda de aproximadamente 60 kDa
correspondiente a la BSA sin oxidar disminuye su intensidad conforme al tiempo. A los 24
minutos practicamente no se observé la banda correspondiente a la BSA nativa y se detectd
aproximadamente el 10% de la banda inicial.

El manitol, la glucosa, la galactosa, la trehalosa y la rafinosa en una concentracion de
0.6 M lograron evitar en diferentes grados la fragmentacién mediada por Cu®*/ H,0,
ademas de que en presencia de éstos la intensidad de la banda se mantuvo arriba del 60%

aun después de los 24 minutos de incubacion (Figs. 4B-4E). El orden de proteccién fue:

34



trehalosa > manitol > glucosa > rafinosa. Cuando éstos fueron adicionados, disminuyo la

rapidez de fragmentacién de la BSA con respecto al control (Fig. 5).

Intensidad de banda

u
80 ./K@\./.\. .
a
L \6 A
\ \A
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Figura 5. Disminucion de la intensidad de la banda correspondiente a la BSA nativa respecto al

tiempo. Cada banda de los geles respectivos fueron analizadas por densitometria como se explica en la

seccion 5.2.4. Los solutos empleados fueron: (@) Control, (O) Glucosa, () Manitol, (7J)

Trehalosa, (A) Rafinosa.

Se esperaba que el manitol presentara alguna proteccién, pues generalmente es

empleado como secuestrador de radicales libres. La proteccién brindada por éste fue

considerable (fig. 4B), manteniendo un 80% de la integridad de la banda de la BSA
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durante 24 minutos en presencia de radicales hidroxilo. Un efecto similar se observé con la
trehalosa que durante este mismo intervalo de tiempo preservé ~90% de la banda inicial
(Fig. 4D). En ambos casos la disminucién en la intensidad de la banda fue mas lenta que
con la glucosa y la rafinosa. Esos dos protectores comparten una caracteristica: no poseen
un extremo reductor, ya que el manitol es un polialcohol y la trehalosa es un disacarido no
reductor.

El efecto protector de la glucosa (Fig. 4C y 5) y la rafinosa fue parcial (Fig. 4E y 5).
En ambos casos, se observo a los 24 minutos que se conservaba aproximadamente el 60%
de la banda correspondiente a la BSA. También se puede notar la aparicion de pequefias
bandas correspondientes a fragmentos de 20-25 kDa, mientras que con la trehalosa este

fendmeno es menos notable.

6.2 Apagamiento de la fluorescencia de la BCECF mediado por el radical

hidroxilo.

Se decidio disefiar un sistema para evaluar rapida y cuantitativamente el efecto del
radical hidroxilo, asi como la proteccion ejercida por cada carbohidrato estudiado. Debido a
su sensibilidad hacia los radicales libres (secc. 5.2.5) se utilizo la molécula fluorescente
BCECEF. Este sistema puede emplearse para evaluar el apagamiento mediado por el radical

hidroxilo en presencia 6 ausencia de un protector.
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Figura 6. Espectro de emisién de fluorescencia de la BCECF y el efecto de la mezcla Cu?*/ H,0,. Se
obtuvo el espectro de emisién de la BCECF ( Espectro A). Posteriormente se incubd 50 minutos con el
sistema Cu®"/ H,0, y se realizé nuevamente el barrido (Espectro B). La longitud de onda de excitacién
fue de 505 nm. Las condiciones experimentales fueron 5.62 nM de BCECF en buffer de fosfato de

potasio 100m M pH 7.0, Cu?* 0.1 mM, H,0, 40 mM, temperatura ambiente y agitacién constante.
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Inicialmente se obtuvo un espectro de emision para verificar como es afectada la
fluorescencia de la BCECF por el sistema oxidante empleado para fragmentar a la BSA. En
este espectro se observd que la fluorescencia de la BCECF presentd un méaximo a una
longitud de onda de emision de 525 nm en ausencia del sistema generador de radicales
hidroxilo (Figura 6 A). Cuando a esa mezcla se adiciond el sistema Cu®*/ H,O, y se incub6
durante 50 minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante, la fluorescencia de la

molécula préacticamente desaparecio (Fig. 6 B).

6.3 El apagamiento de la fluorescencia de la BCECF es dependiente de la
concentracion de peroxido de hidrogeno.

Para que el sistema indicador fluorescente pueda ser empleado como un método de
analisis valido, su respuesta debe ser lineal con la concentracion de las ROS. Por esta
razén se determind la linealidad del método a través del efecto de diferentes
concentraciones de peroxido de hidrégeno sobre la fluorescencia de la BCECF (Fig. 7).

Para asegurar la obtencién de un perfil completo del apagamiento, se realiz6 el
seguimiento de la fluorescencia durante 50 minutos.

Durante los primeros 25 minutos de incubacion, se observé una mayor rapidez de
apagamiento. Después de este periodo la rapidez disminuye considerablemente. El grado de
apagamiento fue dependiente de la concentracion de peroxido de hidrdgeno, de tal modo
que después de 50 minutos en presencia de H,0, 40 mM, s6lo se conservo el 20% de la
fluorescencia inicial. A menores concentraciones el apagamiento disminuyd
proporcionalmente. A 30mM se conserva aproximadamente un 35% de la fluorescencia
inicial, mientras que a 20 mM se recuperd aproximadamente 45%, a 10 mM se protegi6

un 55%, a 5 mM se obtiene una proteccion del 65%, y a 2.5 mM se protegié un 70%.
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El apagamiento de la fluorescencia aumentd de manera proporcional a la concentracion
de H,0,. Sin embargo, se requiere de informacidn cuantitativa para determinar si la
respuesta a este método es lineal, por lo que se decidi6 analizar la cinética de apagamiento.
Las lineas en la Fig. 6 muestran que el apagamiento de la fluorescencia sigui6 una cinética
exponencial decreciente para cada concentracion. Por tanto, se realizé el ajuste de los datos
a un modelo cinético de primer orden (Ecuacion 1, secc. 5.2.7). Al hacer esto se pudo
obtener la constante de rapidez de apagamiento de la BCECF a diferentes concentraciones
de H,0, (Tabla 3). Puesto que éste es un pardmetro cuantitativo, puede usarse para analizar

la linealidad del método (Fig. 9).
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de H,0O, sobre la cinética de apagamiento de la
fluorescencia de la BCECF. Las condiciones experimentales fueron: 5.62 nM BCECF y 0.1 mM CuSO4
en amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.0, temperatura ambiente y agitacion constante. Las
longitudes de onda de excitacion y emisién fueron 505 y 525 nm, respectivamente. Las concentraciones
de peroxido de hidrégeno fueron: (@) 2.5 mM, (O) 5 mM, (ll) 10 mM, ((3) 20 mM, (A) 30 mM,
(A) 40 mM. Cada experimento se hizo por triplicado (n = 3). La desviacion estandar siempre fue menor
a 5% y se omitieron las barras para mayor claridad. Las lineas muestran el ajuste a una cinética

exponencial decreciente de primer orden (Ecuacion 2, secc. 5.2.7) y en cada caso se obtuvo una r > 0.99.

40



0.0
§E\;
n 0.2 O
8 ™ O——s
—_ L O
£ 044 n AT s *
3 < m u
< 064 a
» 0.6 A ~ _
& ] ENE
- - AN
_'CQU 0.8 O
C L
2 -1.0« 2 A
©
— L A
e -1.24 A
(&) o
) A
O -14a
(@]
E ) X
L -16«
£ < N
-1.8 v v v Y v Y v v v v
0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Figura 8. Ajuste del proceso de apagamiento de la BCECF por peroxido de hidrégeno a una cinética de
apagamiento de primer orden (Ecuacion 2, secc. 4.2.6). Las concentraciones de H,O, son: (@) 2.5 mM,

(©)5mM, () 10mM, ((J) 20 mM, (A) 30 mM, (A) 40 mM.

El apagamiento de la fluorescencia de la BCEF por perdxido de hidrégeno se ajusto a
una cinética de primer orden (Fig. 8). Las lineas de tendencia obtenidas a partir de un
analisis de regresion lineal presentaron un coeficiente de correlacion ( r ) > 0.98. De
acuerdo a este modelo la pendiente de cada linea es proporcional al valor de la constante de

rapidez de apagamiento.
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Para cada concentracion de peroxido de hidrégeno hay una constante de rapidez de
apagamiento (Tabla 3). Conforme aumenta la concentracion de H,0,, en el control la k

aument6 de 0.0067 min™ hasta 0.0319 min™ en presencia de 40 mM de H,0s.

Tabla 3. Constantes de rapidez de apagamiento en presencia de diferentes

concentraciones de H,0,.

Concentracién de H,0,  Constante de rapidez de apagamiento (min™)

2.5 0.0067
5 0.0083
10 0.0115
20 0.0153
30 0.0192
40 0.0319

La linealidad del método se determind graficando las constantes de rapidez contra su
respectiva concentracion de peroxido de hidrogeno. La rapidez del apagamiento aumentd
de forma proporcional a la concentracion de H,O, (Fig. 9). Por tanto, puede afirmarse que
la respuesta del método varia de forma lineal con la concentracion de peroxido de
hidrogeno.

Para las condiciones empleadas, el uso del apagamiento de la BCECF como indicador
mostré ser un método adecuado. Tomando en cuenta esto, en experimentos posteriores la
molécula fluorescente se empled como indicador de la oxidacion mediada por radicales

hidroxilo.
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Concentracién H,O, (mM)

Fig. 9. Constantes de apagamiento de la BCECF en presencia de diferentes concentraciones de
peréxido de hidrégeno. Con base en el andlisis hecho para la figura 8, se tomaron las constantes de
rapidez de apagamiento a partir de las pendientes obtenidas por andlisis de regresion lineal. Cada
constante se grafico contra su respectiva concentracion. El coeficiente de correlacion ( r ) fue de

0.96953.

6.4 Comparacion entre los efectos protectores de diferentes carbohidratos y un

polialcohol empleando la BCECF como indicador.

La proteccion de la BSA contra la fragmentacion por radicales hidroxilo fue
dependiente del tipo de carbohidrato (Fig. 4 A-E). Sin embargo en estos experimentos no se
obtuvieron datos cuantitativos de la proteccion. Ademas, solo se obtuvo el efecto a una

concentracion.

43



Por esto se decidid estudiar el efecto sobre el apagamiento de la BCECF en presencia
de diferentes concentraciones de polialcohol 6 carbohidrato. A través del método
fluorescente desarrollado se puede obtener como pardmetro cuantitativo la rapidez del
apagamiento, lo cual permite la obtencién de la capacidad protectora del soluto y puede
hacerse una comparacion entre polialcoholes y carbohidratos con base en términos
cuantitativos.

Se emplearon los mismos protectores que protegieron a la BSA contra la
fragmentacion: manitol, galactosa, trehalosa y rafinosa.

La adicién de carbohidrato o polialcohol disminuyd la rapidez inicial de apagamiento
de la fluorescencia (Fig. 10). Cuando hubo mayor protecciéon, la disminucién fue
considerable. El trisacarido rafinosa mostré la mayor capacidad protectora con respecto a
los demas, alcanzando una rapidez inicial de apagamiento de fluorescencia de 10 U.A.
min™ que fue la mayor concentracién utilizada de rafinosa (8mM). El siguiente en orden de
efectividad fue la trehalosa, que en las mismas condiciones llegé hasta 25 U.A. min™. Para
éstos dos dltimos solutos, la rapidez inicial de apagamiento alcanzé un valor constante

desde una concentracion de 4 mM.
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Figura 10. Efecto de manitol, galactosa, trehalosa y rafinosa sobre el apagamiento de la fluorescencia.
Las condiciones experimentales fueron similares a la figura 7, Tiempo de incubacién 25 minutos (ver

secc. 5.2.6). Los protectores fueron: (@) Manitol, (O) Galactosa, (Ill) Trehalosa y ((J) Rafinosa.

El manitol y la galactosa no alcanzaron esta estabilizacion en la rapidez inicial de
apagamiento a altas concentraciones. EI manitol también alcanz6 una rapidez inicial de 25
U.A. min™ de manera similar a la trehalosa, sin embargo su efectividad a concentraciones
menores es inferior al disacarido. En cambio la galactosa proporciond una proteccion
considerablemente menor, alcanzando una rapidez de apagamiento de fluorescencia de ~40
U.A. min™ a una concentracién de 8 mM. Esto es 4 veces menos que la proteccion lograda

por la rafinosa.
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En los experimentos de apagamiento de fluorescencia de BCECF, la proteccion fue
dependiente del carbohidrato utilizado. Sin embargo el orden de proteccion no fue el mismo
que se observo con la proteccion de la BSA. El orden fue: trisacarido > disacarido >
polialcohol >monosacarido. Aqui parece importar mas el peso molecular del protector, ya
que entre mas subunidades de carbohidrato fue mayor su efecto protector.

El polialcohol presentd una capacidad protectora menor que el disacarido y mayor que
el monosacarido. La similitud con la galactosa pudo haber sido consecuencia de su peso
molecular, ya que ambos son similares. A pesar de esto, su capacidad protectora fue mejor

que el monosacarido.

6.5 Perfil de apagamiento de la BCECF en presencia de trehalosa y rafinosa.

Puesto que el disacarido y el trisacarido preservaron mejor la fluorescencia de la
BCECF se decidio realizar un perfil de apagamiento durante 50 minutos. De esta manera se
pudo observar el efecto protector durante un periodo de tiempo mas extenso, al mismo
tiempo que se observd de manera mas clara la dependencia del apagamiento con el tiempo
en presencia de estos carbohidratos. Debido a que se observd una actividad protectora
constante desde una concentracion de 4 mM (Fig. 10), ésta fue la maxima concentracion

empleada en este experimento.
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Figura 11. Efecto de la trehalosa sobre el apagamiento del BCECF mediado por radicales
hidroxilo. Las condiciones experimentales fueron similares a las figura 7 empleando una
concentracion de 40 mM H,0,. Las concentraciones de trehalosa fueron: (@) 0, (O) 0.1 mM, (Il

0.5mM, (3 1mM, (A)2mMy (A)4mM.

La trehalosa disminuyd la rapidez de apagamiento de la fluorescencia en el rango de
concentraciones empleado (Fig. 11). Las lineas de tendencia mostraron un ajuste a una
cinética de primer orden, y en éstas se puede observar que hubo una disminucion de la
rapidez de apagamiento al incrementar la concentracion de trehalosa.

En presencia de trehalosa se conservo una fraccion de la fluorescencia inicial, la

cual aumento proporcionalmente con la concentracion de disacérido. A los 50 minutos se
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observé que a 4 mM se conservo ~65%, a 2 mM ~58%, a 1 mM ~45%, a 0.5 MM ~35% y a

0.1 mM ~12% de la fluorescencia inicial.
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Figura 12. Efecto de la rafinosa sobre el apagamiento del BCECF mediado por radicales hidroxilo. Las
condiciones experimentales fueron similares a la figura 11. Las concentraciones de rafinosa fueron: (@)

0, (©)0.1mM, (lHO05SMM, (O)1mM, (A)2mMy(A)4mM.

La rafinosa también disminuyé la rapidez del apagamiento de la fluorescencia de la
BCECF en un rango de concentracién de 0.1 a 4mM (Fig. 12). Con una concentracién de 4

mM se conservo ~80% de la fluorescencia inicial, a 2 mM ~65%, a 1 mM 60%, a 0.5 mM
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~50% y a 0.1 mM ~20%. Al comparar las figuras 11 y 12 se puede observar que la rafinosa
presentd mejor proteccion que la trehalosa desde una concentracion de 0.1 mM, ya que se
conservaron ~20% y ~10% de la fluorescencia inicial, respectivamente. Incluso se logro
una proteccion de ~50% empleando 0.5 mM de rafinosa, mientras que se requiere una

concentracion de 2 mM de trehalosa para lograr este efecto.

6.6 Capacidad protectora de isomeros del manitol y la galactosa.

También se decidid investigar si el efecto protector era el mismo para diferentes
isémeros del carbohidrato o del polialcohol. Esto contribuiria a saber si la orientacion de
los grupos hidroxilo de cada molécula es un factor determinante para la capacidad
protectora.

Se compararon el sorbitol y la galactosa, que son isémeros del manitol y la glucosa,
respectivamente. El sorbitol es isomero del manitol pues en el carbono 2 difieren en la
orientacion del grupo hidroxilo. De este mismo modo la galactosa es un isémero de la
glucosa por el carbono 4, pues en la glucosa es D y en la galactosa es L. Los carbohidratos

que presentan este tipo de isomeria se denominan epimeros.
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Figura 13. Actividad protectora de manitol (@) y sorbitol (O). Las condiciones experimentales fueron

similares a la figura 10.
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Figura 14. Actividad protectora de galactosa (@) y Glucosa (O). Las condiciones experimentales

fueron similares a la figura 10.

Los dos polialcoholes tuvieron una actividad antioxidante similar (Fig. 13) ya que en
ambos se observa el mismo comportamiento protector. A concentracion de 8 mM ambos
polialcoholes inhibieron el apagamiento de la fluorescencia hasta llegar a una rapidez de
25 U..A. min*

La diferencia entre la galactosa y la glucosa fue drastica: la galactosa exhibié una

proteccion mucho menor que la glucosa (Fig. 14). Con 8 mM de galactosa se alcanz6 una
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rapidez de apagamiento de la fluorescencia de 35 U.A. min™, mientras que con glucosa
8mM se llegd a 20 U.A. min'. Ambos carbohidratos presentaron protecciones
completamente diferentes y puede decirse que hay diferencia en cuanto a su actividad
protectora. A glucosa 4mM y mayor, se presentd una estabilizacion en la rapidez inicial de
apagamiento. Esta caracteristica es similar a la que se observo con la rafinosa y la trehalosa
(secc. 5.4, Fig. 10).

En resumen, demostramos que los carbohidratos y polialcoholes son protectores de
macromoléculas contra el estrés oxidativo. Esto no habia sido evaluado de manera directa
hasta ahora. Estos evitaron la protedlisis de la BSA y evitaron el apagamiento de la
fluorescencia de la BCECF.

Hubo algunas diferencias entre los modelos de fragmentacion y pérdida de
fluorescencia en cuanto a la proteccion. Estas pudieron resultar de la diferencia en

reactividad entre la BSA 'y la BCECF.
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7. DISCUSION

En concentraciones fisiologicas los metales de transicion y el peréxido de hidrdégeno
provocan dafio proteico a nivel de residuos susceptibles; sobre todo aquellos que estan
unidos con metales. Para prevenir este tipo de oxidacion, los secuestradores de radicales
hidroxilo no son efectivos (61). Durante el dafio, se modifica la proteina, principalmente a
través de la introduccién de grupos carbonilo al oxidarse en residuos de lisina o arginina
(62). Ademas, cuando la concentracion de H,0, 6 Cu®* es muy alta, se observa la
fragmentacion de la proteina. Este proceso ocurre en presencia de metales de transicion a
través de la formacion de radicales alquil-peroxilo en la proteina. Otra via de fragmentacion
proteica proviene de la oxidacion de residuos de aminoacido, en especial prolina y
glutamato (15).

En nuestros experimentos la concentracion de perdxido de hidrégeno empleada para el
experimento fue muy alta (40 mM) y por ello el efecto predominante que se observé fue la
protedlisis. Es decir, que los radicales hidroxilo generados por el sistema Cu?*/ H,O.
destruyeron las uniones peptidicas de la BSA y su efecto aumentd con el tiempo de
incubacion.

Los radicales hidroxilo tienen una vida media muy corta, del orden de nanosegundos
(63). Por lo tanto, la proteolisis debe resultar de un proceso donde el radical libre sea
regenerado una y otra vez. De esta manera puede existir una cadena o ciclo de reacciones a
través de las cuales se mantenga constante la concentracion de radicales libres en el sistema
(15).

Se ha logrado prevenir la modificacion oxidativa de las proteinas mediada por radicales

libres usando compuestos antioxidantes (64). Los tipos de antioxidantes que se han
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empleado contra los efectos del estrés oxidativo son de naturaleza variada. Entre los
comunmente empleados se encuentran: las vitaminas C, E y los polifenoles. La informacién
relacionada con el papel protector de los carbohidratos contra la oxidacion es limitada.
Ademas, hasta ahora no se ha demostrado que la presencia de antioxidantes pueda prevenir
la protedlisis mediada por radicales libres, en particular las ROS.

Se demostrd que la proteccién contra la fragmentacion puede lograrse por la presencia
de carbohidratos y polialcoholes. Un aspecto interesante es que éstos actuaron a una
concentracion comparable con la que es acumulada in vivo por las levaduras (50).

A través de pruebas de termoproteccion de proteinas in vitro, empleando
concentraciones fisioldgicas de trehalosa, se demostré que este soluto compatible es vital
para que la célula tolere el calentamiento. Esta informacion resulto Gtil para extrapolar el
papel del soluto compatible a condiciones in vivo (65). A partir de los resultados obtenidos
puede hacerse una extrapolacion sobre la participacion de este disacarido durante el estrés
oxidativo: esto podria explicar porqué los solutos compatibles como manitol y trehalosa
son acumulados en algunos organismos sometidos a estrés oxidante (42).

Si los carbohidratos y polialcoholes funcionan como protectores contra la actividad
oxidante de la especie ROS mas reactiva, podria esperarse que muestren el mismo efecto
para las deméas ROS.

El manitol y la trehalosa fungen como solutos compatibles en diversos
microorganismos (42). Se ha postulado que el papel protector del manitol contra las ROS
estd dado por su capacidad para eliminar o secuestrar a los radicales hidroxilo (47). Lo que
apoya los resultados obtenidos aqui. La trehalosa podria in vivo actuar como secuestrador

de radicales hidroxilo.
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Los antioxidantes se han clasificado segin su mecanismo de accion en: antioxidantes
preventivos y antioxidantes “que interrumpen la cadena” (66). Los del tipo preventivo
inhiben la formacion de ROS, mientras que los Ultimos eliminan o secuestran al radical
libre, impidiendo que se produzca la secuencia de reacciones que conduce a mas radicales
libres. El antioxidante puede interrumpir la cadena de reaccion a través de dos mecanismos:
donando un atomo de hidrégeno (H-) o donando un electrén . En ambos casos se produce
un radical estable.

La fragmentacion de la BSA probablemente resulta de una cadena de reacciones que
regeneran un radical libre (15). Los solutos empleados evitan este proceso, tal vez
impidiendo dicha regeneracion. Por lo tanto muestran caracteristicas propias de
antioxidantes que “interrumpen la reaccion en cadena”. En este sentido, se ha demostrado
que los carbohidratos y polialcoholes eliminan los radicales hidroxilo generados por el
sistema Fenton por medio de la formacion de radicales estables o reaccionando con éstos
para generar productos de oxidacion aldehidicos (67). Esta proteccion es directamente
proporcional al nimero de grupos hidroxilo en su estructura (67). Estos resultados explican
porgué la proteccion contra el apagamiento de la BCECF fue mayor al aumentar el nimero
de hidroxilos: trisacarido > disacarido > polialcohol >monosacarido.

A excepcion del trisacérido, todos los solutos mostraron una cinética de primer orden.
Esto significa que la inhibicién del apagamiento depende de la concentracion de estos
solutos. Para la rafinosa se observd una cinética de segundo orden, lo cual indica que la
inhibicion depende de dos elementos en la molécula. Un incremento de disacéarido a
trisacarido aumentd el orden de reaccion. Probablemente esto se deba a que en el

trisacarido existan dos poblaciones diferentes de grupos hidroxilo.

55



El grupo funcional OH es de gran importancia para la actividad antioxidante de
diversos compuestos. Como ejemplos pueden mencionarse a los polifenoles (68) y el etanol
(69). Ambos tipos de compuesto tienen la capacidad de reaccionar con las ROS para formar
radicales menos reactivos. Segun los resultados obtenidos aqui, el grupo hidroxilo también
confiere actividad antioxidante a los polialcoholes y carbohidratos.

Otra caracteristica estructural importante con relacién a estos grupos funcionales es la
orientacion que presenten en la molécula. Se han elaborado estudios donde se demuestra
que la esteroequimica de los grupos hidroxilo en polialcoholes y carbohidratos es clave
para la criopreservacion en plantas (70). Segun los resultados, el efecto de la orientacion
parece ser mas importante para los carbohidratos que para los polialcoholes. Esto puede
deberse a la complejidad estructural de los carbohidratos en solucién acuosa, ya que éstos
se encuentran principalmente en forma ciclica y la orientacion de los grupos hidroxilo
determina el predominio de su forma estereoquimica mas estable. Asi, el efecto
antioxidante dependeria de la conformacidn que adquiera el carbohidrato en solucion.

Debido a la presencia de un soluto en altas concentraciones pueden modificarse
significativamente las interacciones de la proteina con el agua. Los carbohidratos y
polialcoholes en estas concentraciones favorecen un proceso de hidratacién preferencial
(71) que consiste en la exclusién completa de las moléculas de soluto de la vecindad
inmediata de la proteina favoreciendo la hidratacion de la macromolécula. Esto trae como
consecuencia la formacion de una capa de agua entre la proteina y el soluto. Se ha
propuesto que la hidratacion preferencial es el mecanismo en el que se basa la proteccion
de las proteinas dada por carbohidratos y polialcoholes cuando son sometidas a altas

presiones (72) o cuando se exponen a altas temperaturas (73).
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Tomando en cuenta la concentracion de soluto empleada (0.6M), se tiene que pensar
que el fendémeno de hidratacion preferencial ocurrid en el caso de la BSA. Estos solutos al
estar completamente excluidos de la vecindad inmediata de la proteina pueden formar una
barrera que atrapa o reacciona con los radicales libres de la solucion, antes de que lleguen a
la proteina.

Una caracteristica comun de los mejores protectores de la BSA probados aqui es que
no contienen un grupo reductor. La trehalosa contiene un enlace glucosidico 1— 1y los dos
extremos reductores de las subunidades de glucosa estan involucrados en este enlace
covalente, mientras que el manitol es un polialcohol. De manera interesante, la tolerancia a
la desecacion en plantas esté correlacionada con la cantidad de disacaridos u oligosacaridos
no reductores (74). Ademas, los carbohidratos que son acumulados como solutos
compatibles no son de caracter reductor (42).

Una causa probable por la cual no se acumulan carbohidratos reductores in vivo es la
existencia de la reaccion de Maillard, a traves de la cual se provoca un dafio hacia las
proteinas. Esta se caracteriza por la formacion de una base de Schiff entre el extremo
reductor del carbohidrato y uno de los residuos basicos de la proteina, lisina 6 arginina. La
base de Schiff experimenta un rearreglo para dar lugar a cetoaminas denominadas
productos Amadori (75). Estos productos también se oxidan en presencia de metales de
transicion como el hierro o el cobre, conduciendo a la fragmentacion de la cadena del
carbohidrato para producir compuestos dicarbonilicos reactivos, como el glioxal y el
metilgloxal. Estos a su vez pueden volver a interactuar con residuos basicos en la proteina

formando nuevamente bases de Schiff. Se ha observado que la BSA forma aductos con el
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metilglioxal, y que libres en presencia de oxigeno tal union constituye un centro generador
de radicales (76).

La presencia del grupo reductor disminuyd la proteccion contra la protedlisis de la
BSA. La influencia de éste puede ser explicada a través de dos posibles mecanismos: a) que
el extremo aldehido reduzca al cobre y favorezca la reaccion de Fenton, y b) que el radical
hidroxilo reaccione con estos carbohidratos de forma mas rapida, favoreciendo su
fragmentacion oxidativa disminuyendo la cantidad de soluto disponible para lograr una
proteccion.

Se ha determinado el grado de hidratacion de la ribonucleasa A en presencia de los
carbohidratos glucosa y trehalosa, resultando en un valor de 130 y 400 moléculas de agua
por proteina, respectivamente (71). También se ha concluido que el radio de hidratacion de
la trehalosa es mayor que el de otros carbohidratos y debido a esto estd completamente
excluida de la capa de hidratacion de la proteina (77). Esto puede ser la base para explicar
sus propiedades protectoras superiores a las de otros compuestos (78). Tales resultados
parecen indicar que el tamafio y tipo de soluto influyen en la hidratacion preferencial. Estas
mismas caracteristicas también influyeron en la proteccion contra la protedlisis de la BSA.
Por tanto, las diferencias entre el grado de proteccion pueden deberse a distintos grados de
hidratacion de la proteina que estan en funcion de la estructura del soluto protector.

Los carbohidratos y los polialcoholes cuando se encuentran en altas concentraciones en
una solucién acuosa aumentan la viscosidad del medio. Se ha demostrado que la viscosidad
es un factor que influye en los procesos de actividad enzimatica y desnaturalizacion
proteica debido a un impedimento en la libertad de movimiento de dominios, bloqueando la

transicion entre las diferentes conformaciones de la proteina (79, 80).
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La viscosidad generada en el medio de incubacion por la presencia de carbohidrato o
polialcohol puede tener una contribucién en la actividad protectora. Al aumentar la
viscosidad del medio se limitaria la difusion de los radiales hidroxilo o de las especies que
participan en su generacion y al mismo tiempo se mantendria a la proteina en su estado méas

compacto evitando su interaccion con el medio.
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. CONCLUSIONES
El sistema Cu?*/ H,O, genera radicales hidroxilo que fragmentan a la BSA.
Los carbohidratos y polialcoholes protegen contra la fragmentacion proteica
mediada por OH..
Los solutos que no tienen un extremo reductor son mejores protectores.
La proteccion contra esta prote6lisis se logra a concentraciones que se alcanzan
in vivo por células de levadura sometidas a estrés.
El método fluorescente desarrollado para medir los efectos de radicales libres es
sensible hacia el sistema Cu®*/ H,O, y su respuesta es lineal con la
concentracion de H;0..
A través de este método se puede caracterizar al soluto protector a través de su
constante de rapidez 6 de la rapidez inicial de apagamiento.
Los carbohidratos y polialcoholes protegen a la fluorescencia de la BCECF
contra el apagamiento mediado por radicales hidroxilo.
Esta proteccion es dependiente de la concentracion y numero de hidroxilos en la
estrctura del soluto. Los mejores protectores de la fluorescencia fueron la

trehalosa y la rafinosa.
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APENDICE: ABREVIATURAS

Abreviacion
BCECF
BSA
DMT1
EO

GSH
GSSG
Hsp
ROS
SDS
TCA
TEMED
Tpslp
Tps2p

Tsllp

U.A.

Significado
2’,7’-Bis-Carboxietil-5(6)-Carboxifluoresceina
Albumina del suero bovino

Transportador de cationes metalicos divalentes
Potencial de reduccion estandar

Glutation (forma reducida)

Glutatién dimerizado (forma oxidada)
Proteinas del choque térmico

Especies reactivas del oxigeno

Dodecil sulfato de sodio

Acido tricloroacético
N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamina
Trehalosa 6-fosfato sintasa

Trehalosa 6-fosfato fosfatasa

Subunidad regulatoria del complejo trehalosa fosfato
sintasa

Unidades arbitrarias
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